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Összefoglalás

A sejtbiológiai folyamatok egyik rejtélye, hogy kis
szubsztrátspecificitású enzimeket használó jel-
átviteli hálózatok hogyan építenek fel az organiz-
mus szintjén specifikusan mûködô jelpályákat.
Az utóbbi évek kutatásai alapján nyilvánvalóvá
vált, hogy fehérjekinázok ún. dokkoló kölcsönhatá-
sai, valamint vázfehérjék közremûködése kiemel-
kedôen fontos szerepet játszanak e jelpályák szelek-
tív mûködésében. Élesztôbôl származó mitogénak-
tivált protein kináz (MAP kináz, MAPK) enzimek
dokkoló és vázfehérjepeptidekkel alkotott komp-
lexein keresztül bemutatjuk, hogy ezek az újszerû,
aktív helytôl független fehérje–fehérje kölcsön-
hatási mechanizmusok miként hoznak létre nagy
specificitású jelátviteli hálózatokat. Érdekes módon
humán és élesztô eredetû MAPK-modulok szerve-
zôdése nagymértékû hasonlóságot mutat: az itt
bemutatott mechanizmusok kiterjeszthetôk a gyó-
gyászati szempontból fontos humán enzimeken
alapuló jelpályákra is.
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Summary

It is an intriguing problem in cell biology how one
can make up highly specific signaling networks
by using promiscuous components. Recently, it
has been discovered that protein kinases use
docking interactions and scaffold proteins to
build up selective routes for intracellular signal
flow. We have determined the structure of several
protein-peptide complexes in which a yeast mito-
gen-activated protein kinase (MAPK) is bound to
docking peptides or to a fragment of a classical
scaffold protein. These structures demonstrate
how these interactions are used to achieve selec-
tivity without the involvement of promiscuous
kinase active sites. The organization of MAPK
modules is conserved from yeast to human: the
described novel protein–protein interactions can
also be extended to human MAPKs. One day
these studies might serve as the foundation for a
more selective approach to modulate MAPK
activity in signaling related diseases.

Jelátviteli folyamatokban általános jelenség, hogy a
milliónyi környezeti inger sejten belüli feldolgo-
zásában a jelátviteli fehérjéknek csupán egy
meglepôen kisszámú csoportja vesz részt. A fehér-
jék aktivitását reverzíbilis foszforiláció révén sza-
bályozó fehérjekinázok és -foszfatázok például egy-
szerre több jelpálya köztes enzimei is lehetnek.
Ennek a problémának a szemléltetésére remek pél-
da a MAP kinázok (MAPK) csoportja [1]. Számuk
eukarióta organizmusokban meglepôen kicsi, bár 
a sejten belüli folyamatok szabályozásában szere-
pük sokrétû (pl. a Saccharomyces cerevisiae élesztô-

fajban 5, míg az emberben <15 MAPK fordul elô). 
A MAP kinázok a szerin-treonin kinázok csoportjá-
ba tartoznak, foszforiláció révén aktiválódnak, míg
ôk maguk szubsztrátfehérjéknek változatos palet-
táját foszforilálják. Utóbbiak mind tartalmaznak
MAPK foszforilációs motívumot (az ún. S/TP he-
lyet), mely a szubsztrátnak a kináz aktív helyéhez
való kötôdéséhez szükséges, és egyben a foszforilá-
landó szerin vagy treonin aminosavat is tartalmaz-
za. Érdekes módon ezek a szubsztrátspecificitásuk-
ban meglehetôsen „liberális” enzimek a sejtben élet
és halál urai: olyan alapvetôen eltérô folyamatok



regulátorai, mint például a sejtproliferáció vagy a
sejthalál [2]. A jelterjedés hûségének fontosságát
szem elôtt tartva az alábbi kérdés vetôdik fel: ho-
gyan lehetnek az ilyen széles szubsztrátspektrumú
fehérjekinázok jelátviteli pályák kulcsenzimei?

Napjainkban elterjedt nézet, hogy a protein kiná-
zok szubsztrátspecificitását általában az aktív
helyet határoló aminosavak befolyásolják. Ez azon-
ban a MAP kinázok estében nyilvánvalóan más-
képp van, hiszen egy, a foszforilálandó aminosavat
követô prolin aminosav mint konszenzusszekven-
cia nem elégséges követelmény a csoport egyes 
tagjai – például az emlôs eredetû ERK, JNK vagy
p38 MAP kinázok – szubsztrátspecificitásának
jellemzésére. Az utóbbi évek kutatásai alapján nyil-
vánvalóvá vált, hogy sok fehérjekináz az aktív
helytôl független mechanizmusokon keresztül vá-
lasztja ki célfehérjéit; nevezetesen ún. dokkoló vagy
vázfehérjékkel történô asszociációk révén (1. ábra)
[3–5]. A dokkoló kölcsönhatások olyan bináris fe-
hérje–fehérje kölcsönhatások, melyek a tranziens
természetû enzim/szubsztrát-kötôdésen felül, attól
eltérô módon segítik elô a kináz és a partnere kö-
zötti interakciót. Eredetileg ilyen kölcsönhatásokat

a kináz–szubsztrát párokra írtak le, ahol az enzim-
reakció KM értékének erôsítése révén a szubsztrát
foszforilációját teszik hatékonyabbá [6]. Ma már dok-
koló kölcsönhatások egyéb MAPK-partnerekre is
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2. ábra Élesztô és humán eredetû MAPK modulok. A MAP kinázok aktivitása egy háromszintû kinázkaszkádon keresztül szabályo-
zott. Ezek az ún. MAPK modulok sokféle jelpálya változatos bemenet–kimenet összefüggéseinek kapcsolóállomásai. Felépítésük nagy-
mértékû hasonlóságot mutat élesztôtôl az emberig. Sok esetben MAPK-modulok kinázkomponenseit (MAPK kináz kináz: MAPKKK;
MAPK kináz: MAPKK; valamint MAPK) vázfehérjék szervezik komplexekbe (pl. Ste5). Vannak olyan modulok is, melyek vázfehér-
jék nélkül mûködnek (pl. a filamentképzô pálya esetében), vagy melyekben az egyik kináz maga tölti be a vázfehérje szerepét (pl. Pbs2).
Ste5-szerû, analóg funkciót betöltô humán vázfehérjék szintén elterjedtek.
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1. ábra Fehérjekinázok kölcsönhatási mechanizmusai. A leg-
egyszerûbb esetben a foszforilálandó aminosav körüli régió kö-
tôdik a kináz aktív helyéhez, és ennek a régiónak a térbeli szer-
kezete határozza meg a szubsztrátspecificitást. Dokkoló köl-
csönhatások esetében a kináznak egy, az aktív helytôl külön-
álló felszíne (az ún. dokkoló hasadék) és a szubsztrátfehérjébôl
származó peptidrégió (ún. dokkoló peptid) biztosítja a kináz/
szubsztrátfehérje közötti kötôdés szelektivitását. Több esetben
azonban a szubsztrátfehérje és az azt foszforiláló kináz csak egy
harmadik fehérje (ún. vázfehérje) közremûködése révén lépnek
interakcióba. Ebben az esetben a kináz–szubsztrátfehérje pár
specificitása a vázfehérjével alkotott kölcsönhatásokban rejlik.



ismertek (például egy másik
kinázaktivátorhoz, egy de-
aktiváló foszfatázhoz vagy
akár vázfehérjékhez való kö-
tôdés esetében). A vázfehér-
jék viszont változatos inter-
akciós doménjeik révén ké-
pesek több kinázkomponenst
egyidejûleg kötni. Munkánk-
ban a dokkoló kölcsönhatá-
sok és a vázfehérjék pontos
szerepét szeretnénk felderí-
teni biokémiai és szerkezeti
biológiai módszerekkel. Az
alábbiakban három jelpályán
keresztül néhány érdekes
példát kiemelve mutatjuk be
ezeket a kölcsönhatásokat. 
A konjugációt, filamentkép-
zôdést és az ozmoregulációt
S. cerevisae (továbbiakban csak élesztô) esetében
különbözô MAP kinázok (Fus3, Kss1 és Hog1) sza-
bályozzák (2. ábra). Bár ezek a pályák alapvetôen
különbözô sejtes folyamatokat szabályoznak, a be-
menet és kimenet közötti jelfeldolgozás több eset-
ben ugyanazon a fehérjekinázon keresztül valósul
meg [7,8]. Például a Ste11 MAPKKK mindhárom
pálya esetében közös, míg a konjugációs és fila-
mentképzô pálya megfelelô MAP kinázának aktivá-
lása mindkét esetben a Ste7 MAPKK által történik.
Ennek a tanulmánynak a keretében a Fus3 és Kss1
MAPK pályák eltérô aktivációja mögötti moleku-
láris folyamatokat fogjuk ismertetni.

Dokkoló kölcsönhatások 
és szelektív fehérjehálózatok
Mivel a MAP kinázok központi jelátviteli enzimek,
kölcsönhatásaik más fehérjepartnerekkel szükség-
szerûen sokrétûek. Aktivitásuk a velük kölcsönha-
tásba lépô egyéb kinázok és foszfatázok közre-
mûködésével változik, míg információfeldolgozás
szempontjából egyfajta kimenetként szubsztrátfe-
hérjék (pl. transzkripciós faktoroknak, a citoszkele-
ton, transzport vagy éppen a sejtciklus fontos fe-
hérjéinek) foszforilációját idézik elô (3. ábra). Leg-
elôször azt vizsgáltuk, hogy a Fus3 MAPK hogyan
kötôdik a konjugációs pálya aktivitásában kulcs-
fontosságú szerepet játszó egyéb fehérjékkel. A Ste7
MAPKK a-típusú élesztôsejtekben a Fus3 enzimet

aktiválja egy α-típusú konjugációs partner (vagy α-
faktor) jelenlétében, az Msg5 foszfatáz a jelpálya
alapállapotba való visszatérésében fontos az inger
megszûnte után, a Far1 nevû citoplazmás fehérje
foszforilációja pedig a sejtciklus átmeneti felfüg-
gesztését eredményezi. Kísérleteinkben azt talál-
tuk, hogy mind a három eltérô funkciójú MAPK-
partner egy rövid peptidszekvencián keresztül lép
kölcsönhatásba Fus3 enzimmel. Ezek közös voná-
sa, hogy egy (R/K)1-2X4-6LXL konszenzusmotívumot
tartalmaznak, ahol egy vagy két, pozitív töltésû ami-
nosavat és egy hidrofób szakaszt változatos szek-
venciájú köztes régió választ el. Érdekes módon
ezek a rövid peptidmotívumok az élesztô MAPK-
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4. ábra  (lásd a címlapon) A Fus3 MAPK dokkoló kölcsön-
hatásainak szerkezeti analízise. A Fus3 enzim interakciós part-
nerei egy rövid, ~10-15 aminosavat tartalmazó peptidmotívu-
mon keresztül kötôdnek a dokkoló hasadékba. Az itt kialakuló,
az aktív helytôl független, fehérje–fehérje kölcsönhatások fontos
szerepet játszanak jelátviteli hálózatok felépítésében. A jobb ol-
dalon a Fus3/pepSte7 komplex kristályszerkezete, míg a bal
oldalon felül a dokkoló hasadék nagyítva látható. (A felület az
elektrosztatikus potenciáljának megfelelôen színezett). Ezeken
az ábrákon jól megfigyelhetô a dokkoló peptid konszenzusa,
(R/K)1-2X4-6LXL és a dokkoló hasadék szerkezete közötti komp-
lementaritás. Az alsó panel a Fus3 MAPK dokkoló hasadéká-
ba kötôdô három különbözô interakciós partnerbôl származó
dokkoló peptidek konformációját szemlélteti (Ste7, kék; Msg5,
bíbor; Far1, zöld). A Far1 peptidben jelen lévô, a Fus3 és Kss1
MAPK közötti specificitásért felelôs prolin aminosavak pirosra
vannak színezve. A Fus3 aktív helyét * jelzi.

MAP KINÁZ PÁLYÁK SZELEKTIVITÁSA

3. ábra Dokkoló kölcsönhatások szelektivitása az élesztô MAPK jelpályáira. A MAPK inter-
akciós partnerei általában tartalmaznak egy rövid (kb. 10-15 aminosavnyi) hosszúságú pep-
tidszakaszt, mely a kináz dokkoló hasadékába kötôdik. A fenti fehérje–fehérje interakció detek-
tálására alkalmas kísérlet bizonyítja, hogy a Fus3 MAPK három interakciós partnerébôl
(Ste7, Msg5 és Far1) származó rövid peptidmotívumok szelektív módon képesek bináris asz-
szociációkat létrehozni. (A peptideket GST-fúziós fehérjékként állítottuk elô, gyantához kötöt-
tük, és a három MAPK – Fus3, Kss1 és Hog1 – kölcsönhatásait SDS-PAGE segítségé-
vel követtük nyomon.)



hálózat logikájának megfelelôen lépnek interakció-
ba a három, már korábban ismertetett enzimmel
(Fus3, Kss1 és Hog1). Ste7 és Msg5 fehérjék Fus3-
és Kss1-aktivitását szabályozzák, és ennek megfele-
lôen a belôlük származó peptidek (Ste7_pep és
Msg5_pep) egyaránt kötik mindkét MAPK enzi-
met, míg a konjugációs pályára specifikus Far1
fehérjébôl származó peptid (Far1_pep) szelektív
módon kötôdik csak Fus3 enzimhez. A továbbiakban
meghatároztuk a Fus3 MAPK kristályszerkezetét a
fenti peptidekkel komplexet alkotva (4. ábra) [9]. 

A szerkezeti biokémiai munka a dokkoló hasadék
és a dokkoló peptid komplementaritásán túl szin-
tén fényt derített a Far1 peptid szelektivitásának
hátterére. A peptidszekvencia a köztes régióban két
prolin aminosavat tartalmaz, és ezek jelenléte egy
poliprolin II típusú hélixet generál, ami összefér-
hetetlen a Kss1 dokkoló hasadékával. Ste7 és Msg5
peptid köztes régiója viszont β-kanyar konformá-
ciót alkot, amely lehetôvé teszi mindkét MAPK
enzimmel való interakciót.

A Ste5 vázfehérje és a jelpálya-aktivitás 
modulációja
Már több mint egy évtizede, hogy az elsô vázfehér-
jét (Ste5) felfedezték [10]. Ennek az érdekes fehér-
jecsoportnak a pontos funkciója azonban még min-
dig nem teljesen ismert. Sokáig tartotta magát az a
nézet, hogy vázfehérjék csupán passzív módon se-
gítik a fehérjekinázok közötti információáramlást.
Mivel ezek a fehérjék a MAPK modul több kompo-
nensének kötésére alkalmas domént tartalmaznak,
így az egymást aktiváló fehérjekinázok lokális kon-
centrációját növelve segítik a jelterjedést. Nemrég
azonban sikerült bizonyítani, hogy vázfehérjék en-
nél sokkal érdekesebb módon is képesek jelpályák
aktivitását modulálni. Ennek a munkának a kereté-
ben elôször arra voltunk kíváncsiak, hogy a Ste5 fe-
hérje melyik része kötôdik a Fus3 MAPK enzim-
hez. In vitro fehérje–fehérje interakció detektálásán
alapuló kísérletekben azt találtuk, hogy egy kb. 30
aminosav hosszúságú Ste5 peptid (pepSte5) nagy
affinitással képes Fus3 enzimet kötni [11]. Érdekes
módon a peptid alloszterikus módon aktiválja a
Fus3 enzimet in vitro (5. ábra). A Fus3/pepSte5
komplex kristályszerkezete fényt derített ennek a
szokatlan jelenségnek a molekuláris mechanizmu-
sára is. A pepSte5 a kináz mindkét lebenyéhez egy-
idejûleg kötôdik, s valószínûleg a két lebeny közöt-

ti dinamikus mozgásokat módosítja oly módon,
hogy az a MAPK autoaktivációját eredményezi. 
A Fus3/pepSte5 kristályszerkezet birtokában lehe-
tôvé vált ennek a vázfehérje által generált allosz-
terikus jelenségnek az in vivo vizsgálata. A Ste5 gén-
jének megváltoztatása révén olyan élesztôtörzseket
állítottunk elô, amelyek a pepSte5 régióba bevitt
mutációk révén megszüntetik a Fus3/ pepSte5 in-
terakciót, így ezekben a törzsekben a Ste5 által köz-
vetített alloszterikus aktiváció hiányzik. Meglepô
módon α-faktor stimulációja után mégis lényege-
sen nagyobb konjugációs pályaaktivitást mértünk.
További kísérletekkel bebizonyítottuk, hogy a Ste5
vázfehérje által közvetített alloszterikus MAPK-
aktiváció egy, a konjugációs pályán belüli negatív
visszacsatolás (feedback) generálásában fontos. 
Ez a pályaaktivitást negatív módon befolyásolja, s
megszüntetése a mutáns törzsekben végsô soron a
teljes pályaaktivitás növekedését eredményezte.
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5. ábra  A Ste5 vázfehérje összetett szerepe a Fus3 enzim akti-
vitásának szabályozásában. A Ste5 – a Ste11 MAPKKK-kötô
régión kívül – két jól elkülöníthetô funkcióval rendelkezô kináz-
interakciós domént is tartalmaz: ezek a pepSte5 (jobbra) és a
Ste5_MS (balra). A pepSte5 alloszterikus módon növeli a Fus3
autoaktivitását, ami azonban a jelpálya aktivitását negatívan
befolyásolja in vivo (-) (lásd a szövegben). Ugyanakkor az
intakt Ste5_MS domén szükséges Ste7 általi hatékony Fus3
foszforilációhoz, ez a domén tehát a jelpálya aktivitását növeli
(+). (Az ábra alsó panelje Fus3 foszforiláció nyomon köve-
tésére alkalmas P32 autoradiogramokat mutat. Ezekben az in
vitro kináztesztekben tisztított rekombináns fehérjekompo-
nenseket kevertünk össze, majd a MAPK foszforilációját idôben
követtük nyomon. Az egyes fehérjék 1 µ M koncentrációban
voltak jelen. A Ste7EE a MAPKK egy konstitutívan aktív for-
mája, amely a Ste11 foszforilációjától függetlenül is aktív.)



MAPKK→MAPK információátvitel:
dokkoló kölcsönhatások és vázfehérjék
együtt
Legutóbbi munkánk a Ste5 fehérje MAPKK→
MAPK információátvitelben játszott szerepének
felderítésére irányul. Ez az a terület, ahol a dokkoló
és vázfehérjék által közvetített fehérje–fehérje köl-
csönhatások jelentôsége a pályák szelektív jelter-
jedésében talán a legjobban szemléltethetô. Már ko-
rábban említettük, hogy a filamentképzô és a kon-
jugációs MAPK pálya ugyanazt a MAPKK en-
zimet (Ste7) tartalmazza. Kísérletekkel bizonyítha-
tó, hogy Ste7-aktiváció után a filamentképzô
MAPK (Kss1) foszforilálása csupán intakt dokkoló
kölcsönhatást igényel, és vázfehérje jelenlétére
nincs szükség. Ez élesen különbözik a konjugációs
MAPK (Fus3) példájától: a Fus3 foszforilálásához
intakt dokkoló kölcsönhatás a Ste7 enzimhez nem
elégséges, de szükséges feltétel. A Ste7→Fus3 infor-
mációátvitel Ste5 jelenlétét is igényli. Ez genetikai
alapú in vivo kísérleteken kívül szintén bemutatha-
tó tisztított, rekombináns komponensekkel is in vit-
ro. Nemrégiben egy in vitro MAPK-aktivitás detek-
tálásán alapuló módszer segítségével megállapítot-
tuk, hogy a Ste7→Fus3 foszforiláció közvetítéséhez
szükséges Ste5 domén egy csupán ~200 aminosavat
tartalmazó strukturális elem (Ste5_MS: Ste5_Mini-
Scaffold) (5. ábra). Ennek a doménnek a szerkezetét
szintén meghatároztuk, és további kísérletek során
azt találtuk, hogy a Ste5_MS egyaránt képes Ste7 és
Fus3 fehérjékhez is kötôdni. A Ste7/Fus3/Ste5_MS
tehát egy olyan fehérjekomplex, amelyben dokkoló
és vázfehérje kölcsönhatások egymással együttmû-
ködve hoznak létre egy produktív MAPKK/
MAPK enzim/szubsztrát komplexet. Jelenleg en-
nek az izgalmas, hárommolekulás komplexnek a
biokémiai és szerkezeti analízisét végezzük.
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The Federation of European Biochemical Societies (FEBS), one of the largest organizations in European life sciences, 
seeks to promote, encourage and support biochemistry, molecular cell biology and molecular biophysics throughout Europe
in a variety of different ways. In this mission, FEBS announces a Call for Applications for
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These FEBS National Lectures are intended as Plenary Lectures that significantly enhance the quality of a scientific 
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Deadline for applications: October 1, 2007

Read more about the lectures in the Guidelines at http://www.febs.org/index.php.
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