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Osszefoglalas

A sejtbiolégiai folyamatok egyik rejtélye, hogy kis
szubsztratspecificitdsi enzimeket haszndld jel-
atviteli halézatok hogyan épitenek fel az organiz-
mus szintjén specifikusan miikod§ jelpalyédkat.
Az utoébbi évek kutatdsai alapjan nyilvanval6va
valt, hogy fehérjekinazok tn. dokkol6 kélcsonhaté-
sai, valamint vazfehérjék kozremiikddése kiemel-
ked&en fontos szerepet jatszanak e jelpalyak szelek-
tiv mtikodésében. Elesztobdl szarmazé mitogénak-
tivalt protein kinaz (MAP kindz, MAPK) enzimek
dokkolé és vazfehérjepeptidekkel alkotott komp-
lexein keresztiil bemutatjuk, hogy ezek az djszerti,
aktiv helytdl fiiggetlen fehérje—fehérje kolcson-
hatdsi mechanizmusok miként hoznak létre nagy
specificitasu jelatviteli halzatokat. Erdekes médon
human és élesztS eredetd MAPK-modulok szerve-
z6dése nagymértékii hasonlésagot mutat: az itt
bemutatott mechanizmusok kiterjesztheték a gyo-
gyaszati szempontb6l fontos humén enzimeken

alapulé jelpalyékra 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.

Jelatviteli folyamatokban altalanos jelenség, hogy a
milliényi kérnyezeti inger sejten beliili feldolgo-
zésdban a jelatviteli fehérjéknek csupan egy
meglepGen kisszdmu csoportja vesz részt. A fehér-
jék aktivitasat reverzibilis foszforildcié révén sza-
balyoz6 fehérjekindzok és -foszfatazok példaul egy-
szerre tobb jelpdlya koztes enzimei is lehetnek.
Ennek a problémanak a szemléltetésére remek pél-
da a MAP kindzok (MAPK) csoportja [1]. Szdmuk
eukariéta organizmusokban meglepSen kicsi, bar
a sejten beliili folyamatok szabalyozasdban szere-
piik sokrétd (pl. a Saccharomyces cerevisiae éleszts-
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fajpan 5, mig az emberben <15 MAPK fordul el6).
A MAP kinazok a szerin-treonin kindzok csoportja-
ba tartoznak, foszforilaci6 révén aktivdlédnak, mig
6k maguk szubsztratfehérjéknek valtozatos palet-
tajat foszforildljak. Utébbiak mind tartalmaznak
MAPK foszforilaciés motivumot (az tn. S/TP he-
lyet), mely a szubsztratnak a kindz aktiv helyéhez
val6 kotGdéséhez sziikséges, és egyben a foszforila-
land¢ szerin vagy treonin aminosavat is tartalmaz-
za. Erdekes médon ezek a szubsztrétspecificitasuk-
ban meglehetdsen , liberalis” enzimek a sejtben élet
és haldl urai: olyan alapvetSen eltér§ folyamatok
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reguldtorai, mint példaul a sejtproliferacié vagy a
sejthaldl [2]. A jelterjedés hiiségének fontossagat
szem elGtt tartva az alabbi kérdés vetSdik fel: ho-
gyan lehetnek az ilyen széles szubsztratspektrumu
fehérjekindzok jelatviteli palydk kulcsenzimei?

Napjainkban elterjedt nézet, hogy a protein kina-
zok szubsztratspecificitdsat altaldban az aktiv
helyet hatarol6 aminosavak befolyésoljak. Ez azon-
ban a MAP kindzok estében nyilvanvaléan mas-
képp van, hiszen egy, a foszforildland6é aminosavat
kovetd prolin aminosav mint konszenzusszekven-
cia nem elégséges kovetelmény a csoport egyes
tagjai — példaul az eml&s eredetti ERK, INK vagy
p38 MAP kindzok - szubsztratspecificitasanak
jellemzésére. Az utébbi évek kutatasai alapjan nyil-
vanvalova valt, hogy sok fehérjekindz az aktiv
helytdl fliggetlen mechanizmusokon keresztiil va-
lasztja ki célfehérjéit; nevezetesen tin. dokkold vagy
vazfehérjékkel torténd asszocidcidk révén (1. dbra)
[3-5]. A dokkol6é kolcsonhatasok olyan binaris fe-
hérje—fehérje kolcsonhatasok, melyek a tranziens
természetii enzim/szubsztrat-kotGdésen feliil, attol
eltéré moédon segitik elS a kindz és a partnere ko-
z0tti interakciét. Eredetileg ilyen kolcsonhatasokat

a kindz-szubsztrat parokra irtak le, ahol az enzim-
reakcié K,, értékének erlsitése révén a szubsztrat
foszforilacigjat teszik hatékonyabba [6]. Ma mar dok-
kol6 kolecsonhatdsok egyéb MAPK-partnerekre is
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1. abra Fehérjekindzok kolcsonhatdsi mechanizmusai. A leg-
eqyszeriibb esetben a foszforildlandé aminosav koriili ¥égié ko-
todik a kindz aktiv helyéhez, és ennek a régionak a térbeli szer-
kezete hatdrozza meg a szubsztrdtspecificitdst. Dokkolo kol-
csonhatdsok esetében a kindznak eQy, az aktiv helytdl kiilon-
dllo felszine (az 1in. dokkold hasadék) és a szubsztritfehérjébol
szdrmazo peptidrégio (iin. dokkolé peptid) biztositja a kindz/
szubsztritfehérje kozotti kotddés szelektivitdsit. Tobb esetben
azonban a szubsztritfehérje és az azt foszforildld kindz csak egy
harmadik fehérje (iin. vizfehérje) kozremitkodése révén lépnek
interakcioba. Ebben az esetben a kindz—szubsztritfehérje par
specificitdsa a vdzfehérjével alkotott kolcsonhatdsokban rejlik.
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2. dbra Elesztd és humdin eredetii MAPK modulok. A MAP kindzok aktivitdsa egy hdromszintii kindzkaszkidon keresztiil szabdlyo-
zott. Ezek az 1in. MAPK modulok sokféle jelpdlya viltozatos bemenet—kimenet Osszefiiggéseinek kapcsolodllomdsai. Felépitésiik nagy-

mértékii hasonlosigot mutat élesztotdl az emberig. Sok esetben

MAPK-modulok kindzkomponenseit (MAPK kindz kindz: MAPKKK;

MAPK kindz: MAPKK; valamint MAPK) vdzfehérjék szervezik komplexekbe (pl. Ste5). Vannak olyan modulok is, melyek vizfehér-
jék nélkiil mitkodnek (pl. a filamentképz pilya esetében), vagy melyekben az egyik kindz maga tolti be a vizfehérje szerepét (pl. Pbs2).

Ste5-szerii, analog funkciot betoltd humdn vizfehérjék szintén elterjedtek.
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BEMENET
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szerepét szeretnénk felderi-
teni biokémiai és szerkezeti
biol6égiai moédszerekkel. Az
aldbbiakban harom jelpalyan
keresztiil néhany érdekes
példat kiemelve mutatjuk be
ezeket a kolcsonhatdsokat.
A konjugdciot, filamentkép-
zG3dést és az ozmoregulaciot
S. cerevisae (tovabbiakban csak éleszt§) esetében
kiilénb6z6 MAP kinazok (Fus3, Kss1 és Hogl) sza-
balyozzak (2. dbra). Bar ezek a palyak alapvetSen
kiilénboz§ sejtes folyamatokat szabélyoznak, a be-
menet és kimenet kozotti jelfeldolgozas tobb eset-
ben ugyanazon a fehérjekindzon keresztiil val6sul
meg [7,8]. Példaul a Stell MAPKKK mindharom
palya esetében kozos, mig a konjugacios és fila-
mentképzé palya megfelel6 MAP kindzanak aktiva-
lasa mindkét esetben a Ste7 MAPKK 4ltal torténik.
Ennek a tanulmanynak a keretében a Fus3 és Kssl
MAPK palydk eltéré aktivacidja mogotti moleku-
laris folyamatokat fogjuk ismertetni.

vel kdvettiik nyomon.)

Dokkolé kolesonhatasok
és szelektiv fehérjehal6zatok

Mivel a MAP kinazok kdzponti jelatviteli enzimek,
kolesonhatéasaik mas fehérjepartnerekkel sziikség-
szertien sokréttiek. Aktivitdsuk a veliik kdlcsonha-
tasba 1épS egyéb kindzok és foszfatdzok kozre-
mikodésével véltozik, mig informaciéfeldolgozas
szempontjabol egyfajta kimenetként szubsztratfe-
hérjék (pl. transzkripcids faktoroknak, a citoszkele-
ton, transzport vagy éppen a sejtciklus fontos fe-
hérjéinek) foszforilacidjat idézik elS (3. dbra). Leg-
el6szor azt vizsgaltuk, hogy a Fus3 MAPK hogyan
kotédik a konjugacios palya aktivitdsaban kulcs-
fontossagu szerepet jatszo egyéb fehérjékkel. A Ste7
MAPKK a-tipust élesztésejtekben a Fus3 enzimet
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3. dbra Dokkolo kolcsonhatisok szelektivitdsa az élesztd MAPK jelpdlydira. A MAPK inter-
akcids partnerei dltaldban tartalmaznak eqy rovid (kb. 10-15 aminosavnyi) hossziisdgil pep-
tidszakaszt, mely a kindz dokkolé hasadékdba kotddik. A fenti fehérje—fehérje interakcio detek-
tdldsdra alkalmas kisérlet bizonyitja, hogy a Fus3 MAPK hdrom interakcids partnerébdl
(Ste7, Msgb és Far1) szdrmazd rovid peptidmotivumok szelektiv médon képesek bindris asz-
szocidciokat létrehozni. (A peptideket GST-fiizids fehérjékként dllitottuk eld, gyantihoz kotot-
tiik, és a hdrom MAPK — Fus3, Kss1 és Hogl — kélcsonhatdsait SDS-PAGE segitségé-

aktivélja egy o-tipusu konjugacids partner (vagy o-
faktor) jelenlétében, az Msg5 foszfataz a jelpalya
alapallapotba valé visszatérésében fontos az inger
megsziinte utan, a Farl nevi citoplazmas fehérje
foszforilaci6ja pedig a sejtciklus atmeneti felfiig-
gesztését eredményezi. Kisérleteinkben azt talal-
tuk, hogy mind a harom eltéré funkciéja MAPK-
partner egy rovid peptidszekvencian keresztiil 1ép
kolcsonhatasba Fus3 enzimmel. Ezek k6zds vona-
sa, hogy egy (R/K),,X,,.LXL konszenzusmotivumot
tartalmaznak, ahol egy vagy két, pozitiv toltésii ami-
nosavat és egy hidroféb szakaszt valtozatos szek-
venciaju koztes régié valaszt el. Erdekes médon
ezek a rovid peptidmotivumok az éleszt6 MAPK-

4. abra (lasd a cimlapon) A Fus3 MAPK dokkol6 kolcson-
hatdsainak szerkezeti analizise. A Fus3 enzim interakcios part-
nerei egy rovid, ~10-15 aminosavat tartalmazo peptidmotivu-
mon keresztiil kotédnek a dokkolé hasadékba. Az itt kialakuld,
az aktiv helytdl fiiggetlen, fehérje—fehérje kolcsonhatdsok fontos
szerepet jatszanak jeldtviteli hilozatok felépitésében. A jobb ol-
dalon a Fus3/pepSte7 komplex kristilyszerkezete, mig a bal
oldalon feliil a dokkolé hasadék nagyitva lathato. (A feliilet az
elektrosztatikus potencidljanak megfelelden szinezett). Ezeken
az dbrikon jol megfigyelhetd a dokkold peptid konszenzusa,
(R/K)1,XsLXL és a dokkolé hasadék szerkezete kozotti komp-
lementaritds. Az als6 panel a Fus3 MAPK dokkolé hasadékd-
ba kotddd hdrom kiilonbozo interakcios partnerbdl szirmazo
dokkolé peptidek konformdcicjat szemlélteti (Ste7, kék; Msgb,
bibor; Farl, z6ld). A Farl peptidben jelen 1év6, a Fus3 és Kss1
MAPK kozotti specificitdsért felelds prolin aminosavak pirosra
vannak szinezve. A Fus3 aktiv helyét * jelzi.



REMENYI ATTILA

BIiOKEMIA, 31: 42—46 (2007)

halézat logikdjanak megfelelGen lépnek interakcié-
ba a harom, mar kordbban ismertetett enzimmel
(Fus3, Kss1 és Hogl). Ste7 és Msg5 fehérjék Fus3-
és Kssl-aktivitasat szabdlyozzdk, és ennek megfele-
16en a beldliikk szarmaz6 peptidek (Ste7_pep és
Msg5_pep) egyarant koétik mindkét MAPK enzi-
met, mig a konjugaciés palyara specifikus Farl
fehérjébdl szarmazéd peptid (Farl_pep) szelektiv
moédon kotédik csak Fus3 enzimhez. A tovédbbiakban
meghataroztuk a Fus3 MAPK kristalyszerkezetét a
fenti peptidekkel komplexet alkotva (4. dbra) [9].

A szerkezeti biokémiai munka a dokkol6 hasadék
és a dokkol6 peptid komplementaritdsan tdl szin-
tén fényt deritett a Farl peptid szelektivitdsanak
hatterére. A peptidszekvencia a koztes régioban két
prolin aminosavat tartalmaz, és ezek jelenléte egy
poliprolin II tipusd hélixet generdl, ami Osszefér-
hetetlen a Kss1 dokkol6 hasadékaval. Ste7 és Msg5
peptid koztes régidja viszont B-kanyar konforma-
ciét alkot, amely lehet6vé teszi mindkét MAPK
enzimmel val¢ interakciét.

A Ste5 vazfehérje és a jelpalya-aktivitas
modulaciéja

Mar tobb mint egy évtizede, hogy az els6 vazfehér-
jét (Sted) felfedezték [10]. Ennek az érdekes fehér-
jecsoportnak a pontos funkcidja azonban még min-
dig nem teljesen ismert. Sokdig tartotta magat az a
nézet, hogy vazfehérjék csupan passziv médon se-
gitik a fehérjekinazok kozotti informaciéaramlast.
Mivel ezek a fehérjék a MAPK modul tobb kompo-
nensének kotésére alkalmas domént tartalmaznak,
igy az egymast aktivalo fehérjekinazok lokalis kon-
centricidjat novelve segitik a jelterjedést. Nemrég
azonban sikeriilt bizonyitani, hogy véazfehérjék en-
nél sokkal érdekesebb médon is képesek jelpalyak
aktivitasat moduldlni. Ennek a munkanak a kereté-
ben elészor arra voltunk kivéncsiak, hogy a Steb fe-
hérje melyik része kotédik a Fus3 MAPK enzim-
hez. In vitro fehérje-fehérje interakcié detektalasan
alapul6 kisérletekben azt talaltuk, hogy egy kb. 30
aminosav hosszuisagu Steb peptid (pepSteb) nagy
affinitéssal képes Fus3 enzimet kotni [11]. Erdekes
moédon a peptid alloszterikus médon aktivalja a
Fus3 enzimet in vitro (5. dbra). A Fus3/pepSte5
komplex kristalyszerkezete fényt deritett ennek a
szokatlan jelenségnek a molekuldris mechanizmu-
sara is. A pepSte5 a kindz mindkét lebenyéhez egy-
idejtleg kotddik, s valészintileg a két lebeny kozot-
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5. abra A Steb vdzfehérje Osszetett szerepe a Fus3 enzim akti-
vitdsanak szabilyozdsiban. A Ste5 — a Stell MAPKKK-kotd
région kiviil — két jol elkiilonithetd funkcioval rendelkezd kindz-
interakcios domént is tartalmaz: ezek a pepSte5 (jobbra) és a
Ste5_MS (balra). A pepSteb alloszterikus modon noveli a Fus3
autoaktivitdsit, ami azonban a jelpdlya aktivitdsit negativan
befolydsolja in vivo (-) (ldsd a szovegben). Ugyanakkor az
intakt Ste5_MS domén sziikséges Ste7 dltali hatékony Fus3
foszforildcichoz, ez a domén tehit a jelpdlya aktivitdsit noveli
(+). (Az dbra als6 panelje Fus3 foszforilicié nyomon kove-
tésére alkalmas P32 autoradiogramokat mutat. Ezekben az in
vitro kindztesztekben tisztitott rekombindns fehérjekompo-
nenseket kevertiink dssze, majd a MAPK foszforildciéjit id6ben
kovettiik nyomon. Az egyes fehérjék 1 uM koncentrdcioban
voltak jelen. A Ste7EE a MAPKK egy konstitutivan aktiv for-
mdja, amely a Stell foszforildciojiatol fiiggetleniil is aktiv.)

ti dinamikus mozgésokat médositja oly moddon,
hogy az a MAPK autoaktivaciéjat eredményezi.
A Fus3/pepSte5 kristdlyszerkezet birtokdban lehe-
tévé valt ennek a vazfehérje altal generalt allosz-
terikus jelenségnek az in vivo vizsgélata. A Ste5 gén-
jének megvaltoztatdsa révén olyan élesztStorzseket
allitottunk elS, amelyek a pepSte5 régiéba bevitt
mutaciok révén megsziintetik a Fus3/ pepSte5 in-
terakciot, igy ezekben a torzsekben a Ste5 altal koz-
vetitett alloszterikus aktivacié hianyzik. Meglepd
moédon o-faktor stimuldciéja utdn mégis lényege-
sen nagyobb konjugaciés palyaaktivitadst mértiink.
Tovébbi kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy a Ste5
vazfehérje altal kozvetitett alloszterikus MAPK-
aktivaci6 egy, a konjugacids pélyan beliili negativ
visszacsatolds (feedback) generdldasdban fontos.
Ez a palyaaktivitast negativ médon befolyasolja, s
megsziintetése a mutans torzsekben végsd soron a
teljes pélyaaktivitds novekedését eredményezte.
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MAPKK—MAPK informdaciéatvitel:
dokkolé6 koélcsonhatasok és vazfehérjék
egyiitt

Legutébbi munkank a Ste5 fehérje MAPKK—
MAPK informacidatvitelben jatszott szerepének
felderitésére irdanyul. Ez az a teriilet, ahol a dokkol6
és vazfehérjék altal kozvetitett fehérje-fehérje kol-
csOnhatasok jelentSsége a palyak szelektiv jelter-
jedésében taldn a legjobban szemléltethetd. Mar ko-
rabban emlitettiik, hogy a filamentképzé és a kon-
jugacios MAPK palya ugyanazt a MAPKK en-
zimet (Ste7) tartalmazza. Kisérletekkel bizonyitha-
to6, hogy Ste7-aktivacié utdn a filamentképzd
MAPK (Kss1) foszforilalasa csupan intakt dokkold
kolcsonhatast igényel, és vazfehérje jelenlétére
nincs sziikség. Ez élesen kiilonbozik a konjugaciods
MAPK (Fus3) péld4jatol: a Fus3 foszforilalasahoz
intakt dokkol6 kolcsonhatés a Ste7 enzimhez nem
elégséges, de sziikséges feltétel. A Ste7—Fus3 infor-
macidatvitel Ste5 jelenlétét is igényli. Ez genetikai
alapt in vivo kisérleteken kiviil szintén bemutatha-
to tisztitott, rekombindns komponensekkel is in vit-
ro. Nemrégiben egy in vitro MAPK-aktivitas detek-
talasan alapulé médszer segitségével megallapitot-
tuk, hogy a Ste7—Fus3 foszforilaci6 kozvetitéséhez
sziikséges Ste5 domén egy csupan ~200 aminosavat
tartalmazo strukturélis elem (Ste5_MS: Ste5_Mini-
Scaffold) (5. dbra). Ennek a doménnek a szerkezetét
szintén meghataroztuk, és tovabbi kisérletek soran
azt talaltuk, hogy a Ste5_MS egyarant képes Ste7 és
Fus3 fehérjékhez is kotddni. A Ste7/Fus3/Ste5_MS
tehat egy olyan fehérjekomplex, amelyben dokkol6
és vazfehérje kolcsonhatasok egymassal egyiittmi-
kodve hoznak létre egy produktiv MAPKK/
MAPK enzim/szubsztrat komplexet. Jelenleg en-
nek az izgalmas, harommolekulds komplexnek a
biokémiai és szerkezeti analizisét végezziik.

Koszonetnyilvanitas

A szerz6 koszonetet mond Graf Laszl6 professzor-
nak kiilfoldi tanulményai ideje alatt nyujtott ki-
tart6 tdimogatasaért, dr. Nyitray Laszlonak a kéz-
irat elkészitésében nyujtott segitségéért, valamint
az ELTE Biokémiai Tanszék minden munkatarsa-
nak. Az itt bemutatott munka a Kalifornia Egyete-
men, San Franciscéban, dr. Wendell A. Lim labo-
ratériumdban késziilt. Posztdoktori munkdm so-
rén sok didkkal dolgoztam egyiitt; koziiliik kiilon
is szeretnék megemliteni néhanyat: Roby Bhatta-
charyya, Caleb Bashor, Matthew Good és Grace
Tang.
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FEBS National Lectures

Deadline for applications: October 1, 2007

’ 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

7 FEBS National Lectures are being established o commemorate the 40" anniversary of FEBS.
These FEBS National Lectures are intended as Plenary Lectures that significantly enhance the quality of a scientific
meeting, symposium or annual national scientific meeting of a Constituent Society.

Read more about the lectures in the Guidelines at http://www.febs.org/index.php.
If you have any queries, please contact the FEBS Congress Counsellor, Prof. Adam Szewczyk (E-mail: adam@nencki.gov.pl)
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