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Osszefoglalé

A mitogén-aktivalt protein kinazokat (MAPK) aktivald protein kinazok (MAPKAPK)
jelatviteli utvonalak fontos effektorai és egyben a sejtnévekedés, illetve
gyulladasos folyamatok szabalyzoi. A MAPKPAK-ok tagjai a szerkezet és funkcid
terén jol karakterizalt kalcium/kalmodulin-aktivalt kinazok (CaMK) csaladjanak, de
m(ikodésilik - foképpen aktivalddasuk - molekularis mechanizmusai mégis jorészt
feltdratlanok. Ennek oka, hogy a szerkezeti hasonldésagok ellenére a MAPKAPK-
ok eltér6 modon szabalyzddnak a tébbi CaMK-hoz képest. A cikk elsd felében
bemutatjuk, hogy az egyedi autoinhibitalt MAPKAPK allapot szlikséges feltétele
az aktivator MAP-kinaz kotddésének, amely ezaltal roppant specifikus jelatviteli
modulként tud m(kédni. Ezutan szerkezetileg és funkciondlisan jellemezzik a
kalciumion-koétd S100 fehérjék MAPKAP-kinazokhoz torténd kotodését, amely
ugyan nagymeértékben hasonlit a kalmodulin-CaMK kélcsdnhatasra, am mégis
ellentétes funkcionalis hatassal rendelkezik; a kindaz aktivacidja helyett annak
gatlasa kovetkezik be. Az eredményeink alapjan feldllitottunk egy Ujszer(
MAPKAPK aktivaciés modellt.

Bevezetés

A reverzibilis poszttranszlacios médositasok az egyik legfontosabb elemei a sejten
bellli jelatviteli folyamatoknak. Ezek kozll is kiemelkedik a fehérjefoszforilacio,
amelynek kdzvetitd enzimei a protein kinazok és foszfatazok. Az altalanos kinaz
aktivacio elso |épése az aktiv hely el6tt taldlhatd aktivacids hurok foszforilacidja
egy masik kindz altal. Ennek hatdsara az addig dinamikus, mozgékony aktivacios
hurok rendezddik, igy késdbb képes lesz megkotni a foszforildlandd motivumokat
(vagy az aktivacidos hurok rendezetlensége a foszforilacio révén nd, s igy
hozzaférhet6 valik az aktiv hely). A protein kinazokat 5-6 nagyobb csoportba lehet
sorolni, amelyeken belll taldlhatd tagok hasonld szabalyozé mechanizmusokkal
rendelkeznek. A kalcium/kalmodulin-aktivalt kindzok (CaMK) egy ilyen csoportja
az eukaridta protein kinazok csalddjanak. K6zos jellemzdjik a komplex aktivacios
mechanizmusuk, ami az egyedi C-terminalisuknak készénhet6: extenzidjuk egy

' Gégl Gergé a FEBS3+ portorozi konferencidajan elnyerte a legjobb poszternek jard dijat az S100
fehérjék komplexeit vizsgald munkajaért (a szerkesztbbizottsag megjegyzése).
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helikalis elemet alkotva visszakdtodik az aktivacidés hurok kdzelébe, blokkolva
mind a foszforildlandd szubsztrat, mind az ATP kotodését (1. abra) [1].

1. abra. A CaMK tipusu kinazok aktivalodiasa és az RSK1-ERK2 katalitikus komplex
kialakulasa. (A) Az inaktiv kalcium/kalmodulin-fiiggé kindazoknak (CaMK) a C-terminalisa
(pirossal szinezve) visszakétédik az aktiv hely kézelébe. Kalciumion szignal hatasara a CaM
képes hozzakétdédni az inhibitor régiot kéveté szakaszhoz, aminek kévetkeztében a kinaz
felszabadul a gatlas aldl. (B) A MAPKAPK-ok, igy az RSK1 is (zélddel szinezve) hasonlé gatlast
mutatnak az inaktiv szerkezetiik alapjan. A MAPK-kété dokkolé motivum ugyancsak az inhibitor
régiot kévetd rendezetlen régidban talalhaté, am a MAPK-kététt (ERK2 narancs szinnel szinezve)
heterodimer szerkezet alapjan lathatd, hogy a MAPK kétés nem szabaditja fel a gatlas alol a
MAPKAP-kinazokat.

Az intracellularis kalciumion szint megemelkedése hatasara a kalmodulin (CaM)
kotédik az inhibitor hélixet kovet6 szerkezet nélkili régiéhoz, s mechanikailag
lefejti a gatld hélixet a katalitikus doménrdl (1. abra) [1, 2]. A MAPK-aktivalt
protein kindzok (MAPKAPK) a CaMK csalad tagjai, azonban az aktivacidjuk nem
igényel CaM kotést [3]. Az elObb leirt inaktiv CaMK struktirdhoz képest az inaktiv
MAPKAPK szerkezetek annyiban térnek el, hogy az inhibitor hélix nemcsak
blokkolja az aktivacids hurkot, hanem annak kanonikus helyére kotédve kiloki
azt az aktiv helyrdl [4, 5]. (A katalitikusan aktiv allapot eléréséhez az aktivacids
kindzai a mitogén-aktivalt protein kindazok (MAPK), amelyek az inhibitor hélixet
kovetd rendezetlen régidohoz kdotddnek egy linearis motivumon keresztil [6, 7].
A foszfo-MAPK kotédése utan képes foszforilalni a MAPKAPK aktivacidés hurok
szubsztrat pozicidit [8]. Jelenleg a megannyi inaktiv szerkezet mellett egyetlen
aktiv MAPKAPK szerkezetet sem ismert.
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MAPKAPK aktivalédas a MAPK kotodés hatasara

A MAP-kinazok a roluk elnevezett jelatviteli uUtvonalakban taldlhatd kinaz
kaszkad aljan helyezkednek el és legfébb tulajdonsaguk, hogy specifikus
dokkolé motivumokon keresztil kotédnek aktivatoraikhoz és szubsztratjaikhoz
is. A dokkold motivum és a szubsztrat motivum térben el van valasztva, ami
jelen esetben azért Iényeges, mert a foszforilacids reakcidn tul a MAPK kdtdodése
tovabbi szerkezeti atrendez6déseket is okozhat, hasonléan, mint a CaM kdtodése
a CaMK-okhoz.

A MAPKAPK aktivaciojara alapvetfen kétféle szélsdséges modellt lehet elképzelni:
a MAPK kotés onmagaban felfejtheti az aktiv hely kézelébdl az inhibitor hélixet,
vagy a MAPKAPK aktivacios hurok csak foszforilalt allapotaban képes hatékonyan
aktivaldodasara, utdbbi pedig azt feltételezi, hogy ezen kinazoknal az inhibitor
hélix és az aktivaciés hurok az aktiv helyen kétféle szerkezetet vehet fel, s
ezek egyensulya inaktiv allapotban az inhibitor hélix, mig aktiv allapotban a
foszforilalt aktivacidos hurok irdnyaba tolédik el. Amennyiben az utobbi modell
felel meg jobban a valdsagnak, akkor ennek mechanisztikus megértése fontos
lehet a jovoben, példaul konformacid érzékeny inhibitorok tervezésében.

Hogy fényt deritsiink a MAPK kotés hatasara, Reményi Attila munkacsoportjaban
kristalyositottuk az ERK2-RSK1 MAPK-MAPKAPK komplexet (1. abra) [9]. A
meghatarozott szerkezetben az inhibitor hélix még mindig kotoétt allapotban
maradt és az ERK2 koto linearis motivum egy feszitett kdztes szakaszon keresztil
kapcsoldédott hozza. Meglepetésiinkre, noha a szerkezet meghatarozashoz
inaktiv ERK2-t hasznaltunk, egy masodlagos interakcids felszint talaltunk az
RSK1 szubsztrat motivumot tartalmazd aktivacios hurokja és az ERK2 aktiv
helye kozo6tt, ami igazolja, hogy egy Kkatalitikusan kompetens allapotban
kristalyosodott ki a komplex. A szerkezetben igy tisztan latszik, hogy a MAPK
kotédése 6nmagaban nem képes felnyitni a MAPKAPK aktiv helyét, s6t az inhibitor
hélix gatolt allapota sziikséges feltétel ahhoz, hogy a MAPK foszforilalni tudja a
MAPKAPK aktivacios hurkot. Ez alapjan kizarhato a korabban feltételezett MAPK
kotodés altali aktivaciés modell [4].

MAPKAP aktivalodas CaMK/CaM-szeri(i S100 kotés hatasara

Kutatasaink e szakaszaban irtak le eldszor, hogy melandma sejtekben tultermelt
S100B gatolta az RSK1 ERK2 altali foszforilacidjat, feltételezhetden gatolva a
sejtosztddasért felelés ERK Utvonal egyes tumor szupresszor funkcidit [10].
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Az S100B a CaM eredet(i S100 fehérjecsalad tagja, am a CaM-nal ellentétben
ezek a fehérjék homodimer szerkezetliek és a korai gerincesekben jelentek meg
el6szor [11]. Fizioldgias funkcidjuk kevéssé feltart, de patoldgias szerepliket
intenziven kutatjak, amit jol mutat az a tény, hogy az S100B-t mar jo ideje
prognosztikus melandma markerként hasznaljak, bar a hatdsmechanizmusa
egyelOre ismeretlen [12]. A CaM-hoz hasonldéan kalciumion szignal hatasara
konformacids atrendezodés torténik bennik, aminek hatasara hozzaférhetbvé
valik (dimer természetiiknél fogva) két szimmetrikus kotézsebik [13].

A 1. kristalyszerkezet 2. kristalyszerkezet 3. kristalyszerkezet
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2. abra. Az RSK1-S100B komplex szerkezeti leirasa. (A) 3 megoldott fiiggetien
kristalyszerkezetben haromféle konformacioban talaltuk az S100B (sziirke) kotott RSK1
C-terminalis peptidet (piros). A feltiintetett differencia elektrons(iriiség a peptid beépitése
elétti allapotot mutatja. (B) Ugyanennek a komplexnek oldatbeli kissz6gli réntgenszorasbol
rekonstrualt szerkezete.

Kezdeti hipotézisiink az volt, hogy az S100B a CaM-hoz hasonl6 moddon
képes kotddni, majd aktivalni az el6zdleg foszforilalt RSK1-et. Ez a modell a
kisérletes megfigyelésekkel is 6sszhangban volt: mivel az ERK2-vel versengve
S100B tultermelddéskor RSK1 inhibiciot varunk [10]. A minimalis kdtOmotivum
azonositasa soran az ERK2-vel valé kompeticiot kisérletesen is bizonyitottuk:
az S100B kozvetlenll a C-terminalis régidohoz kétédik, ami magaban foglalja a
MAPK-ko6t6 linearis motivumon kivil az inhibitor hélixet is. A komplexrdl tébb
hatarszerkezetben sikerllt kristalyszerkezetet meghatarozni, illetve NMR és
kisszogl rontgenszéras segitségével az oldatbeli szerkezetébe is bepillantast
nyertiink (2. abra) [14]. Az eredményeink azt mutatjak, hogy az S100B egy
.fuzzy” (bolyhos) komplexet képez, ahol a szimmetrikus S100 koétdézsebek két
ponton fogjak meg az RSK1 kotdrégidjat: az inhibitor hélix elejénél és a MAPK
dokkolé motivum végénél (2. abra) [14, 15].

Megfigyeléseinkbdl azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy nagy a szerkezeti
hasonldsag a MAPKAPK-S100 és a CaMK-CaM komplexek kdzott, hiszen mindkét
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esetben a kaliciumion-koto fehérje képes kibillenteni az aktiv helyrél az inhibitor
régiot, aminek hatdsara a kinaz aktiv helye szabadda valik. Ebbdl az kovetkezne,
hogy azS100 kotés aktivalnifogjaa MAPKAP-kinazt, amkisérleteink ennek ellenére
egyértelmdlen azt mutatjak, hogy az S100B nemcsak az ERK?2 altali aktivacioét, de
a foszforilalt RSK1 sajat kinaz aktivitasat is képes gatolni [14]. Kinetikai mérések
alapjan véguil sikerilt felallitanunk egy szerkezeti-mechanisztikus modellt, amely
leirja az S100B kotdédését az RSK1-hez: az RSK1 szabadon kétféle konformacids
allapotban lehet, amelyek az inhibitor régié szerkezetében kilonbdznek. A két
allapot kozti egyensuly Iényegesen el van tolddva a gatolt allapot iranyaba, az
S100B ellenben csak a szabad, rendezetlen szerkezetl C-terminalis régiéval
képes kotodni, kialakitva igy az altalunk jellemzett ,fuzzy” komplexet. Ez egy
izomerizacids lépés soran alakul at az inhibicidos komplexszé, amely felelds azért,
hogy az S100B az RSK1 aktivitasat is gatolja (3. abra). Az RSK1-S100B komplex
kialakuldsa tehat egy konformacids szelekcids |épéssel kezdbdik (ahol az S100B
preferaltan a ,szabad” RSK1-hez kotddik, az ,,autoinhibitalthoz” nem), amit egy
indukalt illeszkedés izomerizacids lépés kovet (a ,fuzzy” komplexbdl kialakul az
»S100B inhibitalt” funkcionalis komplex (3. dbra) [14].
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3. abra. RSK1-S100B komplexképzodés és az RSK aktivacio kinetikai modellje.
(A) Az S100B konformdacids szelekcidval képes koétédni az RSK1 szabad C-terminaliséhoz
(piros szinnel jelezve). Ez a komplex egy izomerizacios lépésen keresztiil egy tovabbi gatolt
allapotot eredményez, aminek a kialakulasa igy indukalt illeszkedésnek tekinthets. A kinetikai
konstansok stopped-flow kisérletekkel lettek meghatarozva. (B) Az eddigi megfigyeléseink
alapjan felallithato MAPKAPK aktivacios modell egy tébb 1épésbél allo képet sejtet. A MAPK az
inaktiv allapoty MAPKAPK-hoz kétddve képes foszforilalni az aktivacios hurkot. A még mindig
inhibitalt konformacidban lévé, de foszforilalt MAPKAPK két izomerizacios lépésen keresztlil éri
el a végleges, mar aktivnak tekintheté allapotat. A panelen a foszforilalt aktivacios hurkot kék
szinnel tiintettlik fel.
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Attekintés

Sem az ERK2, sem az S100B kotés jellemzése nem oldotta meg a MAPKAP-
kindzok aktivacidos mechanizmusanak a rejtélyét, de mindketté ramutatott egy
fontos pontra: az inaktiv allapot esszencialis a MAPK altali aktivacids Iépésben és
az inhibitor hélix képes magatdl elvalni az aktiv helytdl. Az RSK1 két konformacios
allapotat a kinetikai méréseken felil még SAXS mérések is igazoltak. Az
inhibitor régiénak ebbdl a spontan letekeredésébdl az is a kovetkezhet, hogy
a felszabadult aktiv helyhez az aktivacidés hurok vissza tud koétédni, amit a
MAPK katalizalta foszforilacid stabilizalni tud. Remélhetéen a jovoben sikerdl
kozvetlenll is megismerni egy aktiv MAPKAPK atomi felbontasu szerkezetet,
de a jelenlegi, kozvetett informacidink alapjan az alabbi konszekutiv aktivacios
modell tlnik valdszinlnek (3. dbra): az inaktiv MAPKAPK-t a MAPK szelektiven
képes foszforilalni az aktivacidés hurkon talalhaté szubsztrat motivumon, amely
ezutan konformacids szelekciéval a MAPKAPK populacié egy kis hanyadahoz, a
szabad aktiv hellyel rendelkezoh6z képes visszakdtodni egy stabil aktiv allapotot
eredményezve.
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az MTA doktora, 2013-ban Mestertanar Aranyérmet kapott. F6 érdeklédési
, teriilete a motorfehérjék és kalcium-koté fehérjék molekularis és szerke-
= -cotj bjolbgidja, fehérje-fehérje kblcsénhatasok sokoldall vizsgalata.
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