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Roviditésjegyzék

AMPPNP 5'-adenilil-béta, gamma-imidodifoszfat
A Angstrom (10™10m)

ADP Adenozin-difoszfat

AGC PKA, PKG, PKC szerii kindzok

ATP adenozin-trifoszfat

BOG Oktil-béta-D-gliicopiranozid

B-ME Béta-merkaptoetanol

Cbk1 Cell wall biosynthesis kinase 1
CHAPS 3-[(3- Kolamidopropil)dimetilammonium]-1-propanszulfonat
E.coli Escherichia coli

FP Fluoreszcencia polarizacio

HM Hidroféb motivum

IPTG izopropil-B-D-tiogalaktozid

LATS Large tumor suppressor homolog

LB (agarlemez/tapoldat)

Luria Bertani

Mob Mps One Binder

NDR Nuclear Dbf2 Related kinase

PBS foszfat tartalmu s6 (phosphate buffered saline)
PDK 3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1
PEG polietilén-glikol

pep peptid

ROCK Rho-associated protein kinase 1

rpm percenkénti fordulatszam (round per minute)
RSK 90 kDa ribosomal protein S6 kinase 1
SDS-PAGE natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis
TCEP trisz(2-carboxietil)foszfin hidroklorid

TEV-proteaz

Tobacco etch virus proteaz

TRIS

2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol




0. Osszefoglalé

Az NDR/LATS kinazok a sejtnovekedést szabalyz6 "Hippo" jelatviteli rendszer terminalis
elemei. Noha az utobbi évek kutatasai sokat feltartak ennek a jelpalyanak a fontossagardl, szerkezeti
oldalrél nincs ismeretiink az itt miikodo fehérje kindzokrél. Munkam soran az éleszt6 NDR/LATS
kinaz koaktivatoraval (Cbk1-Mob2) alkotott komplexének végeztem el szerkezeti-funkcionalis
karakterizalasat rontgenkrisztallografiai és klasszikus biokémiai modszerekkel. Ennek soran
meghataroztam a fehérjecsoport elsé szerkezeteit, amelyek mintaként szolgalhatnak a jovoben mas
organizmusbol szarmazo6 (pl. eml6s) komplexekhez. A megoldott szerkezetek ramutattak a fehérje
szerkezetében végbemend allosztérikus folyamatokra és strukturalis atrendez8désekre. A Cbk1 kinaz
szubsztratjaihoz linearis motivumokon keresztiil kot6dik és ez a fizioldgiai szubsztratok aktivalasanak
robosztussagat noveli. A Cbk1-Mob2 szerkezet lehet6vé tette az itt miikod6 szubsztrat dokkold
mechanizmus részletes analizisét is és in silico fehérje-peptid dokkol6 szamitasokkal azonositottam a
dokkol6 peptid kotd Cbk1 felszint, melyet aztan fehérje-fehérje kolcsonhatas mérésére alkalmas

moddszerekkel bizonyitottam.



1. Bevezet6
1.1 Fehérje kinazok

Az eukaridta szervezetek egyik legfontosabb poszttranszlaciés médositasa a fehérje-
foszforilacié, amelyet kindzok hajtanak végre foleg szerin vagy treonin illetve tirozin oldallancokon.
Fontossagukat jol jelzi, hogy a human genom 2%-at a kinom, azaz kiilénféle kindzok 6sszessége teszi
ki. A kindzok olyan katalitikus enzimek, amelyek egy ATP molekula y-foszfat csoportjat képesek mas
fehérjékre kapcsolni, ezaltal megvaltoztatva azok biokémiai viselkedését. A kinazok prokariota eredeti
enzimek és magas szerkezeti és regulacids hasonldsagokkal rendelkeznek '. A kindzok két-lebenyes
felépitéstiek. A két lebeny egy mozgékony csuklon keresztiil van 6sszekdtve, ami megengedi a
lebenyek egymashoz viszonyitott mozgasat a kinaz inaktiv allapotaban. A mozgékonyabb N-terminalis
lebeny 5 B-red6t és egy a kinazok allosztérikus regulacidjaban fontos szerepet jatszo («C) hélixet
tartalmaz, f6 funkcidja az ATP kotése, annak a foszfotranszfer reakciéhoz optimalis konformacioban
valé tartasa, illetve az ADP gyors eleresztése. El6bbiekben kozvetett, de 1étfontossagu szerepe van az
aC hélixnek, utébbiban pedig az els6 két 3-red6 altal kialakitott P-huroknak, ami az ATP - és y-
foszfatjat koordinalja. A nagyobb méret{i C-terminalis lebeny hét hélixbdl épiil fel és a f6 funkcidja a
(foszforilacios) szubsztrat motivum kotése. Ezen a lebenyen taladlhaté meg az aktivaciés hurok, amit két
konzervalt szekvencia motivum hatarol kérbe: a Mg2+ kotésben szerepet jatszo DFG és az oF hélixel
stabil k6tédést kialakit6 APE motivum. Altaldnosan elmondhaté, hogy ez a hurok alapéllapotban
flexibilis, igy elfedi az aktiv helyet a potencialis szubsztratok el6l. Foszforilaci6 hatasara a hurok
atrendez6dik és az enzim szubsztrat kot6képes allapotba kertil, azaz aktivva valik.

A kinazok egy jol koriilhatarolhat6 csoportja az AGC kindzok (1. abra) . Ezek allosztérikus
moddon szabalyozott enzimek. Alapallapotukban rendezetlen, vagy kimozdult aC hélix-szel
rendelkeznek, amely igy nem tudja stabilizalni az ATP kotést. Az AGC kinazok egy jol karakterizalt
lefutasi C-terminalissal rendelkeznek a klasszikus kindz domén kiegészitéseként. Ennek része az un.
hidroféb motivum (HM), amely képes visszakot6dni az aC hélix mellé, stabilizalva ezzel annak kotott
konformaci6jat, ami pedig az aktiv allapot létrejottében fontos 1épés 3. A jelenség altalanos az AGC
kinazok kozott, azonban a mechanizmus igencsak valtozatos: Tobb kinaz esetében (pl.: PKA) a
visszakot6dés csak foszforilacié hatasara torténik meg. Bizonyos kindzoknal a HM foszforilacidja utan
nem intramolekularisan kot be, hanem intermolekularisan egy AGC mesterkinazhoz (PDK), ami a
kotddés hatasara fogja felaktivalni a kinazt (pl.: RSK). Egy harmadik tipusi mechanizmus pedig az,

ahol a HM foszforilacio fiiggetleniil konstitutiven k&tddik (pl.: ROCK).



1.2 NDR/LATS kinazok és koaktivatoraik

A Hippo jelatviteli utvonal egy konzervalt eukariota mechanizmus, amely szerepet jatszik a
sejtosztddas, a differenciacio és az apoptozis regulacidjaban, illetve a sejt morfologidjanak
kialakitasaban. E jelatviteli palya termindlis elemei az NDR/LATS kinazok, amelyeket Mst/Hippo
kinazok aktivalnak (F1 abra). A Drosophila Warts és az eml6s ortologja (LATS) a sejtosztodast és a
sejt talélését tartja ellendrzés alatt a Yorkie (Drosophila) és YAP/TAZ (eml6s) transzkripcios
koaktivator foszforilaci6javal, amely megakadalyozza a sejtmagba valé bejutasukat (1. abra) *. Az
emlGs NDR kinazok fontos szerepet jatszhatnak a centroméra duplikéci6jaban °. Az éleszt6
Saccharomyces cerevisiae-ben két jelatviteli itban jatszanak szerepet NDR/LATS kindzok: a MEN
(Mitotic Exit Network) az M fazisbol G1 fazisba valo atlépést koordinalja, a RAM halo6zat pedig az
utodsejt szeparaciojat szabalyozza °.

Az NDR/LATS kinazokhoz stabilan k&t6dnek Mob koaktivatorok (Mps one binder), ami
elengedhetetlen a kinazok aktivacidjaban’  °. Noha a kotGdés szerkezeti oldala, ill. hatasanak
mechanizmusa eddig tisztazatlan, klasszikus biokémiai modszerekkel sikeriilt meghatarozni, hogy a
kinaz domén N-terminalis kiterjesztéséhez kotddnek. Akarcsak mas AGC kinazok, az NDR/LATS-ok
részben a HM foszforilacidja altal is szabalyozodnak Az NDR LATS kinazok egyedi aktivacios
hurokkal rendelkeznek, amely a HM foszforilaci6jat kévetéen auto-foszforilalodik, ami a kinaz
aktivalédasanak kulcsfontossagu 1épése. Korabbi munkakbdl feltételezhetd, hogy az aktivacids hurok
kizarélag NDR/LATS kinazokra jellemz6 inszercioja auto-inhibitor funkciéval rendelkezik, ami
foszforilacié hatasara intramolekularis atrendez6désen keresztiil szabadul fel.

A kinazok megadott szekvencia motivummal rendelkezd helyeket képesek foszforilalni. Ez
azonban gyakran nem szolgaltat kell6 szelektivitassal egy hatékony jelatviteli rendszer kialakitasahoz,
ahhoz egyéb szelektivitast novel6 faktorokra van sziikség. Erre egy megoldas az un. linedris
motivumok, vagy mas néven dokkol6 motivumok hasznalata. Ezek olyan rovid interakcios elemek,
amelyek fehérjék rendezetlen részeiben talalhatoak és kdlcsonhatasokat tudnak létrehozni a
partnerfehérjének egy adott felszinével. Egy korabbi tanulmanyban, naiv bioinformatikai médszerekkel
sikertilt azonositani az éleszt6 proteomban elterjedt, konzervalt [FY ]xFP motivumokat (ahol az els6
pozicio fenilalanin vagy tirozin, a masodik pozici6 pedig tetsz6leges aminosav), amelyekr6l utobb
sikertilt bebizonyitani, hogy képesek az éleszt6 Cbk1-Mob2 fehérje komplexhez kotédni. Ezek olyan
konzervalt motivumok, amelyeket in vitro és in vivo mutélva is jelent6s aktivitas (ill. fenotipus)
csokkenés volt megfigyelhetd. Ezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a Cbk1 dokkolé motivumok az

enzim-szubsztrat reakci6 specifitasa mellett annak robusztussagat noveli.
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1. abra — Egy AGC kinaz és az emlés LATS ttvonal vazlatoes felépitése. a Az AGC kindzok a hagyomanyos kétlebenyes

kinaz doménen tul tartalmaznak egy C-terminalis inszerciot (sarga), amely a hidroféb motivumban végzddik, amely az oC

hélixet (lila) stabilizalva visszakot6dik az N lebenyhez. b A membran fel6l ismeretlen mechanizmuson keresztiil érkezé jel
fogja aktivalni az MST kinazt, ami ezutan foszforilalni fogja a LATS kinazt. Ez egy koaktivator Mob kotése és tovabbi

autofoszforilacié utan foszforilalni fogja a YAP transzkripcids koaktivatort, amely sziikséges a magi lokalizacidjahoz.
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2. Ceélkitiizés

Az utébbi években az NDR/LATS kinazok funkcidjara rengeteg érdekes felfedezés sziiletett,
azonbban biokémiai szabalyzasuk mogott rejlo szerkezeti sajatossagaikat eddig azonban még nem
sikertilt felderiteni. Célom az éleszt6 Cbk1-Mob2 funkcionélis komplex szerkezetének meghatarozasa
rontgenkrisztallografias uton. Mivel az NDR/LATS kinazok és koaktivatoraikkal alkotott komplexeik
evolucidsan konzervaltak éleszt6t6l emberig (mind szekvenciélisan, mind funkciondlisan), ezért a
Cbk1-Mob2 komplex egyben szerkezeti mintaként szolgalhat majd tovabbi eml6s NDR/LATS
kinazokra és koaktivatorral alkotott komplexeihez is. Tovabbi célom a korabban emlitett rovid tn.
dokkol6 motivumok Cbk1-Mob2 komplexhez val6 kétddésének feltarasa szerkezeti oldalrol.

A munkam az amerikai Northwestern University-n kutaté Eric L.Weiss és az ELTE-n kutat6
Reményi Attila egyiittmi{ikodésének részeként valosult meg. A Weiss Labor a Cbk1 kinaz jelatviteli
szerepét vizsgalo in vivo és biokémiai kutatdsokat végezte, mig a Reményi Labor a Cbk1 fehérje
kolcsonhatasainak vizsgalataihoz kapcsolodo szerkezeti biokémia munkat vallalta. A bemutatott
szerkezeti munka és biokémiai kdt6désvizsgalatok teljes egészében az ELTE Biokémiai Tanszéken és
az MTA TTK Molekularis Farmakologiai Intézetben dr Reményi Attila témavezetésével valosultak
meg. A munkam soran hasznalt expresszios DNS konstrukciokat Kyle Schneider PhD diak allitotta el6
a Weiss Laborbdl. A fehérje termeléshez és tisztitashoz, biokémiai kétddési vizsgalatokhoz, illetve a

rontgendiffrakcios szerkezet megoldashoz kapcsol6dé munkat egyediil végeztem a Reményi Laborban.
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Fehérje expresszid, tisztitas

A hasznalt DNS konstrukciokat a Weiss laborban készitették. A Cbk1 (A1-250)-Mob?2 (45-287)
komplex egy bicisztronos (MG960) vektorba lett klonozva, ahol a Cbk1 N-terminalis TEV hasithatd
Hise cimkével rendelkezik, a Mob2 pedig N-terminalis TEV hasithat6 GST cimkével termelhetd. Mivel
a komplex tagjai ortogonalis cimkékkel rendelkeznek, ezért lehetséges a komplex keresztbe tisztitasa,
amit a kélcsonhatas erdssége is megenged.

A fehérjék expressziojahoz Echerichia Coli Rosetta pLysS (DE3) sejteket hasznaltam. A
transzformalt sejteket ampicillin és kloramphenicol antibiotikumok mellett egy éjszakan at LB
médiumban névesztettem, majd a felnovesztett kulttirdabél 10ml-t adtam az 11-es LB médiumba. A
sejtkulturat (szintén ampicillin és kloramphenicol antibiotikumok mellett) OD=0.6-0.7-ig névesztettem
37°C-on, majd 0.5 mM IPTG hozzaadasaval inditottam el a 3 6ran at tarto expresziot 25°C-on.

Az expresszio végén a sejteket centrifugalassal gyiijtottem 6ssze (Beckman Coulter Avanti J-26
XPI, 10, 5000rpm, 4°C), majd PBS-sel (Phosphate-Buffered Saline) térténé mosas utan lizis pufferben
szuszpendaltam fel (50mM Na>HPO4, 300mM NaCl, 20mM imidazol, 0.2% CHAPS, 2mM [3-ME,
pH=8). A sejt-szuszpenziét folyékony nitrogénben fagyasztottam, amit felolvadas utan még kétszer
megismételtem. A sejtek feltarasat szonikalassal fejeztem be (Brason SONIFER, minimum 3x1'), majd
a lizatumhoz DNazt adva (~30 pg/ml) centrifugalassal valasztottam el az oldhatatlan részeket
(Beckman Coulter Avanti J-26 XPI, 30', 20000rpm, 4°C). A fehérjét a feliiliszobol nyertem ki Ni-
gyanta hozzaadasaval (ennek hasznalt mennyisége nagyjabol 40mg varhat6 fehérje / 1 ml gyanta). A
feliiltiszdt a gyantaval 30'-ig inkubaltam 4°C-on, kevertetve, majd kromatografias oszlopra toltottem. A
letilepedett gyantat 20 oszloptérfogat mosol (50mM Na2HPO4, 300mM NaCl, 40mM imidazol, 2mM [3-
ME, pH=8), majd 20 oszloptérfogat moséll (20mM TRIS, 1M NaCl, 20mM imidazol, 2mM [3-ME,
pH=8) pufferrel mostam, végiil 5 oszloptérfogat elicids pufferrel (20mM TRIS, 200mM NaCl, 400mM
imidazol, 10% glicerin, 0.2% BOG, 2mM [-ME, pH=8) elualtam le a fehérjét a gyantarol. Az igy
kinyert, affinitas tisztitott fehérjék min6ségét SDS-PAGE segitségével ellendriztem, mennyiségét
Bradford-reagens hozzaadasaval, 595nm-es hulldmhosszon torténd fényelnyelés alapjan hataroztam
meg. Az affinitds tisztitott fehérjét 2mM TCEP hozzaadasa utan folyékony nitrogénben fagyasztottam.

Az eluatumot desztillalt vizzel a duplajara higitva GST gyantat adtam hozza. A k6tési reakcio
fél oras 4°C-on torténd inkubacié alatt zajlott le. Ezutan a gyantat 10 oszloptérfogat moso pufferrel
mostam (20mM TRIS, 100mM NaCl, 0.1% Igepal, 2mM [-ME, pH=8), majd egy oszloptérfogatnyi
eltciods pufferrel eludltam (20mM TRIS, 150mM NaCl, 10% glicerin, 0.1% Igepal, 2mM B-ME, 15mM



redukdlt glutation, pH=8). A dupla affinitas tisztitott fehérjét 2mM TCEP hozzaadasa utan folyékony
nitrogénben fagyasztottam.

Ioncserélés el6tti napon a fehérjéhez tisztitott TEV proteazt adtam, majd éjszakara 4°C-on
hagytam dializal6dni az ioncseréhez hasznalt A pufferrel megegyez6 oldatban (20mM Hepes, 50mM
NaCl, 10% glicerin, 2mM [-ME, pH=7). Az ioncserélést AKTA Explorer késziilékkel, 1 ml-es GE
Resource S oszlopon végeztem. Az oszlopra valo felvitelt a leirt A pufferben végeztem, a fehérje
eludlodasat s6 gradienssel értem el (B puffer: 20mM Hepes, 1M NaCl, 10% glicerin, 2mM [(3-ME,
pH=7). Az inocsere oszloprol egy csticsban tavozott a sztdchiometrikus komplex. A frakciokat

egybegyljtve, 2mM TCEP hozzaadasa utan 10 mg/ml koncentraciora koncentraltam (2. abra).
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2. abra — A kristalyositasra szant fehérje komplex tisztitasanak lépései SDS gélen.

3.2 Kristalyositas

A Cbk1-Mob2 komplex szerkezetének meghatarozasahoz a 4-6 mg/ml koncentracioju
sztochiometrikus komplexhez hozzaadtam 2 mM AMPPNP-t (hasithatatlan ATP anal6g), 2 mM MgCl:
-ot és 2mM TCEP-et. Minden kristalyositasra szant fehérje tartalmazott egy inaktivalé6 D475A mutaciot
és némelyik fehérjén egy tovabbi, HM foszforilaciot utdnzé mutacio is jelen volt (T743E). Az
inaktivalé mutacié gatolja a fehérje autofoszforilaciojat, ezaltal foszforilacié szempontjabol homogén
fehérjével tudtam dolgozni. A HM foszforilaciojat utanz6 mutacio ismerten megnoveli a kinaz
aktivitasat, tehat ezzel a médositott fehérjével a kinaz egy aktiv konformaciot szerettiik volna
megfogni. A kristalyositasi kondiciok egy QIAGEN PEG SUITE I-re épiil6 sajat screen alapjan lettek
kivalasztva, ahol a nagy ionerdsségii és extrém pH-ju koriilményeket elhagytuk, ill. modositottuk. A
kristalyok kizarolag Microbatch lemezeken néttek, 1:1 szilikon:paraffin olaj elegye alatt, 23°C-on.

Minden kristalyhoz 10% glicerin volt adva folyékony nitrogénben torténd fagyasztas elott.
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Tetragonalis kristalyok néttek a Cbk1(D475A/T743E)-Mob2 konstrukciéval 25% PEG20000,
0.1M Na-citrat (pH=5.5) mellett, amelyek 4.5 A felbontasig diffraktaltak. A diffrakcios hatar névelése
érdekében négyszeres moldris feleslegli SSD1 dokkolé peptid (TTEQSDFKFP) jelenlétében is
probaltam kristalyositani. Lemezes kristalyok néttek mind a Cbk1(D475A/T743E)-Mob2, mind a
Cbk1(D475A)-Mob2 konstrukciéval az elézével identikus kondiciéban. Ezek a kristalyok 3.6 és 3.3 A

felbontasig diffraktaltak. Sajnos a peptidet nem sikertilt az elektronsiiriiség térképbe beépiteni.

3.3 Adatgyiijtés, szerkezetmeghatarozas

Adatgytijtést a svajci PSI-ben (Paul Scherrer Institut) talalhat6 SLS (Swiss Light Source)
szinkrotronon a PXI (normal és mikrodiffraktométer, PILATUS 6M detektor) és a PXIII (PILATUS 2M
detektor) sugarforrasokon végeztem 100K-en, 1.00 A hullimhosszi sugarat hasznalva.

A diffrakciés képeket XDS program segitségével integraltam ki és skalaztam ossze °. A
fazisproblémat molekularis helyettesités modszerrel oldottam meg a mar ismert human Mob1 homolog
szerkezetet és a human ROCKI kindz domént hasznalva keresé modellnek ' 2. Ehhez a Phaser
programot hasznaltam (CCP4/Phenix programcsomag) . A szerkezetfinomitas kezdeti szakaszaban a
Refmac5 (CCP4), végso szakaszaban a Phenix, a modellépitéshez pedig minden esetben a Coot
szoftvereket hasznaltam (1. tablazat)' .

A molekuldris helyettesités soran egy komplexet sikeriilt azonositanom a 4.5 A felbontéast
Cbk1(D475A/T743E)-Mob?2 kristalyban. Ezzel megegyez6 domén elrendezddésli komplexet sikertilt
azonositanom a 3.3 A felbontdsti Cbk1(D475A)-Mob?2 kristaly aszimmetrikus egységében és tovabbi
két identikus heterodimert azonositottam a 3.6 A felbontasti Cbk1(D475A/T743E)-Mob?2 kristaly
aszimmetrikus egységében.

A dolgozatban szerepld kihagyasos elektronsiirliség térképek szamitasakor a vizsgalt
molekularészlet betoltottségét O-ra allitottam, majd szimulalt h6kezelés (simulated annealing) modban
futtattam egy modellfinomitast, ezaltal a bemutatott térképek modellhibat6l minimalisan terheltek csak.
Az abrakon feltiintetett térképek minden esetben 2Fo-Fc térképek, 1o szinten dbrazolva. A dolgozatban

szereplo abrak generalasahoz Pymolt hasznaltam.
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1. Tablazat Adatgyiijtések és a szerkezetfinomitasok statisztikai

Cbk1(D475A/T743E)- Cbk1(D475A/T743E)— Cbk1(D475A)—
Mob?2 Mob27t Mob2t
Adatgyiijtés
Tércsoport P4,2,2 Cc121 C1l21
Cella dimenzidk
a, b, c(A) 129.38, 129.38, 231.69  79.74, 139.06, 187.58 138.43, 79.98, 117.58
a, By 90, 90, 90 90, 90.1, 90 90, 117.6, 90
Felbontas (A) 49.59-4.5 (4.66-4.5)* 46.49-3.6 (3.69-3.6) 47.34-3.3 (3.39-3.3)
Rmerge 4.9 (67) 6.4 (45) 8.8 (68)
I/al 23.26 (2.83) 14.60 (2.52) 13.86 (2.26)
Komplettség (%) 99.97 (100) 98.8 (91.5) 99.4 (99.8)
Redundancia 4.3 (4.3) 3.4 (3.0) 3.4(3.1)
Finomitas
Felbontas (A) 49.59-4.5 46.49-3.6 47.34-3.3
Reflexidk 12260 23527 17276

Rwork/ Rfree

Atomok szama
Fehérje
Ligandum
Viz

B-faktorok
Fehérje
Ligandum
Viz

R.m.s eltérések
Kotéshossz (A)
Kotésszog (°)

0.2876/0.3104

4100
31
0

149.1
169.5

0.007
1.73

0.2580/0.3194

7467
31
0

111.1
61.0

0.011
1.87

0.2704/0.3068

4030
31
0

104.5
93.3

0.011
1.86

Minden adat egyetlen egykristdlyrdl lett mérve.
TEzek a kristdlyok az SSD1 peptid jelenlétében néttek.
*A legmagasabb felbontdst hélyra vonatkozé adatok zdréjelben vannak feltiintetve.

3.4 Fluoreszcencia polarizacio (FP)

FP mérésekhez dupla affinitas tisztitott fehérjéket hasznaltam. Az alkalmazott szintetikus
peptidek (pepAce2: GSGSIIVTTNSANGGYQFP, pepSSD1: TTEQSDFKFP, pepHM: IGYTYSRFDY,
pepHM-P: IGYpTYSRFDY) N- (pepAce2 and pepSSD1) vagy C-terminalisan (pepHM and pepHM-P)

voltak jel6lve karboxifluoreszcein (CF) csoporttal. Az FP jelben végbemend valtozasokat direkt

mérések soran novekvo fehérjekoncentracio mellett kovettem nyomon a Synergy H4 (BioTek

Instruments) plate reader segitségével. A jel6lt peptidek 20nM koncentraciéban voltak egységes

pufferben feloldva (20 mM Tris pH=8.0, 100 mM NaCl, 0.05% Brij35P, 2 mM DTT). A kapott

gorbékbdl illesztés alapjan meghatarozhato a jeldlt peptid disszociacids allanddja. A jeldletlen peptid

kotédési allanddjat kompetitiv titralassal hataroztam meg: 20nM jeldlt peptidhez annyi fehérjemintat

adtam, hogy a rendszer >50% telitésbe kertiljon. Ezutan névekvo koncentracioju jeloletlen peptiddel

szoritottam le a jel6lt peptid kdt6dését, majd a kapott gorbét illesztettem. Minden mérést

triplikatumként mértem le, az illesztésekhez OriginPro7-et hasznaltam.
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4. Eredmények

4.1 Szubsztrat dokkolé motivum kvantitativ analizise és a kélcsonhatasi régio minimalizalasa

A dokkol6 motivum kotédési erésségének kvantitativ meghatarozasa céljabdl rekombinans titon

bakteridlisan expresszalt fehérjéket allitottam el6 ortogonalis (Hise és GST) tisztitasi cimkékkel és a

kett6s affinitas tisztitott fehérjéket fluoreszcencia polarizaciés mérésekhez hasznaltam.

Két ismert szubsztratbol szarmazo peptidet vizsgaltam: pepSSD1 és pepAce2. El6bbi szubsztrat

egy mRNS kot6 fehérje, utobbi egy transzkripcios faktor. Mindkét fehérjében a linearis motivumuk

mutalasanak hatdsara in vivo fenotipus csokkenés volt megfigyelhet6. A szintetikus tton eldallitott

peptideket kotodési affinitasat direkt és kompetitiv mérési koriilmények kozott mértem fluoreszcencia

polarizacios technikaval (3. abra). Mindkét peptid esetén tapasztalhaté volt egy affinitasbeli novekedés

a jelolt peptiddel tortén6é méréskor, ami valosziniileg arra vezethet6 vissza, hogy a motivum

kifejezetten hidroféb, aminek a hidrofobicitasat a fluoreszcens jelol6csoport tovabb névelte, ezaltal

hozzjarult egy hidroféb felszinhez val6 kot6déshez.

Komplexképz&édés mérteke

Komplexképz6édés mértéke

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Direkt pepSSD1 kotédés

Kd=6.720.2 pM

1 1

[Cbk125%7%5-Mob2] (UM)

1 1
0 10 20 30 40

Direkt pepAce2 kot6dés

T T T T

Kd=2.2+0.5 uM

L 1 1 1

-

0 5 10 15 20

[Cbk1257*¢-Mob2] (M)

Kompetitiv pepSSD1 kot6dés

Kd=18.4%5.5 uM

Komplexképz&édés mérteke

0 50 100 150 200
[pepSSD1] (WM)

Kompetitiv pepAce2 kétédés

T T T T T

Kd=6.7+1.8 uM

0.8 |- E

0.4 m

0.2 [ E

Komplexképz&dés mértéke

0.0 |- -

1 1 L L L
0 50 100 150 200

[pepAce2] (M)

. Abra — A pepSSD1 és a pepAce2 a Cbk1%1756_Mob2 komplexhez valé kotédésének FP gorbéi.
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A méréseket a Cbk12°7°6-Mob2 komplexszel végeztem. Hogy az interakcids régiot
minimalizaljam két konstrukciéval végeztem tovabbi méréseket: Cbk12°-73°-Mob2 konstrukciénal az
AGC specifikus C-terminalis volt levagva a konstrukcior6l (amibe bele tartozik a HM is) és a
Cbk1351-756 konstrukciénal a Mob2 kotésben részt vevé N-terminalist volt lehagyva a konstrukciorol.
(A kinaz domén 6nmagaban nem bizonyult jél expresszalhaténak.) Mindkét konstrukciéval hasonlé
affinitas értékeket mértem, mint az eredeti konstrukciéval, ami igazolta, hogy a dokkol6 motivum

kozvetleniil a kinaz doménhez k6tddik (F2. abra).

4.2 Cbk1-Mob2 szerkezetének meghatarozasa

a
N
77"~ H4-H5 loop
“77=~HM motivum
[¢
Ve -
Aktivacios /] L
loop /~— \
( '\
IS

A5

4. Abra - A Cbk1-Mob2 kristalyszerkezet. a Attekint dbra a Cbk1-Mob?2 szerkezetrél. A Cbk1 kék,, az aktivaciés hurka
cian, a Mob2 pedig narancs szinnel van jelolve. Szaggatott vonallal a rendezetlen lancok lefutasat jeldltem. b A Mob2 a
kinaz N-termindliséhoz kotédik egy kétpontos kolcsonhato felszinen keresztiil. ¢ A kindz domén csak az aktivacios
hurkéaban és az N-terminalisaban tér el mas AGC kinazoktol. (Sarga — PKA, z6ld — ROCK.) d A megoldott szerkezetek
szuperpozicidja. A kiilonboz6 kristalyformakbdl szarmaz6 domén-orientaciok megegyeznek, stabil negyedleges szerkezetet

jelezve.

Rontgenkrisztallografias szerkezetmeghatarozas céljabol a kett6s affinitas tisztitas utan az
affinitas cimkéket lehasitottam, majd ioncsere kromatografias 1épéssel izolaltam a cimke mentes
sztochiometrikus komplexet. Kétféle konstrukcidval sikertilt egykristalyokat kapni: a Cbk12°!-7°6-Mob2
konstitutiven inaktiv (D475A) fehérje komplexszel és ugyanezzel a fehérjével, amin egy tovabbi, a HM

foszforilaciéjat mimikalo, azaz aktivald mutacié (T743E) is jelen volt. Csak a dupla mutans fehérjével
13



sikertilt apo (peptid jelenléte nélkiili) kristalyokat novesztenem, amik nagyon alacsony felbontason
diffraktaltak csak (4.5 A). pepSSD1 hozzaadésara sikeriilt méas tércsoporttal rendelkezd kristalyokat
noveszteni mindkét konstrukciéval, amik mar jobban, &m még mindig alacsony felbontéssal
diffraktéltak (3.6 és 3.3 A) (F1 és 4. abra és 1. tablazat).

Az alacsony felbontésu szerkezetek meghatarozasa ma még mindig technikai kihivasnak szamit,
kivaltképpen akkor, ha nem é&ll a rendelkezésiinkre magas felbontasu minta szerkezet. Ennek oka az,
hogy kevés a mért adat (reflexio intenzitas) a szamoltakhoz képest. Amig egy ~2 A felbontést
szerkezet esetén egyedi oldallanc konforméciokat latunk, 3 A feletti felbontdson mér csak az elektron
gazdag és stabil konformdci6jii aminosavakat latjuk (tipikusan ilyenek az aroméas aminosavak), 4 A
feletti felbontason pedig mar csak a masodlagos szerkezeti elemeket lehet megbizhat6an megépiteni.
Ezen a felbontason a bevett modellezési eljaras egy megbizhaté szerkezetbdl indul ki, azonban
szamomra ez nem volt adott és a teljes modellezést kézzel kellett elvégezni tavoli homolog
szerkezetekbdl kiindulva.

A maghatarozott szerkezetek nagyon hasonl6 konformaciéval rendelkeztek (4. abra). Sikertilt
kozvetleniil ravilagitanom, hogy a Mob2 koaktivator a kindz N-termindlisdhoz koétédik, egy >1100A2
feliilet(i interakcios felszint alkotva (4. és 5. abra). A két6désben fontos szerepet kap egy hosszu hélix
(xMOB) és egy “nyak” régio, ami az NDR/LATS specifikus kiterjesztetést koti 6ssze a kinaz
doménnel. Ezt a két motivumot egy flexibilis, éles kanyarral rendelkez6 lanc koti 6ssze. A Mob2
kolcsonhato felszine a H2 és a H7 hélixbdl és a H4-H5 hurkokbdl éll, ami megegyezik korabbi NMR

alapu megfigyelésekkel (ahol a kindz nyak régidjaval vizsgaltdk a kolcsonhato felszint) (5. abra) ¢ 7.

5. Abra — A Mob?2 és a Cbk1 kozti dokkolé felszin. A felszinen talalhatd, interakciéban résztvevé

aminosavakkal feltiintetve®.
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A kinaz aktivacids hurka auté-inhibitor funkciét tolt be, ahol az inaktiv konformacié magaba
foglal egy hélixet (aINH), amely tobb polaris interakcion keresztiil kétddik a kindz szubsztrat kotd
arkaba (6. abra). Maga a hélix nagy hasonlosagot mutat egy PKA szubsztrat inhibitorral. A hélix és a
kinaz kozti szakaszon talalhat6 az ismert Cbk1 autofoszforilacios hely (S570), amelynek meg kell
foszforilalédnia a kinaz aktivalodasa soran. Az aktivalé mutéciét tartalmazo konstrukcioval (T743E)
nétt egyik kristalyformajaban két komplex volt megtalalhaté az aszimmetrikus egységben. Erdekes
modon ezekben eltért az aktivacios hurok konformadcioja illetve a szubsztrat kot6zseb telitettsége. Amig
az egyik a tobbi kristalyszerkezethez hasonlatos inaktiv “zart” konformacioban, addig a masik “nyitott”
allapotban volt. Utébbinal nem volt kivehetd elektronsiirliség a szubsztrat két6zsebben, ill. az
aktivacios hurok helyén, ami rontgenkrisztallografidban tipikusan rendezetlen régidkra jellemz6. A két
konformdcids allapot és az aktival6 foszforilacios hely jelenléte azt a modellt tdmasztja ala, hogy a
fehérje aktiv helye két allapottal rendelkezik (nyitott és zart), amit a foszforilacio a nyitott iranyba
tolhat el. Mivel csak az aktivalé mutaciot tartalmazé konstrukcioval sikeriilt nyitott konformacioéja
kinazt kikristalyositani, ezért felvethetd, hogy kdzvetetten a HM is befolyasolhatja az aktivacios hurok

konformacidjat.

6. Abra — A szubsztrat koté arok zart és nyitott allapota. a Zart allapotban az aktivaciés hurok elfoglalja a szubsztrat
kot6 arkot. Az inaktiv konformdcié egy helikalis elemet és egy flexibilis hurkot tartalmaz 8. Ez utébbin taldlhaté meg az
aktivalddast okozé aut6-foszforilacids hely. b Nyitott dllapotban az aktivacios loop rendezetlenné valik, szabadda téve az
arkot szubsztrat kot6déséhez. A szuperpozicionalt PKA szubsztrat (fekete szinnel) j6 illeszkedést mutat az auté-inhibitor
hélixszel. ¢ Sztereo &bra az auté-inhibitor régi6rél a végleges elektronsiir(iség térképpel (2F,-F., 1 o-n abrézolva 3.3 A

felbontason).
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4.3 Hidroféb motivum

A legtobb AGC kinaznak a HM-a az N-lebeny un. PIF kot6zsebébe kotddik be, ami az aC hélix
és a 4 redd altal koriilhatarolt kdtéarok. Meglepetésiinkre a megoldott szerkezetek mindegyikében
kotott HM-et figyeltiink meg és rendezetlen aC hélixet. (Kiilon érdekesség, hogy a rendezetlen aC
hélix mellett kotott ATP analog volt megfigyelheté mindegyik szerkezetben.) A Cbk1 kotéarka némileg
elmozdult a megszokott PIF zsebt6l: az aC hianyaban a koétéarok felcsuszott a nyakrégio és az aMOB
felé, legalabbis a mart ismert AGC HM-kotdarkokhoz képest. Ezek tobb kérdést is felvetettek benniink.
Vajon a defoszforiladlt HM is képes kotédni? Mi a foszforilacié szerepe? A utolsé kérdésiink pedig
krisztallografiai okokbdl ered: Mivel az egyetlen megszakadt, a kozvetleniil nem a kinazhoz
csatlakozo, elektronstirliségi szakasz a HM kot6zseb kornyékén volt megtalalhatd, felmeriilt benniink,
hogy nem e a kristalyositaskor hasznalt SSD1 dokkolé peptidet latjuk. Utobbi kérdéshez mindenképp
érdemes megemliteni, hogy a legalacsonyabb felbontdsti, am peptidmentes kornyezetben ndétt
kristalyoknal is egyértelmiien lathat6 volt a HM kotdarok betdltottsége.

A kérdések megvalaszolasahoz FP alapu megkozelitést alkalmaztam. A korabbi mérésekhez
hasznalt, HM csonkolt Cbk1251-730-Mob2 konstrukciéval végeztem méréseket (F3 és 7. abra). Erdemes
leszdgezni, hogy a mért kotodési értékek alacsony volta abbdl a ténybol kovetkezik, hogy transz-ban
vizsgalunk egy amugy cisz-ben torténd kotddési eseményt. Mind a nemfoszforilalt, mind a foszforilalt
peptid kotddést mutatott direkt mérési koriilmények kozott és a mérések alapjan megallapithaté, hogy a
foszforilacié kb. 6tszords erdsitd jelleggel jarul hozza az interakciéhoz. Kompetitiv méréssel sikertilt
tovabbd igazolnom, hogy az SSD1 dokkol6 peptid nem fed 4 a HM kot6arokba két6d6 peptiddel, azaz
a megfigyelt elektrondenzitds nem a dokkol6 peptidtdl szarmazik, tehat egy fiiggetlen arokhoz kotédik
(F3 és 7. abra).
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Direkt K, Kompetitiv K, Kompetitiv K,
(M) pepHM-P (uM) pepSSD1 (M)
{ pepHM 33 ND ND
pepHM-P 6 45 Nincs kompetitiv
kotédés

7. Abra — A Cbk1 hidroféb motivumanak kotddési sajatossagai. a Kihagyésos elektronstirtiség térkép a (peptid nélkiil
nétt) 4.5 A felbontéasu szerkezet hidroféb motivumaérél. b Kihagydsos elektronstir(iség térkép a (peptid mellett nétt) 3.3 A
felbontdsu szerkezet hidroféb motivumardl. ¢ Cbk1 szuperpozicitja egy PKB szerkezettel'®. A Cbk1 HM kotdarka feljebb

van a kanonikus AGC kinaz kot6aroktol. d Az FP mérések dsszefoglaldja. (ND-Nincs meghatarozva.)

4.4 Dokkolo felszin feltérképezése, ellenorzése

Habar a kristalyszerkezettel kozvetleniil nem sikeriilt meghatarozni a dokkolé peptid kotodési
konformaciojat, a meghatarozott szerkezetek alapjan mégis megprobaltuk behatarolni a kot6felszint.
Ehhez molekuléris dokkolasokat futtattunk (dr Hetényi Csaba segitségével) a megoldott Cbk1-Mob2
szerkezet felhasznaldsaval (8. abra). Ilyenkor a kindz domén teljes felszinére dokkoltuk a peptidet
barminemi kiils6 kényszer nélkiil. A kapott legalacsonyabb energiaval rendelkez6 komplexnél a
dokkol6 arok része volt az aD-aE loop és az AGC kinaz specifikus C-terminalis eleje (CLT régio),
aminek a része az un PxxP motivum. A PxxP motivum egy feltételezhet6en elterjedt allosztérikus
gocpont az AGC kinazok kozott.

A dokkolo arok ellendrzéseként alanin mutansokat allitottam el6 a dokkold arok kérnyékén
talalhat6 hidroféb aminosavakra, amelyek kozott szerepelt az interakciéban kozvetleniil szerepld
(Y687A, W444A, F447A) és egy kozeli, am az interakcioban részt nem vevé aminosav is (F699A).
Harom peptid kotodését kdvettem nyomon direkt FP mérésekkel: a két korabban karakterizalt dokkolo
peptidet és a foszforildlt HM peptidet (F4 és 8. abra). Ut6bbi fiiggetlen helyhez kotédik, ezaltal a
mutacioknak nem szabad befolyasolniuk a kot6dését, azaz egy tulajdonképpeni fehérje-integritas

kontrollként hasznalhat6. A direkt mutaciok egyértelmiien rontottdk mindkét dokkolé peptid két6dését,
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amig a tavolabbi (~néhdny A-re 1év8) mut4cié nem befolyasolta azt. A HM-P peptid kot6dése egyik
esetben se romlott jelentdsen. Ezeket az eredményeket tovabbi biokémiai karakterizalassal is
megerositették amerikai kollégaink, ami alapjan er6sen valosziniisithetd, hogy a tényleges linearis

motivumot kot6 arkot talaltuk meg az in silico dokkolas segitségével.

pepHM-P pepSSD1 pepAce2

Cbk1™ "™ -Mob2{WT) 20 pm 6 pM 5 uM
Cbk1='"*(Y687A)-Mob2 24 M 36 UM Nem kétGdik
Cbk1™ " *{W444A)-Mob2 33 uM 58 uM 19 pM

Cbhk1™ 7™ (F447A)}-Mob2 22 UM Nem kdtodik Nem kotGdik

Cbk1™"*(F699A)}-Mob2 28 uM 5 pM 5.2 pM

8. Abra — A dokkol6 arok azonositasa a Cbk1 felszinén. Az in silico dokkolas eredményeképpen sikeriilt azonositani a
dokkol6 peptid kot6felszint, illetve egy peptid kotédési modot (A peptid z6lddel van jeldlve.). A felszint nagymeéret(i, szabad
hidroféb aminosavak alkotjak. Az FP mérések a jobb oldali tablazatban vannak dsszefoglalva. Ahol Nem kétédik van

feltiintetve, ott a Kq nagyobb, mint ~100 pM.

5. Eredmények osszefoglalasa

Munkam sorén sikeresen meghataroztam a Cbk1-Mob?2 éleszt6 fehérje komplex alacsony
felbontasu szerkezetét tobb kiilonb6z6 kristalyformaban. A megoldott szerkezetek bepillantast engedtek
a koaktivator kotési modjaba és az aktivaciés hurok auto-inhibitor funkciéjara is fényt deritettem.
Biokémiai mérésekkel sikertilt feltirnom egy NDR/LATS kinaz hidrof6éb motivumanak kot6dési
sajatossagait, amely kiilonbségeket mutat mas AGC kinazokhoz képest.

A szerkezeti munka kiegészitéseként sikeriilt kvantitativen analizalni egy éleszt6 specifikus
dokkol6 motivum kotédését. A megoldott szerkezeteket templatként hasznalva sikertilt in silico
moddszerekkel meghatdrozni a motivum kot6felszinét, amit sikeresen bizonyitottam kvantitativ
modszerekkel. Az azonositott felszin egy ismert AGC kinaz allosztérikus hely, ami j6l egybevag azzal a
megfigyeléssel, hogy a linearis motivumokon keresztiil zajlé kot6édés a Cbk1 kozvetitett jelatvitel
robosztussagat teszi lehet6vé in vivo, valdsziniileg a szubsztrat fehérjék hatékonyabb foszforilalasan

keresztiil.
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Fiiggelék abrak
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ooboeleny o BR R LB o - ool op o KEred ALRALEDFe CRVIGROAFCEVRLVORGDTCon MK, Lol skelabvedERD. Lot
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~

358 LRFCCEWEHRIGAP-GVEEIKSNSFFEGVDWEHIRERP:

N-terminalis Mob kot régié
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Aktivacios loop
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Aktivacios loop
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Recor Bl G Elfe ofF Gellon Remode ) oSiof af Dere.. o .. - il TYkAR
PxxP motivum Hidroféb motlvum
CLT régié

(DMSLEy

Szekvenciaillesztés kiilond6z6 NDR kinazok kozott. A szekvencidk szinezése a Cbk1-hez

val6 identitas alapjan tortént. A meghatarozott szerkezeti elemek jeldlve vannak. (Szaggatottal a

rendezetlen részeket emeltem ki.) A fontosabb motivumok dobozzal vannak kiemelve, a konszenzus

szekvancia LOGO formaban van abrazolva.
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F2. Abra. - A linearis motivum kot6régié minimalizalasa a kindz doménre. (A dolgozatban emlitett
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Cbk147%7%6-Mob2 1.8 21

mérési eredmények nyers adatai.)
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F3. Abra. - A hidroféb motivummal térténé FP mérések kiértékelései. (A dolgozatban tablazatos
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adatként feltlintetett mérések nyers adatai.)
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F4. Abra. - Az azonositott dokkol6 felszin mutaciés analizise. (A dolgozatban tablazatos adatként

feltiintetett mérések nyers adatai.)
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