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ROVIDITESJEGYZEK.

Abl: Abelson nem-receptor tipust tirozin kindz
Arg: Abl-rokon gén altal kédolt tirozin kindz
ASV1: Madareredetii szarkéma virus-1
C3G: Crk SH3 doménhez kapcsolédd guanin nukleotid cserét segité fehérje.
Crk: CT10 kinazt szabalyz6 adapter fehérje (CT10 regulator of kinase).
CT10: 10-es szamu csirke tumor
DMEM: Dulbecco modifikalt Eagle médium
DOCK180: A Crk medialt jelatviteli Gtban a Crk utan kovetkezd 180kD mélsilya
fehérje.
ECM: Extrecelluldris matrix
ERK/MAP: Extrecelluléris szignal altal szabalyozott kinaz.
FA: Fokalis adhézi6
FAK: Fokalis adhézios kinaz
FAT: Fokalis adhézios célszekvencia (focal adhesion targeting sequence)
GEF: Guanin nukleotid cserét segité fehérje (guanine nucleotide exchange faktor)
GFP: Z5ld fluoreszcens fehérje (green fluorescence protein)
Grb2: ndvekedési faktor receptorhoz kapcsolddo fehérje 2 (growth factor receptor
bound 2)
ILK: Integrihez kapcsolt szerin-treonin kinaz (integrin linked kinase)
JNK: c-Jun N-terminalis kinaz
LIM domén: Olyan cisztein gazdag fehérje motivum, mely egy kett6s zink-finger
szerkezetet hatdroz meg.
Nck: adapter fehérje
p130°*: 130kD molekulatdmegii, a Crk-hez kapcsol6dé tirozin kinaz szubsztrat
fehérje
P13K: foszfatidilinozitol-3 kinaz
Pax: paxillin
PTP1B: fehérje tirozin foszfataz 1B
PTP-PEST: fehérje tirozin foszfataz PEST



Racl: kis molekulatémegii GTPaz fehérje

Rap1A/B: kis molekulatémegti GTPaz fehérje

Ras: kis molekulatomegii GTPaz fehérje

Rho: kis molekulatomegti GTPaz fehérje

SH2/SH3: Src homoldg 2 és Src homolég 3

SOS: G-fehérje guanin nukleotid cseréjét segit6 fehérje (Son of sevenless)
Src: Szarkéma virus fehérje tirozin kinaz

Tal: Talin



1. IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Az SH2/SH3 domént tartalmazo6 adapter fehérjék

Az SH2/SH3 domént tartalmaz6 adapter fehérjék kulcsszerepet jatszanak a
kilonbozo jelatviteli kaszkad folyamatokban fizikai hidat képezve az aktivalt
sejtfelszini receptorok és a kiilonbdzd sejten beliili jelatvivo fehérjék kozott.
Katalitikus aktivitassal nem rendelkeznek, legfébb alkotdelemeik a Src homoldg 2
(SH2) és a Src homolég 3 (SH3) domének, melyek molekularis ragasztoként
mikodve lehetové teszik specifikus fehérjekomplexek gyors 1étrejottét. Tekintve,
hogy a szakirodalom oridsi mennyiségli adattal szolgal az SH2 és/vagy SH3
domént tartalmazo6 adapter fehérjékrél, a dolgozat kizarolag azokat az adaptereket
targyalja, melyek mindkét domént egyiitt tartalmazzak. Ezért a részletes
targyalasbol kimaradnak az olyan adapter fehérjék (pl. Shc és IRS-1 csalad tagjai),
melyek csak az egyik domént, illetve mas fehérje-k6té doméneket (pl. PTB
domén) tartalmaznak. A legfontosabb intracellularis adapter fehérjék szerkezetét

az 1. dbra mutatja.
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L.dbra. A kiilonbozé intracellularis SH2/SH3 adapter fehérjék sematikus szerkezete



Az SH2 és SH3 domének 100 illeve 50 aminosav hosszusagi fehérje
modulok, olyan citoplazmatikus €s sejtmagi fehérjék alkotérészei, melyek
altaldban a sejten belilli szignal wutak, valamint a sejtek struktaralis
szervezbdésének fontos elemei (Pawson et al, 1995; Cohen et al, 1995).
Kulcsfontossagli szerepet jatszanak a szelektiv és idében jol szabalyzott, t6bb
fehérjét magaba foglalé komplexek kialakuldsaban, melyek a sejtek osztodasat és
differencidciojat iranyité jeleket kozvetitik.

Az SH2 domént eldszor kiilonb6zd nem-receptor tipusi tirozin kindzok
jelatvitelben résztvevo molekulakban (PLC-y, RasGAP) is leirtak (Matsuda et al.,
1990). Az SH2 domének specifikus fehérje-fehérje kolcsonhatasokban vesznek
részt, ahol a kapcsolédas specificitasat a foszforilalt tirozin és az ezt kornyez6 egy
vagy tobb aminosav hatarozza meg (Cohen et al., 1995; Pawson et al., 1995; Birge
etal, 1993).

A SH3 domén t6bb, a tirozin kindz szignalitban résztvevé és a kiil6nboz6
aktivaciés komplexeket alkotd fehérjékben fordul elé (Pawson et al.,, 1995), és az
SH2 doménhez hasonléan fehérje-fehérje koélcsonhatdsok mediatora. A
kolcsonhatas specificitdsat a kapcsol6dé fehérje egy 10 aminosav hosszusagu
prolin gazdag szekvencidja (Pro-X-X-Pro) biztositja, mely szelektiven
kapcsolédik az SH3 doménhez (Ren et al,, 1993). Nagyszamu SH3 két6é ligand

ismert, melyek a legkiilonfélébb sejtfiziologiai folyamatokban jatszanak szerepet.

1.2. A Crk adapter fehérjecsalad

A Crk adapter fehérjék csalddjaba harom kiilonb6z6 (c-Crkll, ¢-Crkl, ill. c-
CrkL) fehérje tartozik, melyek a sejtosztédas, a differenciéacid, a sejtadhézid és a
citoszkeletalis rendszer atalakitdsénak jelatviteli folyamataiban jatszanak szerepet.

A v-CrKII (virus eredetii CrkIl) volt az els6 SH2/SH3 domént tartalmazé
adapter fehérje, melyet 1988-ban azonositottak és klénoztak, mint dj tipusu, a
madareredetlii CT10 szarkéma virus éltal kodolt fehérjét (Mayer et al., 1988). Az
onkogén fehérjét ezzel egyid6ben egy masik madar eredetii szarkoma virusbdl

(ASV1) is izolaltak (Tsuchie et al., 1989). A név (viral CT10 regulator of kinase)



abbol a ténybdl ered, hogy az ezzel a virussal fert6zott sejtekben a t6bbi sejthez
képest joval magasabb a tirozin-foszforilalt fehérjék mennyisége, melyekhez a v-
Crk fehérje stabilan kapcsolédik. Ez egy cellularis tirozin kinaz aktivacidjara,
és/vagy foszfatdz inaktivacidjara engedte kovetkeztetni a kutatokat. A v-Crk
fehérje egy 180 bazisparos szakasza nagyfoku homolégiat mutatott a foszfolipaz-
C enzimmel (Mayer et al, 1988), és kideriilt, hogy két 1j, fehérjék
kolcsonhatasaért felelés domént (SH2 és SH3) kodol, melyek elsédlegesen
felel6sek a v-Crk fehérje transzformalé tulajdonsagaért.

Mint sok mas onkogén virus esetében, igy a CT10 és ASV1 virusoknal
is az onkogént kodold szekvencia a természetes gazda sejtbdl szarmazik. A viralis
p478°¥C* gentermék egy olyan fehérje, melyben a viralis Gag fehérje egy, a
normalis sejtekben is el6fordulé 28kD méretii fehérjével, a c-Crkl-gyel fuziéban
talalhaté meg. A humén crk gén alternativ splicing révén két kiilénb6z6 fehérjét
(c-CrkI és c-CrkIl) kodol. Mig c-crkl expresszidja néhany embrionalis sejtre
korlatozodik, addig a c-crkll expresszié az Osszes sejtre jellemz6 (Matsuda et al.,
1992). A c-Crk I egy SH2 és egy SH3 domént tartalmaz és mivel szerkezetileg a
v-Crk-hez hasonl6, taltermel6dése a sejtek transzformacidjat okozza. A sejtekben
ezen feliil megtalalhaté egy, a c-CrklI fehérjével igen magas homoldgiat mutat6,
de kiilon gén altal kddolt 36kD fehérje, a CrkL is, mely a legtobb sejtben a CrklI-
vel egyiitt fejezédik ki és az onkogén BCR-AbIl altal kdédolt fuziés kinaz
legjelentésebb szubsztratja a mieloid leukémias betegekben (ten Hoeve ef al.,
1994; Nichols et al., 1994; Oda et al., 1994).

Szerkezetileg a c-CrkIl fehérje (38-42kD fajtél fiiggden) két SH3 és egy
SH2, illetve az ezeket dsszekotd rovid linker régiobol all (2. dbra/a.). A két SH3
domént 6sszekot6 révid, 54 aminosav hossza szekvencia prolinban gazdag és egy
olyan aminosav motivumot tartalmaz (Y?2AQP), melyben a tirozint a Abl kinaz
csaladba tartoz6 enzimek foszforilaljak (Feller et al., 1994). A me kotohelyet
jelent a molekula sajat SH2 doménjének és lehetévé teszi a molekulan beliili
kapcsolodast (Rosen et al., 1995). Ez a konformicidvaltozas szabalyozza a
molekula méas feherjékkel torténd kapcsolddasat, represszalja a Crk-medialt
jelatvitelt azaltal, hogy sztérikusan megakadélyozza az N-terminalis SH3 domén

kapcsolodasat a tobbi jelatvivé fehérjével. A 222 pozicioju tirozin-fenialanin
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mutacio illetve in vitro protein tirozin foszfataz PTP1B enzimmel torténd kezelés
a Crk fehérje ezen gatld hatdsat megsziinteti (Okada ef al., 1998) (2.dabra/b.). Egy
masik, funkcidt befolydsold szerkezeti elem az SH2 doménben jelenlévé prolin-
gazdag régi6, mely ,kitiremkedve” az SH2 doménbdl potencidlis SH3
kotohelyként funkcional az Abl kindz szémara (Anafi et al., 1996) Ez a prolin
gazdag szekvencia részlet azonban az emlds és madar fehérjék kozott nem
konzervalt, szerepe ma még ismeretlen. Szintén ismeretlen a C-terminalis SH3
csoport funkcidja, nem azonositottak még egy fehérjét sem, mely kdlcsonhatésba

Iépne ezzel a csoporttal.
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2.dbra. A c-Crk adapter fehérjék sematikus szerkezete és molekula tomege. A
kiilonbozo Crk fehérjék szerkezete (A.) és a 222 pozicidju tirozin
foszforilaciojat koveto, a fehérje mitkodését szabalyzé molekulan beliili

SH2/pTyr*** kolcsonhatés kialakulasa (B.).

1.2.1. A fehérje SH2 és SH3 domén-fiiged kolesonhatdsai

Mivel a Crk fehérje 6nalld katalitikus aktivitassal nem rendelkezik és
szinte kizarélag SH2 és SH3 doménekbol all, kézenfekvd volt, hogy a kezdeti
kutatasok a kolcsonhato fehérjék azonositasat tlizték ki célul. Az elsé erre iranyulo
kisérletek azt a tényt hasznaltak fel, hogy a Crk fehérje a transzformalt sejtekben
endogén kindzokat aktival és kiilonbozé foszfotirozint tartalmazé fehérjékkel 1ép

kolesonhatasba. Késébb mutécios vizsgalatok erdsitették meg, hogy ezek a fehérje



kapcsolatok az SH2 és az SH3 doménen keresztiil valésulnak meg (Mayer et al.,

1990). A CrkIlI SH2/SH3 specifikus kolcsonhatéasait a 3.abra foglalja 6ssze.
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3.dbra. Osszefoglalé abra a c-Crk adapter fehérje SH2/SH3

domén specifikus kdlcsonhatasair6l.

SH2 domén fiiggd kolcsonhatdsok: Szintetikus foszfotirozil-fehérje

konyvtarral végzett vizsgalatok azt mutattdk, hogy az a peptid amely pTyr utan
+3-as pozicioban prolint tartalmazott nagy affinitdssal kotodott a Crk-SH2
doménhez (Songyang et al., 1993). A Crk-SH2 domén erds kotodését a pTyr-X-X-
Pro szekvencidhoz késdbb az is bizonyitotta, hogy kiilénb6zd, sejten beliili Crk-
SH2 kolesonhatd fehérjét izoladltak, melyek ezt a szekvencidt t6bb kdpidban is
tartalmaztak (Birge et al.,, 1993). Az SH2 csoport a foszforilalt tirozint megfeleld
szekvenciaban (Tyr-X-X-Pro) tartalmazd, a fokélis adhéziés komplexben
jelenlevd fehérjékkel kapcsolodik, melyek koziil a jelen dolgozat két fehérjével
(paxillinnel és a p130“*) foglalkozik részletesen.

Az elsé Crk-SH2 kolesonhato fehérje, melyet azonositottak a paxillin volt,
mely a v-Crk transzformalt sejteken pTyr ellenanyaggal végzett Western blot
kisérletekben a 70-90kD és a 120-140kD molsuly tartoméanyban igen erds jelet
adott. Koimmunoprecipitacids vizsgalatok azt mutattak, hogy a v-Crk fehérjéhez
stabilan asszocialodik (Birge et al., 1993). A paxillin 561 aminosav hosszuséagu,
70kD molsulyu fehérje, mely t6bb SH2 domén-koté foszfotirozint, SH3 domén-

ko6to prolin gazdag régiot és 4 LIM domént tartalmaz (a LIM domén olyan cisztein
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gazdag fehérje motivum, mely egy kettés zink-finger szerkezetet hatdroz meg)
(Turner et al.,, 1994; Schmeichel et al.,, 1994). A fehérje a legkiilonb6zdbb sejtet
érd ingerre foszforilalodik, majd a sejten beliili citoszkeletalis strukturakkal,
elsésorban a fokalis adhéziés (FA) komplexszel kapcsolédik LIM doménjein
keresztiil (Dawid er al., 1998). Mivel sajat enzimaktivitdssal nem rendelkezik,
altalanosan elfogadott az a nézet, hogy ,kihorgonyz6” (scaffold) fehérjeként
funkcional a FA komplex és mads, a citoszkeletonhoz kapcsolédd szerkezeti és
jelatvivo fehérjék kozott. Az integrin receptorok aktivaci6jat kovetden a paxillin
kapcsolodik az aktivalt receptorhoz, majd a tirozin kindzok (FAK vagy Src) a y''s
tirozint foszforilaljak, mely koétéhelyet biztosit a Crk-SH2 doménnek (Schaller et
al, 1995). Nem teljesen tisztazott ennek a kolcsénhatasnak a tovabbi jelatviteli
folyamatokban val6 szerepe, bar a Y118F mutdns paxillinnel végzett kisérletek a
sejtek fibronektin adhézidjaban bet6ltott szerepére vilagitanak ra (Brown et al,
1998). A paxillin kézvetlen kolcsonhatasa a PTP-PEST tirozin foszfatazzal, majd
ezt kdvetden a paxillin és a hozza kapcsol6dé fehérjék defoszforilacidja a paxillin-
medialt jelatviteli utak fontos negativ szabalyz6 eleme (Shen et al., 1998).

A miasik jelentdés Crk-SH2 kélcsonhaté fehérje a Crk-asszocialt tirozin
kindz szubsztrat, a 130kD molsulyt p130°*, melyet nem sokkal a paxillin utan
klénoztak. (Sakai et al, 1994) A paxillinhoz hasonléan a p130°* is kiilonféle
onkogén tirozin kindzok célpontja (Nojima et al., 1996). Szerkezetébdl adédoan
(SH3 domén és 15 kopia pTyr-X-X-Pro szekvencia részlet) az un. nagy
multidocking fehérjékhez tartozik, mivel t6bbszoéros kdpidban tartalmazza a Crk-
SH2 domén-specifikus pTyr-X-X-Pro szekvenciat. A 15 kopia pTyr-X-X-Pro
motivum a 213 és 511 aminosavak k6zotti ,,szubsztrat régioban” koncentralddik,
mely foszforildcié utdn a Crk/CRKL illletve Nck SH2 domének kapcsolodasi
pontjaul szolgal (Mayer et al., 1995). Az integrin szignéltban betoltott szerepére
utal az a tény, hogy az SH3 doménjén keresztiil kozvetleniil koti a FAK kinazt és
az integrin aktivaciot kovetéen foszforilaltsaga a FAK és Src enzimek aktivitasa
révén nagymértékban megné. A p130°® foszforilacidjat az integrin medialt FAK
aktivacion kiviil mitogén szignalok, bombesin, vasopressin (Zachary et al., 1992)
is okozhatja. SH3-doménje ezen feliil PTP-PEST tirozin foszfatdz szdmara is

lehetéségeket kinal a kolcsonhatdsra. A PTP-PEST hatdsara a pl130°*
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defoszforilalodik, ami a p130°*-medialt jelatviteli utak ,kikapcsolasat” okozza
(Garton et al.,, 1996). A speciélis domén struktira tdmasztja ald azt a hipotézist,
hogy a p130“* egy kiilonleges, sejten beliili ,taldlkozasi pont”-ként funkcional, s
ezaltal lehetévé teszi a FA komplex és a hozza hasonlé sejtstruktirak altal
kozvetitett kiilonb6z6 jelatviteli utak egymas kozti kommunikaciojat.

SH3 domén fiiggd kolcsonhatdsok: Ahhoz, hogy a Crk fehérje pontos
szerepe a jelatviteli utakban tisztazédjon, elengedhetetlen az SH3 doménekkel
kolcsonhaté fehérjék azonositasa, funkcidjuk tisztdzasa. Az elsé azonositott
fehérjék, melyek az N-terminalis SH3 doménnel lépnek kélcsonhatasba, a c-Abl
tirozin kindz (Ren et al, 1994), a C3G, egy a GDP/GTP cserét segit6 (guanin
nucleotide exchange, GNEF) fehérje (Tanaka et al.,, 1994) a DOCK180 (protein
downstream of Crk with 180kD) (Feller et al., 1995) és a foszfatidil inozitol-3,
PI3, kindz (Gesbert et al, 1998) volt. Mind a mai napig csak olyan fehérjék
ismertek, melyek az N-terminalis SH3 doménhez kapcsolédnak, a C-terminalis
SH3 domén szerepe ismeretlen. A kot6dés specificitasat a kapcsolédo fehérjékben
tobb koépidban is eléfordulé konszenzus szekvencia, a Pro-x-(Leu)-Pro-x-Lys
biztositja. A Lys—Arg aminosav csere ugyan még lehetévé teszi a k6todést, de az
affinitas eréssége jelentdsen csokken (Knudsen et al., 1995).

Mig v-Crk fehérje in vivo stabilan kétddik a c-Abl tirozin kindzhoz, mely
fontos szerepet jatszhat a Crk medialt sejttranszformaciéban, addig a c-Crk kivalé
in vitro szubsztratként bizonyult a c-Abl €s a rokon c-Arg (Abl related gene)
kinazoknak (Feller et al, 1994; Wang et al, 1996). A C3G fehérjét fag
expresszios konyvtarbol izoléltdk mint a Crk N-termindlis SH3 doménhez
specifikusan kapcsolodd fehérjét (Tanaka et al, 1994), mely szoros homologiat
mutatott az ismert nukleotid ,,felszabadit6” (nucleotide release) fehérjékkel, majd
késébb kimutattdk, hogy a RaplA és RaplB GTP hasité enzimek szelektiv
aktivatorai (van den Berghe et al., 1997). A DOCK 180 fehérjét a Crk N-terminalis
SH3 doménhez specifikusan k6t6d6 fehérjeként mutattak ki, s nem sokkal késébb
meg is klonoztak (Feller et al., 1995, Hasegawa et al., 1996). Ma még tisztazatlan,
hogy a fehérje szerepét a jelatviteli kaszkadfolyamatban a Crk ,,el6tt”, vagy ,,utan”

létja el.
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1.3. A Crk fehérje szerepe az ECM adhéziot koveto jelatviteli folyamatokban.

A Crk fehérje szerepe a sejtet ért kiilsé ingerek altal aktivalt szignalutakban
igen sokrétli, magéban foglalva a novekedési faktorok (NGF, EGF), mitogén
lipidek, citokinek altal aktivalt, a T és B sejt receptor aktivaciot, valamint
extracellularis matrix (ECM) adhéziét koveto jelatviteli folyamatokat. (Feller et al.,
1998). Ez a dolgozat a CrkIl szerepét az ECM adhézié utéani integrin aktivaciot
kovetd jelatviteli folyamatokban elemzi bovebben, melyekrél a 4.dbra nyujt
attekintést.

i Crk SH3 domén

Nek SH3 domén|

@ foszfo-tirozin

4.dbra. Crkll szerepe az ECM adhézi6 utani integrin aktivaciot koveto jelatviteli folyamatokban.

1.3.1. Az integrin receptorok, a fokalis adhéziés komplex.

Az adherens sejteknek a tuléléshez sziikségiik van az ECM fehérjékkel
torténd kolesonhatéasra, mely a szilard feliilethez torténé tapadasukat biztositja. Az



integrin heterodimer receptor csaldd tagjai transzmembran hidat alkotnak az ECM
fehérjék és a citoszkeleton aktin filamentjei kozott, szabdlyozva ezzel a sejtek
tapadasit az ECM-hoz, valamint az ehhez kapcsolédd sejtosztodast,
differencialodast vagy apoptézist irdnyité jelatviteli folyamatokat. (Keely et al.,
1998).

Az integrin receptorok extracellularis stimulus hidnydban diffiizan
helyezkednek el a sejtfelszinen és nem kapcsolédnak a citoszkeletonhoz.
Kapcsolodasuk az ECM fehérjékkel mint pl. a fibronektin, vitronektin, kollagén a
B alegység konformécié véltozasat okozza, mely lehetévé teszi a sejten beliili
szerkezeti fehérjékkel, pl. talin, vinculin, paxillin valé direkt vagy indirekt
kolcsonhatast, az aktin polimerizaciét és az integrinek egymdas melletti
csoportokba rendez6dését (Felsenfeld et al., 1996). A Rho GTP4z aktivacidjara a
kisebb aktin filamentek egyre nagyobb aktin rostokka rendezédnek, s pozitiv
visszacsatoldssal tovabb segitik az egyre nagyobb integrincsoportok kialakulasat,
melynek kovetkeztében egy jol szervezett, immunfluoreszcens jel6lés utan
mikroszképpal jol lathatd, az integrineket és a sejten beliili fehérjéket
magabafoglal6 citoszkeletalis struktira, a fokélis adhézios (FA) komplex j6n létre
(Burridge et al.,, 1996). A FA komplexben az integrin transzmembran fehérjék, a
sejt szerkezeti-(a-aktin, vinkulin, talin) és jelatvivo fehérjéi (pl. FAK, Crk,
p130°) jol definialt rendszer szerint kapcsolédnak. A FA komplexet alkotd
fehérjék dinamikus kapcsolatit és ezen keresztiil a FA komplexek létrejottét
illetve szétesését a sejtekben miikodé kindzok és foszfatazok miikodésének
mindenkori egyensulya biztositja, lehetévé téve a citoszkeletalis rendszer

dinamikus ujrarendez6dését (Burridge et al., 1996).

1.3.2. Az integrin receptorok-ECM koélcsonhatas indukalta jelatviteli folyamatok
L: A FAK aktivacidija.

Mivel az integrin receptorok nem rendelkeznek 6nallé Kkatalitikus
aktivitassal, a FA komplexekhez direkt vagy indirekt médon kapcsol6do, sejten
beliili tirozin kindzok, mint pl. a Src, az Abl, a FAK, az integrinhez kapcsolt

szerin-treonin kindz ILK (Wary et al, 1996) kozvetitik a receptor indukalta
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jeleket. Ezen nem receptor tipust kindzok koziil a legjelentésebb a FAK (Schaller
et al., 1994)(5.dbra). A tobbi ismert citoszolikus tirozin kinazzal ellentétben a
FAK nem tartalmaz SH2 ill. SH3 doméneket, viszont tobb olyan prolin gazdag
régiot és foszfotirozint tartalmaz, melyek mas fehérjék SH2 és SH3 doménjeinek
kapcsolddasi pontot kinadlnak. A fehérjén maig Gsszesen hat tirozint azonositottak,
mint foszforilaciés helyet (5.dbra). A FAK/B integrin citoplazmatikus lanc
kapcsolat egy koztes kapcsold fehérjén, a talinon vagy a paxillinon keresztiil jon
létre (Chen ef al., 1995; Burridge et al., 1992). A FAK/paxillin illetve talin
kapcsolathoz a FAK C-termindlis végén talalhato FA cél szekvencia (FAT)
sziikséges (5.dbra) (Hildebrand et al., 1995).

e o)

712715 873-876  919-1427

PR § IPRO 2/

®
Tyr861 Tyr92§

KINAZ DOMEN

NH, ! !

Tyr397 Tyrd07

SH2 SH2

5.dbra. A FAK szerkezete. Az dbra feltiinteti a hat ismert in vivo tirozinfoszforilacios helyet,

a két prolingazdag régiot, a FAT (fokalis adhézios target) szekvenciat és a hozzajuk

kapcsolédé SH2, SH3 domént tartalmazé fehérjéket.

Az FAK aktivaciéjat kovetéen a fehérje legjelentdsebb tirozinja, a Y>”,
autofoszforilalodik (Schaller ef al., 1995), és mind a Src és Fyn kinaz SH2
doménjének, mind a foszfatidil-inozitol-3-kinaz (PI3K) szamara kapcsolddasi
pontot biztosit (Schaller et al., 1994). A Src kinaz kapcsoldodasa a FAK-hoz a
molekula tovabbi tirozin foszforilacidjat okozza. Az ismert hat tirozin koziil csak
a Y>?" az, amelyre a foszfatcsoport egyertelmiien a FAK autofoszforilalé aktivitasa
révén kertil, a tobbi tirozint a Src kinaz foszforildlja. A FAK kindz doménjében
levd tirozinok, a Y7 és a Y°'° foszforildltsiga az enzimaktivitast pozitivan
befolyasolja, a Y*°” a Src és a PI3K, a Y**° pedig a Grb2 kapcsolddasat teszi

lehet6vé. A Y7 ésa Y®! szerepe nem ismert.
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1.3.3. Az integrin receptorok-ECM kolcsonhatas indukalta jeldtviteli folyamatok
II: A Crk medialt jelétviteli utak,

A Src kinaz, illetve a Src/FAK-kinazok egyiittesen a hozza kapcsolédé FA
szerkezeti fehérjéket (pl. tensin) és az adapter p130°® fehérjét is foszforilaljak. A
p130°* és a paxillin foszfotirozinjai kapcsolé helyet hoznak létre a két adapter
fehérje, a Crk és a Nck szdmdra, lokalizalva ezzel a Crk jelatviteli utat a FA
komplexekhez. A Crk fehérjéhez kapcsolodé molekuldk, a C3G, DOCK180 az
Crk-SH3 doménen keresztiil igy szintén a FA komplexhez kapcsoltak (4.dbra).

JNK aktivacid, sejtosztédas szabdlyozds: A Crk mind a C3G fehérjén
(Tanaka et al., 1998), mind a DOCK180/Rac komplexen (Dolfi et al., 1998)

keresztiil résztvesz a c-Jun NHj-terminalis kindz (JNK) aktivacidjaban, mely

bejutva a sejtmagba foszforilalja a c-Jun-t, majd a c-Jun/c-Fos komplex (AP-1
transzkripciés faktor) a sejtosztédashoz sziikséges korai gének atirdsat
szabalyozza.

Sejtmozgés, citoszkeleton atrendezddés, sejtek feliileti szétterjedése: A

sejtmozgashoz a citoszkeleton, az aktin-miozin motor idében és térben torténd
folyamatos ujrarendezddésére van sziikség. Az ezeket a folyamatokat iranyitd
kiilénboz6 jelatviteli utak és egymassal valé kapcsolatuk ma még pontosan nem
ismert. A sejtmozgast az ECM adhézid/integrin kapcsolat és a ndévekedési
faktor/receptor komplex éltal aktivalt intracellularis jelatviteli utak inditjak el. A
novekdési faktor/receptor komplex altal aktivdlt MAPK foszforildlja a miozin
konnyl lanc-kindzt (MLCK), ami miozin foszforilacidhoz és az aktin-miozin
motor kialakulasdhoz vezet, lehetdvé téve a mozgashoz sziikséges kontrakciét
(Stupack et. al., 2000). Az ECM adhézi¢/integrin kapcsolat a FAK/Src komplexet
aktivalja, ami a pl30°* foszforilacidjdhoz vezet. A pl130°*/Crk komplex a
DOCK180 effektor fehérjén keresztiil aktivalja a Rac GTPazt (Kiyokava et. al.,
1998), s ezaltal ,,molekuléris kapcsoloként” miikddik az aktin polimeriziciéban
(Klemke et. al., 1998). Mind a novekdési faktor/receptor komplex, mind a ECM
adhézid/integrin kapcsolat altal aktivalt jelatviteli 0t sziikséges a sejtmozgas

iranyitdsdhoz. Az integrinek FAK/p130°®/Crk komplexen egy masik, a
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citoszkeleton-atrendez6dést, a FA komplexek kialakulasat és érését, valamint a
feliileti szétterjedést iranyit6 kis molekulatomegii GTPazt, a Rho-t is aktiviljak. A
pontos jelatviteli it nem ismert, de a folyamatban valdszinilileg egy, még
azonositatlan Rho GEF fehérjének is szerepe van. Bar ez a fejezet a FAK
aktivaciot kovetd Crk medialt jelatviteli utakat taglalta, t6bb irodalmi adat
tAmasztja ala azt a tényt, hogy a Crk egy visszacsat6lé6 mechanizmuson keresztiil
aktivalhatja a FAK-t. A v-Crk transzformalt sejtekben az onkogén crk emeli a FA
fehérjék foszfotirozin szintjét és a FAK aktivitasit. Mindez azt mutatja, hogy a
Crk mind a FAK el6tti, mind a FAK utani jelatviteli jeleket befolyasolja (Polte et.
al., 1995).

17



2. CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy mar sok olyan fehérjét azonositottak, melyek a Crk
N-termindlis SH3 doménjével lépnek kolcsénhatisba, a Crk C-termindlis SH3
domén esetében nem sikeriilt azonositani egy kolcsénhatd fehérjét sem. A fehérje
ezen részének funkcidéja mind a mai napig ismeretlen. Annak érdekében, hogy
t6bb informacidt kapjunk a Crk C-termindlis régionak illetve a két SH3 domént
Osszekotd linkerrégionak a fehérje miikodésében és a FAK medialt jelatviteli

folyamataiban betoltott szerepérol, célul tiiztiik ki, hogy:

1. kiillonb6z6, a C-termindlis SH3 domént, illetve a két SH3
domént dsszekoté linker régiét érinté pont és delécids

mutanst dllitunk elg.

2. vizsgaljuk ezen mutinsok hatisat a FA komplexet alkoté

FAK, paxillin és p130°* fehérjék foszfotirozin szintjére.

3. vizsgéljuk a Sre, Abl és FAK kindzok illetve a PTP-PEST,
PTEN foszfatazok szerepét a folyamatban. J

4, vizsgaljuk a mutinsok szerepét az NIH3T3 fibroblaszt sejtek
FA komplexeinek kialakuldsdban.
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3. ANYAGOK, MODSZEREK

3.1. Plazmid konstrukecidok

A tirozin specifikus PTEN foszfatazt a pFLAG-CMV-2 (Kodak) (kdszonet
Dr. Maria Georgescunak, The Rockefeller University), a PTP-PEST foszfatazt
(Dr. M. Trembley, McGill University) a pcDNA emlds expressziés vektor
kédolta. A FLAG-tagged paxillin, GST-p130°*, kinaz deficiens Abl (K290M) és a
kindz deficiens Src plazmid konstrukciok leirdsat egy korabbi kézlemény
tartalmazza (Escalante et al., 2000).

A vad tipusu c-CrkII fehérjét a pEBB eml6s expresszids vektor kédolta. A
delécids CrkIl mutansokat, CrkA212, CrkA222, CrkA232, CrkA242 és CrkA255
polimeraz lanc reakciéval (PCR), szintetikus primerek (forward primer 5’-CCG
GGG ATG GAT CCG CGG GCA GTT CGA CTC CGA AGG-3’ illetve a
megfeleld reverz primerek, melyek terminacios kodont tartalmaztak) segitségével
hoztuk 1étre. Templatként a vad tipustt CrkII plazmidot hasznaéltuk.

A pEBB-CrkA242g, konstrukciét a forward 5°-CCG GGG ATC CAT
GGC CGG GCA GTT CGA CTC CGA GG-3’ és a reverz 5’-GGC CGC GGC
CGC CCC GGG CAT AAA AAG GGC CAT TCT G-3° primerek
felhasznélasaval PCR reakciéval klonoztuk. A forward primer BamHI, a reverz
primer Notl restrikcids enzim felismerd helyet tartalmazott. Az amplifikalt
fragmentet agaréz gélelektroforézis utdn QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)
segitségével tisztitottuk és Notl and BamHI enzimmel emésztett pEBB expresszids
vektorba ligaltuk. Minden muténs konstrukciét szekvenalassal ellenériztiink.

A pCX-CrkA242g -GFP és pCX-CrkII-GFP rekombindns retrovirus
konstrukcidkhoz a pEBB-CrkA242g,. és a pEBB-CrkIl plazmidokat NofI-BamHI
enzimekkel emésztettik, majd az 5’ tilnyulé végeket Klenow polimeraz
enzimmel felt6ltottiik és EcoRI emésztett/Klenow kezelt pCX-GFP (koszénet
Tsuyoshi Agatinak, Osaka Bioscience Institute) vektorba ligaltuk. A Crk
expresszidt a retrovirdlis long terminal repeat (LTR) és CMV promoter

kontrolalja. A zold fluoreszkald fehérje (GFP) a Crk fehérjékkel azonos
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transzkriptumrél irédik at a klénoz6 vektorban jelenlévé belsé riboszomakotd

hely (internal ribosome entry site, IRES) segitségével.

3.2. Sejttenyészetek, DNS transzfekcié, Crk rekombinans fehérjét termeld

virusok eléallitisa

Sejttenyésztés: A huméan embriondlis vese (HEK) 293T és a Bosc23
(Retromax ™, Imgen) sejtvonalakat Dulbecco’s modified Eagle’s mediumban
(DMEM) tenyésztettik 10% fetal calf serum (FCS), 100U/ml penicillin és
streptomycin  jelenlétében. Az NIH3T3 sejeteket DMEM médiumban
tenyésztettik 10% calf serum €s antibiotikum jelenlétében. Minden sejtvonalat

37C°-on, paras kérnyezetben, 5% CO, jelenlétében tartottuk fent.

DNS transzfekcid, Crk rekombinéns fehérjét termeld virusok eldallitdsa: A

tranziens expressziohoz 0.5X10° 293T sejtet 6cm-es sejttenyésztd Petri-csészékbe
oltottuk és kiilonb6z6 mennyiségli plazmid DNS-sel transzfektaltuk
Lipofectamine (Boeringher) mddszerrel. 48 6rés 37C%on t6rténd inkubalds utén a
sejteket jéghideg PBS pufferrel mostuk majd lizaltuk. NIH3T3 sejteket pCX-
CrkII-GFP expresszids vektorral transzfektaltuk majd a zold festddés alapjan a
zolden fest6d6 sejtpopulaciét FACStarPlus (Benton Dickinson, Inc.) sejtszorterrel
szétvalasztottuk és Western blot technikdval anti-CrkIl és anti-GFP
ellenanyagokkal demonstraltuk az egylittes expressziot.

A Crk expresszald virusrészecskék eloallitasdhoz a pCX-CrkA242¢ -GFP
és a pCX-CrkII-GFP plazmid DNS-t a pCL-Eco (Imgenex) plazmiddal, mely
tartalmazza a gag, pol, és Ecotrophic gp70 virus fehérjéket, 1:1 aranyban
kotranszfektaltuk 50% konfluens Bosc23 sejtekbe Lipofectamine modszerrel,
szérummentes OptiMEM (Gibco BRL) tédpoldatban. 4 6rds inkubalds utdn a
kotranszfekcids elegyet 10ml 10% FCS-t tartalmazé6 DMEM tapoldattal cseréltiik
le és 48 6raig inkubdéltuk. A virust tartalmazo feliiliszot 6szzegytijtottiik, 0.48um
pérus méreth filteren (Millipore) atsztirtiik és 40% konfluens NIH3T3 sejtekhez
adtuk 5pg/ml Polybrene (Sigma) jelenlétében.
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3.3. Western blot, ellenanyagok

Sejtlizis, PAGE: A sejtlizis jéghideg HNTG pufferben (20M HEPES,
150mM NaCl, 10% glicerin, 1% Triton-X-100 pH.: 7.5, 0.1mM Na,MoQ,, 1%
Aprotonin, ImM PMSF, Sug/ml Leupeptin.) 15 percig jégen tortént. A lizitumot 5
percig 4C’on centrifugaltuk 13.000 rp.m. sebességgel. Az Osszfehérje
koncentraciét a Bio-Rad protein assay kittel hatdroztuk meg. Az azonos
mennyiségl sejtlizaitumokat SDS-t tartalmazé minta pufferben 5 percig forraltuk
és 8% vagy 10%-os SDS-polyacrylamid gélen elektroforézis segitségével (PAGE)
elvalasztottuk.

A koimmunoprecipitaciés vizsgalatokhoz azonos mennyiségli (500ug)
total fehérje mennyiséget az elsédleges ellenanyaggal 4C%-on 3 6rat majd, nytlban
termeltetett egér ellenanyaggal illetve Protein A Sepharose-zal (Pharmacia) 1 6ran
keresztiil inkubéltuk. A Sepharose gyongydt az elektroforézis elétt alacsony
detergens koncentraciéji HNTG lizis pufferrel (0.1% Triton-X-100) haromszor
mostuk.

Western blot analizis: A Western blot analizishez a sejtlizatumokat illetve
az immunkoplexeket SDS-PAGE elktroforézissel elvalasztottuk és PVDF
membranra (Millipore) elektro-blottoltuk. A membrant 1% BSA-t tartalmazé
TBS-ben (Tris-buffered saline) blokkoltuk és 3 6raig szobahOmeérsékleten
inkubaltuk az alabbi elsédleges ellenanyagokkal: anti-Crk-SH2-RF51, anti-PTP-
PEST, anti-pTyr 4G10 (0.1ug/ml), anti-Flag (0.1pg/ml), anti-p130°* (0.25ug/ml),
anti-Paxillin (0.1pg/ml), anti-FAK anti-GFP anti-pCrk 1:1000 higitasban. A
membrant haromszor mostuk 0.02% Tween 20 detergenst tartalmazé TBS
pufferben, majd HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal (Jackson Laboratories,
Bar Harbor, ME, USA) 1:5000 (0.02ug/ml) higitisban egy oran Kkeresztiil
inkubéltuk. Az immunreaktiv fehérje csikokat Enhanced Chemiluminescence

Reagent (ECL) (Amersham) segitségével detektaltuk.

Ellenanyagok: Anti-Crk-SH2 (RF51) (Knudsen ef al., 1994) a CrklII és a
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C-terminalis delécidés mutans detektalasira. Anti-PTP-PEST (CSH8 pAb) (Nick
Tonks, CSHL) (Garton et al,, 1997), anti Crk-pY*** (Michiyuki Mathsuda, NIH
Tokyo, Japan) (Hashimoto et al., 1998), anti-FAK és anti-p130“** (Transduction
Laboratories), anti-pTyr 4G10 (Upstate biotechnologies), anti-GFP (NE
Biolabs), anti-Paxillin (Zymed), foszfo-specifikus anti-FAK (Biosource)

3.4. Kinaz aktivitas mérés

A c-Abl immunkoplexek kinazaktivitdsdnak megéllapitdséhoz a
komplexeket [y-*PJATP és GST-Crk 120-225 (Escalante et al., 2000)
hozzdadasaval 20 percig szobahémérsékleten inkubdltuk, az SDS-PAGE
elektroforézis el6tt SDS mintapufferben forraltuk. A gélt 50% metanol/10%
ecetsavban fixdltuk és autoradiografaltuk. A mennyiségi analizis Molecular

Dynamics Phospho-Imager-rel t6rtént.

3.5. A sejtek fluoreszcens jelolése

A sejtek fluoreszcens jeloléséhez a fed6lemezeket humén fibronektin
(Becton Dickinson) 50ug/ml PBS oldatiban 60 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk, majd a felesleges matrix fehérjét PBS pufferrel lemostuk. 48 6raval a
sejttranszfekciot kovetden a sejteket dsszegylijtottiik és fibronektinnel 5pg/cm?
stirliségben bevont fedélemezen 12 6rat inkubaltuk. Kézvetleniil a jel6lés elott a
sejteket 3% paraformaldehidben 30 percig fixaltuk, mostuk, majd 0.2% Triton-X
oldattal S percig permeabilizaltuk. A lemezt ezutan SOmM glicint tartalmazé PBS
oldattal 10 percig blokkoltuk, majd 0.25% zselatin oldattal 10 percig
szobah6mérsékleten inkubaltuk. Az elsGdleges ellenanyagot (anti-paxillin €s anti-
pY 4G10, 1:200 higitasban) parafilmre cseppentettiik és az el6készitett sejteket
tartalmazé fed6lemezeket az oldatra rafordiva 45 percig, majd tobbszéri mosas
utan 1:200 higitast rodamin-konjugalt anti-egér ellenanyaggal tovabbi 30 percig
inkubaltuk. Mosas utan a fed6lemezeket ProLong antifade reagens (Molecular
Probes) segitségével targylemezre rogzitettiik és Nikon E800 Eclips fluorescens

mikroszképpal vizsgéltuk. A fényképek a mikroszkdphoz rogzitett digitalis
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fényképez6géppel, JPG file formatumban késziiltek. A sejtfelszini teriiletet a sejt
kérvonal mérése utan integralassal, az Adobe Photoshop software segitségével

allapitottuk meg.
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4. EREDMENYEK

4.1. A rekombinans Crk fehérjéket kodolo plazmid konstrukeciok létrehozasa.

A C-terminalis SH3 domén és a linkerrégié szerepének tanulmanyozasara

kiilonbdz6é mutans Crk fehérjéket expresszald rekombinans plazmidokat allitottunk

eld. A dolgozatban hasznalt CrkII mutansok szerkezetét és tulajdonséagait a 6.dbra

mutatja.
Crk domén struktira Tulajdonsig
Crk I : Vad tipus
SH2 SH3 (N) SH3 (C)
Y222F e Mutécié az
Abl foszforilaciés helyen
W276K Muticié a C-terminalis
SH3 doménben
Megyviltozott szerkezetii
A255 linker/SH3 doménhatar
Megvaltozott szerkezetii
A242 gy, linker/SH3 doménhatar
A242 C-terminalis SH3 deléciés mutans
A232 Linker mutans
A222 Linker mutans
Crk 1 V.ad tipu's,
splice varians

6.dbra. A dolgozatban hasznalt Crkll mutansok szerkezete és tulajdosaga.

A CrkY222F muténst a linkerrégié 222-es pozicidji tirozin-fenilalanin

pontmutacioja, a CrkW276K mutéanst a C-terminalis SH3 domén 276-0s pozicioju

triptofan-lizin cseréje, a CrkA255 és a CrkA242;, mutansokat a linkerrégio/C-
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terminalis SH3 domén hatar megvaltozott szerkezete, a CrkA242 mutanst a teljes
C-termindlis SH3 domén hidnya, a CrkA232 és a CrkA222 mutansokat a
linkerrégionak a jelzett helyen torténd delécidja jellemez. Kisérleteinkhez a két,
vad tipusu természetes splice varidns, a CrkIl és a Crkl mellett négy, a C-
termindlis SH3 domént és harom, a linkerrégidt érint6é deléciés és pontmutans
fehérjét kodol6 plazmidot transzfektaltunk NIH3T3 fibroblaszt és human vese
epithelium sejt sejtvonalba (HEK 293T).

4.2. A C-terminilis Crk mutdnsok hatasa a p130°* in vivo foszforilaltsagi

allapotara.

A Kkiilénbézd Crk mutasokat (7.dbra) illetve a pl30°* fehérjét
transzfekcidval egyiitt juttattuk be human vese epithel sejtvonalba (HEK 293T) és
Western blot analizissel vizsgaltuk a fehérjék foszforildltsagi allapotat.
Kisérleteink azt mutattak, hogy a p130°* foszforilicidja nagymértékben fliggott a
Crk expresszi6jatol (7.dbra A. Panel, 1. és 2. oszlop). A kiilénb6z6 C-terminalis
delécios mutansok, CrkA222, CrkA232 és CrkA242 a vad tipusu CrkII fehérjéhez
képest mind koézel azonos mértékben emelték a foszforilalt p130°® mennyiségét.
(7.dbra A. Panel, 4. 5. és 6. oszlop) Ezzel ellentétben a CrkA255 mutans, mely a
teljes linker régiot és a C-terminalis SH3 domén 13 aminosav hosszusagu
szekvenciajat tartalmazta (6.dbra) igen nagy mértékben emelte a pl130°*
foszfotirozin szintjét. (7.dbra A. Panel, 3. oszlop, anti-pTyr blot)

Mindemellet a CrkA255, és a CrkA242, a CrkA232-vel és a CrkA222-vel
ellentétben hiperfoszforilaciét mutatott a 222 pozicidju tirozinon. (7.dbra A.
Panel, anti-pCrk blot). Sem a CrkA222, sem a CrkA232 nem mutatott
foszforilaciot a Y222 tirozinon annak ellenére, hogy a foszforilaciés hely mindkét
mutansnal ép volt.

Ezek az eredmények magyardzhaték azzal, hogy a C-termindlis SH3
domén elején elhelyezkedé 242-255 aminosav hosszisagu szekvencia egy olyan
effektor molekulat két, mely dnmagaban felelés a p130°® emelt foszfotirozin
szintjéért, esetleg meghatarozza a szubsztrat specificitast, vagy a linker régi6/C-

termindlis SH3 doménhatar szerkezeti eltérésekbdl ad6dd konformacidvaltozasa
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meggatolja a linkerrégioé természetes inhibitor funkcidjat. Ennek eldontésére egy
mesterséges CrkA255 mutanst allitottunk el6, amelyben a 242-255 terjedd
aminosav szekvenciat egy indifferens, a pEBB kloénoz6 vektorbdl szarmazo
szekvenciaval cseréltiik fel, mely egyetlen ismert emlds fehérjével sem mutat
homologiat (CrkA242-Extended Linker, CrkA242g;). Ez a mutans kozel olyan

mértékben emelte a p130°® foszfotirozin szintjét, mint a CrkA255 (7.dbra B.

panel).
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7.dbra. A c-Crkll fehérje expresszidja 293 T sejtekben a p130™ fehérje tirozin hiperfoszforilaciojat
okozza. A. 293T sejtek tranziens kotranszfekcidja a jelzett Crk muténs és a GST-p130° fehérjével.
(teljes sejtlizatum). Bal oldalon az immunoblothoz hasznalt ellenanyagok, jobb oldalon a
molsilyok vannak feltiintetve. B. 293T sejtek tranziens kotranszfekcidja a jelzett CrkA255 ill.
CrkA242;, mutins és a GST-p130™ fehérjével (teljes sejtlizitum). Jobb oldalon az
immunoblothoz hasznalt ellenanyagok vannak feltiintetve. C. 293T sejtek a jelzett kotranszfekcidja
a jelzett fehérjékkel. A gélen az immunoprecipitdlt fehérjék vannak megfuttatva. Az

immunprecipitacidhoz és a Western blothoz hasznalt ellenanyagok az dbra jobb oldalan vannak

feltiintetve. Kontrolként nem transzfektélt sejtextraktumot hasznaltunk.

Anti-Crk ellenanyaggal végzett koimmunprecipiticidés vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy a CrkA242g; szignifikdnsan tobb p130°® fehérjét kotott, mint a
vad tipust CrklIl. (7.dbra C panel.) Mindez azt jelzi, hogy az emelt foszfotirozin

szint valdjaban emelt mennyiségii Crk/p130“* fehérje komplex jelenlétére is utal.
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4.3. Mi okozza a p130°® és a Crk mutdnsok emelt foszfotirozin tartalmat?

Irodalmi adatokb6l ismert, hogy a c-CrkII SH3/SH3 linker régiéban 1évo
222 pozicidju tirozin aminosavat a nem-receptor tipust Abl tirozin kindz és az
Arg foszforilalhatja (Feller et al, 1994), a p130°® foszforilaci6jaért pedig a Src
kinaz (Sakai et al, 1997), valamint az integrin mediélt sejtadhézi6t kdvetden a
FAK felel6s (Polte et al., 1995).

Annak megéllapitasasra, hogy a c-Abl és FAK tirozin kinazoknak van-e
hatasuk a p130°*, a CrkA242g és a CrkA255 mutinsok emelt foszfotirozin

szinjére, a kovetkez0 kisérleteket végeztiik.

4.3.1. Abl kinaz szerepe a CrkY** foszforil4ciéban.

A c-Abl kindzt illetve a C-terminalis CrkW276K, CrkY222F, CrkA242g,.
mutdns, valamint a Crkl és a CrkIl vad tipusi fehérjéket 293T sejtekbe
kotranszfektaltuk, majd a sejtextraktumot anti-Crk (anti-RF51, mely specifikusan
a Crk-SH2 domént ismeri fel) ellenanyaggal immunprecipitaltuk és teszteltiik az
immunkomplexekhez kapcsolt Abl kindz aktivitast. Szubsztratként a GST-
Crk120-225 fehérjét (Escalante et al, 2000), kontrolként nem transzfektalt
sejtextraktumot hasznéltuk. A precipitdlt Crk fehérjék mennyisége az Osszes
transzfektalt sejtpopuldcidban kdzel azonos volt. Minden, a vizsgélatban szerepld
mutanshoz kapcsolt Abl kinaz aktivitdis magasabb volt, mint a kontrol (nem
transzfektalt sejtek) illetve a vad tipusu Crkll-hez kapcsolt Abl kinaz aktivitasa.
Ezen beliil is a Crkl fehérjéhez asszocidlodé Abl kindz aktivitas szignifikansan
nagyobb volt a mind a kontrolhoz, mind a t6bbi vizsgélt C-terminalis mutanshoz
képest. (8.dbra) Mindez azt mutatja, hogy a C-termindlis régié kozvetlen szerepet
jatszik a Crk-Abl koélcsonhatéasban és a Tyr222 foszforilaciéban. Ezzel ellentétben a
CrkA242g. mutinshoz asszocialédé Abl kinaz aktivitds csak kismértékben volt
magasabb a vad tipusi CrkIl mutdns fehérjéhez képest, ami azonban nem fiigg

Ossze a CrkA242g;, mutians magas pY222 szinjével. Ez arra enged k&vetkeztetni,
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hogy a CrkA242g; hatdsa a pl130°® foszfo-tirozin szintjére a c-Abl kinaztol

fiiggetlen mechanizmuson keresztiil torténik.
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8.dbra. c-Abl kinaz assay. A C-terminalis Crk mutansok emelik a fehérjéhez kapcsolt c-Abl kinaz
mennyiségét. A gélen az immunoprecipitalt fehérjék vannak megfuttatva. Kontrolként nem

transzfektalt sejtextraktumot hasznéltunk.

4.3.2. A FAK szerepének tisztdzasa a foszforilacidéban.

A FAK szerepének tisztazasdhoz a CrkW276K, CrkY222F, CrkA242g,
mutansokat és a vad tipust Crkll-t egytitt expresszaltattuk a vad tipusi FAK
kinazzal. (9.dbra).

Azt talaltuk, hogy a FAK foszforilacidja egyertelmiien a Crk II fehérje
expresszidjatol fliggott (9.dbra A panel 1. és 5. oszlop). A CrkW276K, mely a C-
terminalis SH3 doménben mutans, illletve a CrkY222F, mely a Y??2 foszforilacids
helyen mutans a vad tipust kontrolhoz képest kisebb mértékben emelte a FAK
foszfotirozin szintjét, mint a CrkA242g;, mely mind a kontrolhoz, mind a vad
tipusu CrklII fehérjéhez képest szignifikdnsan nagyobb mértékben emelte a FAK in

vivo foszfotirozin szintjét. (9.dbra A panel, anti-pFAK blot).
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9.dbra. A C-terminalis mutans CrkIl hatisa a FAK aktivaciora és a FA fehérjék, paxillin, p130°*
foszfotirozin szintjére (a géleken teljes sejtlizatumok vannak megfuttatva). A. 293T sejtek

tranziens kotranszfekcidja a jelzett Crk muténs és a FAK fehérjével. B. 293T sejtek tranziens

cas

kotranszfekcidja a jelzett Crk mutansokkal és a p130~ fehérjével. C. 293 T sejtek kotranszfekcidja
a jelzett kindzokkal és a CrkA242g, /paxillin fehérjékkel. D. 293T sejtek tranziens kotranszfekcidja
a jelzett Crk mutansokkal és a paxillin fehérjével. Az dbrék bal oldaldan az immunoblothoz hasznalt
ellenanyagok, jobb oldalan a molstlyok vannak feltiintetve vannak feltiintetve. Kontrolként nem

transzfektalt sejtextraktumot hasznaltunk.

Az integrin aktivaciot kovetéen a FAK kindz aktivitdsa és ezzel
parhuzamosan a  kulespozicigju 397  tirozin  foszforilaltsagi  foka
(autofoszforilacids hely) nagymértékben megnd, a foszforilalt Y397 kapcsolddasi
helyet kinal a c-Src kinaznak, mely az SH2 csoportjan keresztiil kapcsolodik a
FAK-hoz (Schaller et al., 1994; Eide ef al., 1995) és foszforilalja a FAK tovabbi 5
tirozincsoportjat illetve a FA komplexhez kapcsolodd egyéb fehérjéket, mint pl.
p130“*-t és paxillint (Hildebrand et al, 1995). A pY925 aminosavhoz az SH2
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doménjén keresztiil a Grb2 kapcsolodik aktivdlva ezzel a Ras/MAP szignal utat
(Schlaepferet al., 1997) (5.dbra).

Foszfotirozin specifikus anti-FAK ellenanyaggal végzett Western blot
kisérleteink azt mutattdk, hogy a CrkA242g a&ltal indukalt magas FAK
foszfotirozin szintet a 397 tirozincsoport megemelkedett foszforilaltsiga is
okozhatja. Kisérletiinkben a masik két C-terminalis mutans, a CrkW276K és a
CrkY222F csak alig kimutathaté hatassal volt a FAK Y397 foszforilacidjara.
(9.dbra A panel, anti-pY397FAK blot). Ezen feliil mind a p130°* (9.dbra B
panel) mind a paxillin (9.dbra D panel) CrkA242g, altal indukélt magas pTyr
szintje jol korrelalt a FAK megemelkedett pTyr szintjével. A p130°* és a paxillin
foszforilaciét sem a Crk pY??? (CrkII és CrkY222F, 9.4bra B és D panel, anti-pTyr
blot 1. és 2. oszlop), sem a C-termindlis SH3 domén pontmuticidja nem
befolyasolta. Egyediil ennek a doménnek a részleges deléci6ja emelte a paxillin és
a p130°* foszfotirozin szintjét.

Mig a kinaz hidnyos K295M c-Src taltermel6dése gatolta a CrkA242g, -
medialt paxillin foszforilaciét, és nem volt hatassal a CrkA242g, Y222
foszforilaciéra, addig a kindz hidnyos c-Abl blokkolta a CrkA242g Y222
foszforilaciot és nem befolyasolta a CrkA242g; medialt paxillin foszforilaciét.
(9.dbra C panel)

Osszefoglalva az Abl és FAK kindzokkal végzett kisérleteink adatait
elmondhatjuk, hogy a C-termindlis CrkII régié mind az Abl, mind a FAK

jelatviteli utak szabalyzésihoz sziikséges szabélyzé elemeket tartalamaz.

4.4. A CrkA242g;, expressziéja NIH3T3 sejtekben nagymértékben emeli a FA

komplexek szamat.

Korabbi irodalmi adatok tamasztjak ala azt a tényt, hogy a FAK aktivacio
és a FA komplexek kialakuldsa egyméssal szorosan Osszefiiggd folyamat
(Giancotti et al., 1999).

Annak ellen6érzésére, hogy a CrkA242g mutansnak van-e valamilyen

hatdsa a FA komplexekre, NIH3T3 sejteket rekombinédns retrovirus vektorral
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transzfektaltunk. A bicisztronos retrovirus vektorok a CrkA242g muténst vagy a
vad tipust CrkII fehérjét, a GFP marker génnel egyiitt kodoltdk. IRES (internal
ribosome entry site) segitségével a két fehérje azonos prométerrdl, de kiilén
mRNS-ként irodott at a sejtekben. A GFP pozitiv sejteket FACS technikaval
kiilonvalasztottuk és anti-GFP illtve anti-Crk ellenanyaggal kimutattuk, hogy a
GFP pozitiv sejtekben valdban kifejez6dik a Crk fehérje is (/1.dbra). A retrovirus
infekciét kovetéen a sejteket fibronektinnel kezelt feddlemezekre tettiik és
vizsgaltuk a FA komplexek mennyiségét (anti-paxillin ellenanyaggal) (10.dbra, A-
C-E panelek) illetve azok pTyr tartalmat (anti-pTyr ellenanyaggal) (10.dbra, B-D-
F). A CrkA242g, transzfektélt sejtek kozel kétszer nagyobb feliileten tapadtak a
fedélemezre, mint a vad tipust CrkiII fehérjét illtve az iires vektort expresszald
sejtek, ami egyiitt jart a FA komplexek szdmanak novekedésével is (10.dbra, A-C-
E panelek., és 11.dbra) Ezekben a sejtekben a FA komplexek erds pTyr festédést
mutattak, ami arra utal, hogy a CrkA242g noveli az érett FA komplexek
stabilitasat (/0.dbra, F. panel). Ezzel ellentétben a vad tipusi CrkIl fehérjét
taltermeld sejtek orsé formajuak voltak, hosszu filopédiumokat ndvesztettek €s
kevesebb volt a FA komplexek szama a vektorhoz képest (10.abra, C-D panel)
Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az intakt C-terminéalis SH3 domén

negativan befolyasolhatja a komplexek in vivo stabilitasat.
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10.dbra. A CrkA242g; mutans fehérje tultermelédése NIH3T3 sejtekben emeli a FA komplexek
szamat. A sejteket rekombindns pCX-GFP (A. és B. panelek), pCX-GFP-CrklII (C. és D. panelek)
és pCX-GFP-CrkA242g; (E. és F. panelek) fehérjéket kifejezd retrovirussal transzfektaltuk. Az
immunfluoreszcencidhoz anti-pTyr (B. D. és F. panelek) és anti-paxillin (A. C. és E. panelek)
elsédleges illetve rodamin-konjugalt masodlagos ellenanyagot hasznaltunk. A G. és H. panelek a
CrkA242g; pozitiv és a CrkA242g; negativ sejtek anti-paxillin festddését (G. panel) és ugyanazon
sejtek GFP fluoreszcencigjat (H. panel) mutatjdk azonos latomezdben. A eredeti nagyitds 630-

szoros. A képek jobb alsé sarkaban 1évé méretvonal 3um.

Blot: anti-GFP
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i ‘ m Blot: anti-Crk
40
30
20
10

Sejtfelszin nagysaga (relativ egység)

CrkA242, CrKkII vektor

11.dbra. A diagramm a jelzett Crk muténs fehérjéket és a GFP jelz6 fehérjét egyiitt kifejez6
NIH3T3 sejtek relativ sejtfelszini nagysagat, a Western blot a két fehérje egyiittes jelenlétét

mutatja (teljes sejtlizatum).

4.5. A CrkA242g, altal indukalt FAK, paxillin és p130‘* hiperfoszforilaciét a
protein foszfatiaz PTP-PEST ellensilyozza.

A FA komplexben az integrinek, a sejt szerkezeti- és jelatvivo fehérjéi jol

definialt rendszer szerint kapcsoldédnak. Ezt a dinamikus kapcsolatot €s ezen

keresztil a FA komplexek létrejottét, illetve szétesesét a sejtekben miik6do
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kinazok és foszfatdzok miikodésének mindenkori egyensilya biztositja.

Mi két, a paxillin, FAK és pl30°® fehérjék defoszforilacidban
feltételezhetden szerepet jatszé foszfatdz (PTP-PEST és PTEN) miikodését
vizsgaltuk. A PTP-PEST deficiens egérbdl szdrmazé fibroblaszt sejtekre a
paxillin, a p130°® és a FAK hiperfoszforilacidja, valamint a normal sejtekhez
képest nagyobb szamt FA komplex jellemz6 (Angers-Loustau et al., 1999). Mind
a p130°®, mind a paxillin fehérjérd] kimutattak, hogy specifikus kolcsonhatasban
van a PTP-PEST foszfatdzzal (Cote et al., 1999; Garton et al., 1999).

Annak eldontésére, hogy a Crk-medidlt paxillin és p130°*
hiperfoszforilaciot a PTP-PEST ellensilyozza-e, 293T sejteket CrkIl, CrkA242g,
és PTP-PEST vektorokkal, illetve a kiilonboz6 FA fehérjékkel kotranszfektaltuk
(12.dbra A panel). A PTP-PEST hatasara mind a CrkIl mind a CrkA242g, altal
indukalt p130°* hiperfoszforilacié6 megsziint (/2.dbra A panel, 1., 2. és 3., 4.
oszlop, anti pTyr blot). Ezzel ellentétben a PTP-PEST semmilyen hatassal nem
volt a Crk Tyr??? foszforilaltsagara. (I2.dbra A panel, anti pCrk blot).

_ Mivel a PTP-PEST a FA fehérjékhez kapcsolédva szabalyozza a FA
komplexek kialakulaséat illetve szétesését, megvizsgaltuk, hogy a CrkA242g_
indirekt médon hatdssal van-e¢ erre a kolcsonhatdsra. Azt tapasztaltuk, hogy a
CrkA242g. mutins expressziéja nem befolyasolta a pl130°® és a paxillin

Annak ellenére, hogy nem talaltunk direkt kapcsolatot a PTP-PEST és a
FAK ko6zott sem, a PTP-PEST tultermelddése teljesen ellensilyozta a CrkA242g;,
altal indukalt FAK hiperfoszforilaciét (12.dbra, C panel). Ezek a hatasok a PTP-
PEST-re specifikusak, mert a PTEN expresszi6é nem volt hatassal a Crk indukalt
FAK foszforildciéra (12.dbra, D panel).
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12.dbra. A PTP-PEST és a PTEN foszofatazok szerepe a Crk medialt paxillin és p130°*
tirozinfoszforilaciéra. Bal oldalon az immunoblothoz és az immunprecipitaciéhoz hasznélt
ellenanyagok, jobb oldalon a molsulyok vannak feltiintetve 4. 293T sejtek tranziens
kotranszfekcidja a vad tipusu CrkIl, a mutans CrkA242g és a pl30°* fehérjékkel, majd
immunprecipitacio anti-PTP-PEST ellenanyaggal (teljes sejtlizatum). B. A CrkA242g mutans
nincs hatassal a PTP-PEST és a FA fehérjék kolcsonhatasdra. A gélen az immunoprecipitalt
fehérjék vannak megfuttatva. C. A PTP-PEST ellensulyozza; a PTEN D. nincs hatéassal a Crk-
indukéalt FAK hiperfoszforilaciora. (teljes sejtlizditum). Kontrolként nem transzfektalt

sejtextraktumot hasznaltunk.
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5. OSSZEGZES, TARGYALAS

5.1. Az eredmények 6sszefoglalasa.

A CrKkII egy SH2-SH3-SH3 doménszerkezetli adapter fehérje, mely fontos
szerepet jatszik sok extracellularis ingert kéveto jelatviteli folyamatban. A fehérje
SH2 és N-terminalis SH3 csoportjarél sok adat gytlt mar Gssze, beleértve a
kélcsonhato fehérjék azonositasat illetve az ezekhez koétott funkcidt.

Kérdéses azonban a C-termindlis SH3 csoport és a SH3 doméneket
Osszekotd linker régié szerepe, mivel nem sikeriilt még ezekkel a régiokkal
kolcs6nhat6 fehérjéket azonositani. Kisérleteink célja az volt, hogy a C-terminalis
és a linkerrégié szerepét minél jobban megértsiik. Eredményeink az aldbbiakban

Osszegezhetdk (13.dbra):

1. Kiilonb6z6, a C-termindlis SH3 domént és a linker régiot érintd
muténst allitottunk elé és vizsgaltuk a tirozin kinadz jelatviteli

folyamatban betdltott szerepét.

2. A C-termindlis mutansok (CrkW276K, CrkY222F és a CrkA242)
és a Crkl mind emelték az N-termindlis doménhez kotott c-Abl
kindz mennyiségét €s ezzel parhuzamosan a CrkY222F kivételével

a Crk Tyr*?? foszforilaciot.

3. A deléciés mutansokkal végzett kisérletek a fehérjének egy, a FAK
aktivicigjaban szerepet jatsz0 szegmentjének szerepére is
ravilagitottak. Ezek a mutansok, a CrkA255 (C-terminalis SH3
domén delécié) és a CrkA242g (CrkA242 extended linker),
melyeket a linker régi6é/C-terminalis SH3 doménhatar megvaltozott
szerkezete jellemez, a FA komplexben jelenlévd fehérjék, a FAK, a

paxillin és a p130°* erés hiperfoszforilaciéjat okoztak.
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4. A CrkA242;; mutans ezen feliil nagymértékben emelte az NIH3T3
fibroblaszt sejtek FA komplexeinek szamat.

5. A CrkA242g; hiperfoszforilaciot indukalé hatasat mind a PTP-
PEST, mind a domindns negativ c-Src taltermelddése
ellensilyozta. Nem volt ilyen hatassal azonban sem a PTEN
foszfataz, sem a dominans negativ c-Abl tultermelddése.

Ritiibe e Hat{lsa a pz::(sillin Haté§a NIH3T3
. . ” és p130 sejtek FA
Név Tulajdonsag FAK az Abl i y
L e foszforilaltsagi komplexeinek
kinazra Kinazra A
allapotara szamara
CrkIl Vad tipus Ir ar G A
Mutéci6 az Abl
Y222F foszforilacios =t et o NA
helyen
Mutéci6 a C-
W276K terminalis SH3 S Gt et NA
doménben
Megyviltozott
szerkezetii
A255 linker/SH3 SE slzols SiEltats NA
doménhatar
Megvaltozott
szerkezet(i
A242y,, linker/SH3 St S A S
doménhatar
C-terminalis
A242 SH3 delécios =l NA el NA
mutans
A232 Linker mutans o NA T NA
A222 Linker mutans S NA AR NA
TR i it NA NA
varians
189 Y222 243 294

SH3 (N)

SH3 (C)

A FAK negativ szabalyozasaban
résztvevo régio

== Az Abl negativ szabalyozasaban
résztvevo régio

13.dbra. Az eredmények osszefoglalasa. (NA: nincs adat)
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Kisérleteink azt bizonyitjdk, hogy a C-termindlis régié olyan negativ
szabalyz6 elemeket tartalmaz, melyek konformdacié valtozasa, vagy asszociacidja
mas fehérjékkel (pl. PTP) a fehérje funkcidjat, s ezaltal mind az Abl, mind a FAK
medidlt jelatviteli folyamatokat negativan befolyasolhatjak.

5.2. Targyalas.

Kisérleteinkkel kimutattuk egyrészr6l, hogy a CrkW276K mutans
(pontmutaci6 a C-terminélis SH3 doménben), a CrkY222F muténs (pontmutécié a
tirozin foszforildciés helyen) és a C-termindlis deléciés mutansok, Crkl
(természetes splice varians) és a CrkA242 (C-terminalis SH3 domén deléci6) mind
nagyobb mennyiségii c-Abl kinazt kotottek és ezzel parhuzamosan emelt Crk'Y??
foszforilaciot mutattak (kivéve a CrkY222F mutanst, ahol a foszforilaciés hely
mutins volt). Masrészrél a C-termindlis mutdns CrkA242g, és a linker régio
mutans CrkA255, melyeket a SH3 linker régié/C terminalis SH3 doménhatar
megvaltozott szerkezete jellemez, a FAK és a FA fehérjék, paxillin, p130°*
foszforilaciojat okozza és ezzel parhuzamosan a fibroblaszt sejtek FA
komplexeinek szdmat nagymértékben megnéveli.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a Crk C-termindlis régidja
szabalyzé szerepet jatszhat mind az Abl mind a FAK medialt tirozin kindz szignal
utakban, ami megfelel az irodalombdl mar ismert adatnak, miszerint a Crk C-
terminalis régio feltételezhetGen negativ regulalo szerepet tolthet be (Ogawaet al.,
1994).

A C-terminalis mutansok, CrkA242g,, CrkW276K, CrkY222F és a splice
varians CrkI-t mind nagyobb mennyiségi Abl kinazt kétottek a kontrolhoz képest.

Ezzel jol korrelalt a mutans fehérjék magas pTyr*?

szintje, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a C-termindlis SH3 domén/linker régié visszahajolva
sztérikusan gatolja az N-termindlis SH3 domén/Abl kindz koélcsénhatast,
megakadalyozva ezzel az Abl mediélt Tyr*?* foszforilaci6t. Irodalmi adatok
tamasztjak ala, hogy a Crk Tyr**? foszforil4cidja konforméci6 valtozast okoz a
fehérje N-termindlis részén gétolva mind az SH2, mind az N-terminalis SH3

medialt kolcsonhatasokat (Escalante ef al., 2000; Rosen et al., 1995).
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Kérdéses, hogy a CrkA242g, milyen médon emeli a FAK pTyr®®’

szintjét,
hiszen a mai napig nem sikeriilt a C-terminalis SH3 doménnel vagy a linker
régidval kélcsonhato effektor fehérjét azonositani. Kizaka-Kondoh és munkatarsai
(1996) olyan specifikus, szintén a C-termindlis SH3 domén kezdetén levd
pontmutansokat allitottak eld (CrkD245R és CrkK254E), melyek megszakitottak a
CrkIl medialt EGF jelatvitelt NRK sejtekben (Kizaka-Kondoh et al., 1996). A
linker régi6 igen nagy szekvencia homoldgiat mutat a kiilonb6z6 fajok, xenopus,
csirke, egér, ember kozott (Reichman et al., 1992). Az 53 aminosav kéziil 9 prolin,
melyek kozil néhany homoldgiat mutat SH3 domén koté fehérjék kapcsold
szekvencidjaval és felveti a lehetdségét a linker région beliili 6ndllé SH3 kétd
régi6 létezésének. Bér a linker région beliil nem fordul el6 bizonyitottan Crk-SH3
kotd szekvencia (Pro-X-X-Pro-X-Lys), arra is van irodalmi adat, hogy az Abl és
Src csalddba tartozd tirozin kindzok SH3 doménje és egy egyediilallé prolin
aminosav ko6zétti kolcsonhatas autoinhibitor modulként funkcional (Barila et al.,
1998). Szerkezeti és biokémiai vizsgalatok mutathatjadk meg azt, vannak-e olyan
specifikus motivumok a linker régiéban, melyek direk médon kapcsolédnak az N-
vagy a C-terminélis SH3 doménhez, illetve hogy a specifikus prolin szubsztitiiciok
a linker régioban befolyasoljak-e a FAK aktivaciét, vagy az AbI-Crk
kolcs6nhatast. Ezek a vizsgélatok derithetnek fényt arra, hogy van-e molekulan
beliili kolcsonhatas a linker régié és a C-terminalis SH3 csoport kozott és ha igen,
akkor ez a modul fiiggetlen autoinhibitor egységként mikédik-e.

A CrkA242g, mutanssal végzett kisérletek azonban azt mutatjak, hogy a C-
termindlis rész szerepe a FAK jelatviteli ut pozitiv szabélyozasaban fiiggetlen az
Abl kinaz CrkY??? foszforilalasaban betoltott szerepétdl. Ezt a kovetkezd tények
tamasztjak ala: 1. a kinaz hianyos AbIK295M nincs hatassal a CrkA242g; medialt
FAK és p130°® hiperfoszforilaciéra. 2. a PTP-PEST taltermelédése blokkolta a
CrkA242g; indukalt FAK foszforilaciét, viszont nem volt hatassal a Crk Tyr*?
foszforilaciora. 3. a kiilénb6z6 C-terminalis mutdnsokhoz asszocialédé Abl kindz
mennyisége nem korreldlt az FAK és a FA fehérjék magas foszforilaltsagi
szintjével.

Eredményeink alapjan az feltételezhetd, hogy a Crk adapter fehérje két

kiilén szabalyzé mechanizmuson keresztiil mindkét irdnyba befolydsolja a FA
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jelatvitelt. Egyrészr6l FA jelet kozvetit az SH2/SH3 domén kapcsolédason
keresztiil azaltal, hogy SH2 doménjével a foszforilalt FA fehérjékhez kapcsolédik,
N-terminalis SH3 doménjén keresztiil pedig a C3G, DOCK180 és Abl effektor
molekulakat kéti (4.dbra) (Kiyokawa et al., 1997). Masrészrol a linker régio/C-
terminalis SH3 domén negativ reguldld szerepe miatt egy visszacsatold
mechanizmussal szabalyoza a FAK, paxillin és p130°® tirozin foszforilaltsagi
allapotat. A jelenlegi modellek szerint az integrin medialt adhézi6 €s sejtmozgés
dinamikus folyamat, melyhez a FA komplexek folyamatos ,,0ssze- ¢és
szétszerel6désére” és ezzel parhuzamosan folyamatos tirozin foszforilaciéra és
defoszforilaciéra van sziikség (Giancotti et al., 1999). A Crk és a hozza hasonlo
molekuldk, melyek a jelatvitel mindkét irdnyaban képesek a jeltovabbitast
szabalyozni, pontosan illeszkednek ebbe a dinamikus folyamatba. Az, hogy a
CrkA242g;. a FA fehérjék, paxillin és p130°* hiperfoszforilacidjat okozza,
valamint fokozza a FA komplexek stabilizacidjat Osszegyeztetheté azzal a
fenotipussal, melyet a PTP-PEST ,knock out” fibroblaszt sejteken tapasztaltak.
Ezekben a sejtekben a paxillin, p130°® és a FAK szintén hiprfoszforilalt
allapotban van, és a FA komplexek szdma j6éval nagyobb a normal sejtekhez
képest (Angers-Loustau et al, 1999). Mindez azt sugallja, hogy a Crk C-
termindlis régidja FA komplexek folyamatos ,,0ssze- és szétszerelodését”
indukalja feltételezve egy Crk—PTP-PEST—FAK kaszkédfolyamatot. A Crk és
PEST koz6tti molekularis kommunikicié mikéntje nem tisztdzott. Irodalmi
adatokbol ismert, hogy a PTP-PEST kapcsolédashoz a paxillin molekula LIM3
doménje, illetve a p130°® fehérje SH3 doménje sziikséges (Garton et al., 1996),
mely domének ezeket a fehérjéket a FA komplexekhez kapcsoljadk. A PTP-PEST
szubsztrat specificitasat mind irn vivo, mind in vitro kisérletekben analizaltak és az
eredmények azt mutattak, hogy a fehérje a pYDXP szekvencia részletet tartalmaz6
molekulakat (pl. p130®* , illetve paxillin) részesiti elényben, csakugy, mint a Crk-
SH2 domén (Cote et al., 1999). A Crk meAQP motivum viszont nem biznyult a
PTP-PEST szamara preferalt szubsztritnak. Kérdéses az, hogy melyik sejten
beliili foszfataz jatszik szerepet a pTyr’>? defoszforilaciojaban.

Tovabbi kisérleteink arra iranytinak, hogy kéthibrid technika segitségével

j, a C-termindlis SH3 doménnel kolcsonhaté fehérjéket azonositsunk. A Crk
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fehérjének a jelatvitelben bet6ltétt pontos szerepére a tovabbiakban
molekulaszerkezeti vizsgalatok illetve a C-termindlis régiéhoz kapcsol6déd

fehérjék azonositasa és funkcidjuk tisztdzasa derithet fényt.
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9. SUMMARY.

The Crk family of adaptor proteins (c-CrkIl, c-Crkl, CrkL) are Src
Homology 2 (SH2) and SH3 domain containing proteins that have been implicated
in many signaling events of proliferation, differentiation, cell adhesion, and
cytoskeletal reorganization. Alternative splicing of the c¢-Crk gene yields two
different translation products, c-Crkl (28 kD) and c¢-CrkIl (42 kD) which only
differ in their C-terminal region. In c-CrkII, the two SH3 domains are separated by
a 54 amino acid proline-rich linker region. This spacer region also contains a
tyrosine motif Y222 AQP that can be phosphorylated by c-Abl, creating an
intramolecular binding site for the Crk SH2 domain that regulates the folding and
ability of both SH2 and SH3 domain interactions with cellular proteins.The role of
Crk in the aforementioned signaling pathways is primarily mediated by the SH2
and the first SH3 domain which form specific interactions with intracellular
proteins. The SH2 domain of Crk and CrkL binds in the context of phospho Tyr-
X-X-Pro, and primarily interact with tyrosine phosphorylated FA proteins p130°*
and paxillin. The N-terminal SH3 domain of Crk and CrkL binds to proline-rich
sequences in the context of Pro-X-X-Pro-X-Lys, and interacts with a limited
number of cellular proteins including C3G, a guanine nucleotide exchange factor
for Rapl, DOCK180, a regulator of Rac1, and the tyrosine kinase c-Abl.

The involvement of Crk in intracellular signaling is initiated by many types
of extracellular stimulation that include growth factors, mitogenic lipids,
engagement of the T cell and B cell receptors, and adhesion of cells to
extracellular matrix. Many of these induce the tyrosine phosphorylation of the FA
proteins p130°® and paxillin, which recruit Crk and its SH3 binding partners to the
cytoskeleton where the signals can be coupled. Previous studies have shown that
binding of DOCK180 to tyrosine phosphorylated p130 cas /c-Crk II complex
results in GDP-GTP exchange activity on Racl, which is critical for integrin-
mediated cellular migration. Additionally, binding of C3G to the p130 cas /c-Crk
IT complex has been implicated in integrin-mediated JNK activation and G1 to S

cell cycle progression. Besides acting to transmit signals from tyrosine
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phosphorylated focal adhesion proteins to downstream effector pathways, there is
also evidence that Crk can feedback and act upstream to activate FAK. For
example, in cells transformed by v-Crk, the product of the avian sarcoma virus
CT10, oncogenic Crk induces FAK activation and a specific elevation in the
tyrosine phosphorylation of p130°® and paxillin, indicating that the recruitment of
Crk to focal adhesions represents a point of convergence for both upstream and
downstream signals to FAK.

Despite the fact that several proteins have been identified that bind to the
N-terminal SH3 domain, no cellular molecules have been shown to interact with
the Crk C-terminal SH3 domain, and the function of the C-terminus of c¢-Crk II is
poorly understood. Mutations in the C-terminal SH3 domain have been shown to
disrupt EGF-induced Ras activation in NRK cells, and the C-terminal SH3 domain
negatively regulates the tyrosine phosphorylation of p130°* and the transforming
ability of Crk. In this study, we have further investigated the role of the C-terminal
region in Crk II generating a series of C-terminal SH3 domain and SH3 linker
mutants and examined their role in tyrosine kinase pathways.

Expression of point mutations in the C-terminal SH3 domain
(CrkW276K), at the tyrosine phosphorylation site (CrkY222F), or truncation of
the entire C-terminus (Crkl or CrkA242), all increased c-Abl binding to the N-
terminal SH3 domain of Crk and, where relevant, increased Tyr’?
phosphorylation. Deletion analysis of c-CrklI also revealed the presence of a C-
terminal segment important for transactivation of FAK. Such mutants, CrkA255 or
CrkA242 Extended Linker (CrkA242g)), characterized by a disruption in the SH3
linker/C-terminal SH3 boundary, induced robust hyperphosphorylation of focal
adhesion kinase (FAK) on Tyr*?’, hyperphosphorylation of focal adhesion proteins
p130°* and paxillin and increased focal adhesion formation in NIH3T3 cells. The
effects of CrkA242(g; could be abrogated by co-expression of dominant negative
c-Src or the protein tyrosine phosphatase PTP-PEST, but not by dominant
negative Abl.

Our results suggest that the C-terminal region of Crk contains negative
regulatory elements important for both Abl and FAK dependent signal pathways,

and offers a paradigm for an autoinhibitory region in the SH3 linker/C-terminal
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SH3 domain. On the one hand, mutants in the C-terminal SH3 domain
(CrkW276K) or deletions in the entire C-terminal SH3 domain, including the
splice variant c-Crkl, enhance Abl binding to Crk and increase Tyr’?2
phosphorylation. On the other hand, by analysing a series of Crk C-terminal
mutants, we describe an unusual mutant, Crk A242; -characterized by a
disruption in the SH3 linker/C-terminal SH3 domain boundary that results in FAK
activation, the tyrosine phosphorylation of FA proteins p130°® and paxillin, and
increased numbers of focal adhesions in fibroblasts. These results are consistent
with the proposed negative regulatory role of the Crk C- terminus, and suggest
that the C-terminal region of Crk may contribute to the regulation of distinct
tyrosine kinase pathways involving Abl and FAK.

Based upon the series of Crk mutants used in this study, our data suggest
that Crk utilizes two distinct regulatory mechanisms to bidirectionally regulate
focal adhesion signaling. On the one hand, Crk can transmit focal adhesion signals
by conventional SH2/SH3 domain coupling, in which the Crk SH2 domain binds
tyrosine phosphorylated focal adhesion proteins (e.g, p130 cas and paxillin) and
propagates signals through proteins such as C3G, DOCK 180, and Abl, that bind to
the Crk N-terminal SH3 domain. Additionally, as shown here, ¢-Crk may also
feedback and turn off signals that activate FAK by a mechanism under negative
regulation by the C-terminal SH3 domain and the SH3 linker region.

Given that current models predict that integrin-mediated adhesion and
migration along the extracellular matrix is a dynamic process, requiring reversible
tyrosine phosphorylation and dephosphorylation for continuous assembly and
disassembly of focal contacts, we posit that molecules like c-CrklIl that can
regulate upstream and downstream signals in a dynamic equilibrium would be
well suited to permit cyclical events required for focal adhesion turnover and
plasticity. The capacity of CrkA242g; to induce hyperphosphorylation of FA
proteins and stabilize FA structures is remarkably reminescent of the phenotype
observed in PTP-PEST®" fibroblasts in which p130°*, paxillin, and FAK are also
found in a hyperphosphorylated state, and focal adhesions in these cells are more
numerous throughout the ventral surface of the cell. Functionally, this suggests

that the C-terminal region of Crk may function to induce turnover of focal
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adhesions, and our data are consistent with a Crk—PTP-PEST—FAK cascade that
regulates focal adhesion phosphorylation, although the nature of the crosstalk
between Crk and PTP-PEST is not clear.

In the present study, we have uncovered a potentially novel regulatory
mechanism for Crk II that involves the SH3 linker region/ C-terminal SH3
domain. The results of this study and previous studies support the notion that c-
Crk can have both positive and negative roles during FA signaling by regulating
both the binding to, as well as affecting the tyrosine phosphorylation status of
FAK, paxillin, and p130°®. To gain better understanding of the functions of Crk in
focal adhesion signaling, it will be important to define proteins to which Crk C-
terminal SH3 domains interacts as well as how the other domains modulate these

interactions.
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10. MAGYAR NYELVU OSSZEFOGLALO

A Crk adapter csaladba harom fehérje, a Crkl, a CrkIl és a CrkL
tartozik. Ezek a molekuldk SH2-SH3-SH3 doménszerkezetii adapter fehérjék,
melyek fontos szerepet jatszanak sok extracellularis ingert kovetd jelatviteli
folyamatban. Szerkezetileg a c-CrkII fehérje (38-42kD fajtél fiiggben) két SH3 és
egy SH2, illetve az ezeket 6sszek6td rovid linker régiobdl all. Ez a linker régié és
a C-terminalis SH3 domén a CrklI fehérjébdl hianyzik. A CrkIl két SH3 csoportjat
Osszekotod rovid, 54 aminosav hosszu szekvencia prolinban gazdag €s egy olyan
aminosav motivumot tartalmaz (YmAQP), melyben a tirozint a Abl kinidz
csalddba tartozé enzimek foszforilaljak. A pY>* kotohelyet jelent a molekula sajat
SH2 csoportjanak és lehetévé teszi a molekulan beliili kapcsolddast. Ez a
konformécié6 valtozas szabalyozza a molekula mas feherjékkel t6rténd
kapcsolodasat, represszalja a Crk-medialt jelatvitelt azaltal, hogy sztérikusan
megakadalyozza az N-termindlis SH3 domén kapcsolodasat a t6bbi jelatvivd
fehérjével. Az SH2 domén a pTyr-X-X-Pro csoportot tartalmazé fehérjékkel
(p130°*® and paxillin), mig az N-terminalis SH3 domén a Pro-X-X-Pro-X-Lys
csoportot tartalmazé molekulakkal (C3G, Rapl GTPaz fehérje specifikus guanin
nukleotid exchange faktor, DOCK180, a Racl GTPaz miikédését szabalyzé
fehérje €s tirozin kinaz c-Abl) 1ép kdlcsonhatasba.

A Crk fehérje szerepe a sejtet ért kiils6 ingerek altal aktivalt
szignélutakban igen sokrétli, magaban foglalva a névekedési faktorok (NGF,
EGF), mitogén lipidek, citokinek altal aktivalt, a T és B sejt receptor aktivéciot,
valamint extracellularis matrix (ECM) adhéziét kovetd jelatviteli folyamatokat.
Ezen jelatviteli folyamatok legtébbje a FA fehérjék, a p130°* és a paxillin
foszforilacidjat okozza, kapcsolva ezéltal a Crk és SH3 kotd partnereit a
citoszkeletonhoz, ahol a kiilonb6zé helyrél érkezé jelek Osszegzddnek. A
p130°*/Crk komplex a DOCKI180 effektor fehérjén keresztiil aktivalja a Rac
GTPazt, s ezaltal ,,molekularis kapcsoloként” miikodik az aktin polimerizaciéban
és a sejtmozgasban. A Crk mind a C3G fehérjén, mind a DOCK180/Rac
komplexen keresztil résztvesz a c-Jun NHj-termindlis kinaz (JNK)

aktivacidjaban. Tobb irodalmi adat tdmasztja ala azt a tényt, hogy a Crk egy
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visszacsatld mechanizmuson Kkeresztiil aktivilhatia a FAK-t. A v-Crk
transzformalt sejtekben az onkogén Crk emeli a FA fehérjék foszfotirozin szintjét
és a FAK aktivitasat. Mindez azt mutatja, hogy a Crk mind a FAK el6tti, mind a
FAK uténi jelatviteli jeleket befolyasolja.

A fehérje SH2 és N-terminalis SH3 csoportjardl sok adat gytlt mér dssze,
beleértve a koélcsonhatd fehérjék azonositasat illetve az ezekhez kotott funkciot.
Kérdéses azonban a C-terminalis SH3 csoport és a SH3 doméneket &sszekotd
linker régi6 szerepe, mivel nem sikeriilt még ezekkel a régiokkal kdlcsonhatod
fehérjéket azonositani. Kisérleteink célja az volt, hogy a C-termindlis régid
szerepét minél jobban megértsikk. Kiilonb6z6, a C-terminélis SH3 domént és a
linker régiot érintd mutanst allitottunk el6 és vizsgaltuk a tirozin kindz jelatviteli
folyamatban bet6ltott szerepét. A C-terminalis mutansok (CrkW276K, CrkY222F,
CrkI és a CrkA242) mind emelték az N-termindlis doménhez kotétt c-Abl kinaz
mennyiségét és ezzel parhuzamosan a Crk Tyr*? foszforildciét. A delécios
mutansokkal végzett kisérletek a fehérjének egy, a FAK aktivacidjaban szerepet
jatszd szegmentjének szerepére is ravilagitottak. Ezek a mutansok, a CrkA255 (C-
terminalis SH3 domén delécid) és a CrkA242g (CrkA242 extended linker),
melyeket a linker régi6é/C-termindlis SH3 domén hatar megvaltozott szerkezete
jellemez, a FA komplexben jelenlévé fehérjék, a FAK, a paxillin és a p130°* ers
hiperfoszforilacidjat okoztak. A CrkA242g, mutans ezen feliil nagymértékben
emelte az NIH3T3 fibroblaszt sejtek FA komplexeinek szadmat. A CrkA242g
hiperfoszforilaciét indukald hatasat mind a PTP-PEST, mind a dominans negativ
c¢-Src tiltermelédése ellensilyozta. Nem volt ilyen hatassal azonban sem a PTEN
foszfataz, sem a dominans negativ c-Abl.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a Crk C-termindlis régidja szabalyzé
szerepet jatszhat mind az Abl mind a FAK mediélt tirozin kinaz szignal utakban.
Ez megfelel az irodalombdl mér ismert adatnak, miszerint a Crk C-terminalis
régio feltételezhetden negativ regulalé szerepet t6lthet be.

Kérdéses, hogy a CrkA242g;, milyen médon emeli a FAK pTyr*”’

szintjét,
hiszen a mai napig nem sikeriilt a C-terminalis SH3 doménnel vagy a linker
régioval kolcsonhatd effektor fehérjét azonositani. A linker régié 53 aminosavja

kéziil 9 prolin, melyek kéziil néhdny homoldégiat mutat SH3 domén kété fehérjék
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kapcsold szekvencidjaval és felveti a lehetdségét a linker région beliili 6nallé SH3
ko6td régio létezésének. Bar a linker région beliil nem fordul el bizonyitottan Crk-
SH3 kot szekvencia (Pro-X-X-Pro-X-Lys), arra is van irodalmi adat, hogy az Abl
és Src csaladba tartozé tirozin kindzok SH3 doménje és egy egyediilallé prolil
csoport k6zotti kolesonhatas autoinhibitor modulként funkcional. Szerkezeti €s
biokémiai vizsgalatok mutathatjak meg azt, vannak-e olyan specifikus motivumok
a linker régioban, melyek direkt médon kapcsolédnak az N- vagy a C-terminalis
SH3 doménhez, illetve hogy a specifikus prolin szubsztiticiok a linker régiéban
befolyasoljak-e a FAK aktivaciot, vagy az Abl-Crk kolcsénhatast. A C-terminalis
mutansok, CrkA242g, CrkW276K, CrkY222F és a splice varians CrkI-t mind
nagyobb mennyiségii Abl kinazt kotéttek a kontrolhoz képest. Ezzel jol korrelélt a
mutans fehérjék magas pTyr222 szintje, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a C-
terminalis SH3 domén/linker régié visszahajolva sztérikusan gatolja az N-
terminalis SH3 domén/Abl kindz kolcsonhatast, megakadédlyozva ezzel az Abl
medialt Tyr*? foszforilaciét. Irodalmi adatok tdmasztjak al4, hogy a Crk Tyr*?
foszforilacidja konformacid véltozast okoz a fehérje N-terminalis részén gatolva
mind az SH2, mind az N-terminalis SH3 medialt kélcsonhatasokat.

A CrkA242g mutéanssal végzett kisérletek azonban azt mutatjak, hogy a C-
terminalis rész szerepe a FAK jelatviteli ut pozitiv szabalyozasaban fiiggetlen az
Abl kinaz CrkY?? foszforilalasaban betoltstt szerepétsl. Ezt a kovetkezd tények
tamasztjak ala: 1. a kinaz hianyos AbIK295M nincs hatassal a CrkA242g; medialt
FAK és p130°® hiperfoszforilaciéra. 2. a PTP-PEST overexpresszidja blokkolta a
CrkA242g, indukélt FAK foszforilaciét, viszont nem volt hatassal a Crk Tyr222
foszforilaciora. 3. a kiilénb6zd C-termindlis mutdnsokhoz asszocial6dé Abl kinaz
mennyisége nem korreldlt az FAK és a FA fehérjék magas foszforilaltsagi
szintjével. Eredményeink alapjan az feltételezhetd, hogy a Crk adapter fehérje két
kiilon szabalyz6 mechanizmuson keresztiil mindkét irdnyba befolyédsolja a FA
jelatvitelt. Egyrészrol fokal adhézids jelet kozvetit az SH2/SH3 domén
kapcsolodason keresztiil azaltal, hogy SH2 doménjével a foszforilalt FA
fehérjékhez kapcsolddik, N-termindlis SH3 doménjén keresztiil pedig a C3G,
DOCK180 és Abl effektor molekuldkat koti. Masrészrél a linker régio/C-

termindlis SH3 domén negativ reguldld szerepe miatt egy visszacsatold
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mechanizmussal szabalyoza a FAK, paxillin és p130®* tirozin foszforilaltsagi
allapotat. A jelenlegi modellek szerint az integrin medialt adhézié és sejtmozgés
dinamikus folyamat, melyhez a FA komplexek folyamatos ,0ssze- és
szétszerelodésére” és ezzel parhuzamosan folyamatos tirozin foszforildciéra és
defoszforil4ciéra van sziikség. A Crk és a hozza hasonlé molekuldk, melyek a
jelatvitel mindkét irdnyaban képesek a jeltovabbitast szabalyozni, pontosan
illeszkednek ebbe a dinamikus folyamatba.

Az, hogy a CrkA242g, a FA fehérjék, paxillin és p130°*
hiperfoszforilécigjat okozza, valamint fokozza a FA komplexek stabilizacidjat
Osszegyeztethetd azzal a fenotipussal, melyet a PTP-PEST ,.knock out” fibroblaszt
sejteken tapasztaltak. Ezekben a sejtekben a paxillin, p130°® és a FAK szintén
hiprfoszforilalt 4llapotban van, és a FA komplexek szama joval nagyobb a normal
sejtekhez képest. Mindez azt sugallja, hogy a Crk C-terminalis régiéja FA
komplexek folyamatos ,0ssze- €s szétszerel6dését” indukélja feltételezve egy
Crk—PTP-PEST—FAK kaszkadfolyamatot. A Crk és PEST kozotti molekularis
kommunikécié mikéntje nem tisztazott. A Crk meAQP motivum nem biznyult
a PTP-PEST szamara preferalt szubsztratnak. Kérdéses az, hogy melyik sejten
beliili foszfataz jatszik szerepet a pTyr*? defoszforilaci6jaban.

Folyamatban vannak azok a kisérleteink, melyek kéthibrid technika
segitségével probalnak uj, a C-terminalis SH3 doménnel kolcsénhaté fehérjéket
azonositani. A Crk fehérjének a jelatvitelben betoltétt pontos szerepére a
tovébbiakban molekulaszerkezeti vizsgalatok illetve olyan fehérjék azonositdsa és
funkcidjuk tisztazdsa derithet fényt, melyek a Crk fehérjével, elsésorban a C-

terminalis régidval lépnek kolcsonhatésba.
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