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Bevezetés

A reverzibilis fehérje foszforilacié az eukariota sejtekben az egyik
leggyakoribb poszttranszlacidés modositas, mely szamos fiziologias folyamat
szabalyozasaban nélkiilozhetetlen. A fehérjék foszforilacios allapotat a
fehérje kinazok és fehérje foszfatazok idében és térben precizen dsszehangolt
mitkodése hatarozza meg. Mig a fehérje kindzok régota az egyik
legintenzivebben kutatott és legjobban ismert enzimcsalad, addig a fehérje
foszfatazokrol joval kevesebbet tudunk.

A Ser/Thr foszfatdzok PPP csalddjaba tartozd PP4 foszfataz
leggyakrabban harom alegységes holoenzim komplexként funkcional. A
holoenzim egy katalitikus (PP4c), egy szerkezeti (R2) és egy regulator (R3,
ecetmuslicaban Falafel) alegységbdl all, utobbi felelés a szubsztratum
felismerésért és kotésért. A PP4 egy esszencidlis foszfataz, mely
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a sejtciklus, sejtosztodas, differencialodas,
programozott sejthalal, DNS hibajavitas, tobb jelatviteli utvonal, valamint az
immunrendszer és a metabolizmus szabalyozasaban. Mind a PP4 hidnya,
mind tilzott aktivitasa sulyos sejtosztodasi rendellenességeket okozhat, mely
kiilonboz6 rakos megbetegedések kialakulasahoz vezethet.

A sejtek alapveté mikodésében betoltott szerepiik ellenére a legtobb
PPP esetében még mindig nem ismert hogyan valasztjdk ki a
szubsztratumaikat. Az intenziven kutatott foszfatazok esetében, mint a PP1,
PP2A és PP2B mar ismertek azok a konzervalt kotdmotivumok, melyek
meghatarozzak a foszfataz specificitasat a katalitikus alegységen keresztiil
direkt, vagy kdzvetett modon, egy szubsztratum specifikus regulator fehérje
segitségével. Ezek a kotémotivumok az ugynevezett rovid linearis

motivumok (SLiM, short linear motif) kozé tartoznak. A SLiM-ek a fehérjék



alapvetden rendezetlen részein helyezkednek el, altaldban egy rovid,
koriilbeliil 10 aminosav hosszu fehérjeszakaszt jelentenek, melyen beliil par,
evolucidsan erésen konzervalt aminosav helyezkedik el.

A SLiM-ek nem minden esetben cisz-hatast elemek, azaz jelenlétiik
nem feltétlenill elegend6é a foszfatdzok dokkoldsdhoz. Még nem teljesen
értjiik, de feltételezziik, hogy a SLiM-ek kornyezete és a fehérje szerkezete
is befolyasolhatja ezt a tulajdonsagot. Ezeknek a motivumoknak az ismerete
lehetoséget ad a PPP-k és szubsztratumaik kdolcsonhatdsanak preciz

s

vizsgélatara.

Célkitiizés

A PP4 a sejtmikodés folyamatainak esszencialis szabalyozoja. A
kiilonbdzé regulator alegységein keresztiil szamos fehérjével interakcioba
1ép, munkénk kezdetekor azonban a szubsztratum felismerésének modja még
nem volt ismert. A PP4 szubsztratum felismerésének vizsgalatahoz

Drosophila modellorganizmusban a kdvetkez6 célokat tiiztiik ki:

1.) a Falafel alegység konzervalt doménjeinek segitségével 11j PP4 interakcios

fehérjék azonositasa

2.) az Uj interakcios partnerek és a Falafel domének kozotti kolcsonhatasi

feliiletek térképezése

3.) az 0j eredmények és a szakirodalomban igazolt interakcios fehérjék
segitségével meghatarozni a szubsztratum felismerésért feleldés konzervalt

konszenzus kot6é motivumot



Az elébb felsorolt célok vizsgalatival nem csupan jobban
feltérképezhetjiik a PP4 sejthomeosztazis szabalyozasaban betoltott szerepét
€s szubsztratum felismerésének lehetséges modjait, hanem egy konzervalt
szubsztratum felismerési motivum a tovabbi potencialis PP4 szubsztratumok

azonositasat is nagyban megkdnnyitené.

Anyagok és modszerek

DNS konstrukcidk és klénozas

A kisérletekben felhasznalt fehérjék cDNS-eit a Drosophila Gene
Collection-b6l (Berkeley Drosophila Genome Project, Drosophila Gold
Collection) szereztiik be. Az in vivo és in vitro kisérletekben hasznalt DNS
konstrukciok 1étrehozasahoz klasszikus (restrikcios) és Gateway technikakat

hasznaltunk.

Drosophila torzsek fenntartidsa és embriok gyljtése

A kisérleteink soran felhasznalt vad tipusa (white''*®) Drosophila
torzset klasszikus kukoricaliszt alapu taptalajon, 25°C-on tartottuk fenn, a
korai embridkat szinkronpetéztetéssel gyijtottik a tomegspektrometriai

kisérletekhez.

Stabilan transzfektalt D.Mel-2 sejtvonalak 1étrehozasa

A kiilonbdz6 transzgénikus fehérjéket termelé Drosophila sejtvonalakat
Cellfectin II reagens segitségével allitottuk el a gyartd (Gibco) protokollja

szerint.



Fehérje termeltetés és tisztitas

Az in vitro kisérletek soran hasznalt proba fehérjéket E. coli-ban termeltettiik
és Glutathione Sepharose 4B gyongyok segitségével tisztitottuk

homogenitasig.

Affinitas-tisztitashoz kotott tomegspektrometriai azonositas (AP-MS

A Falafel interakcios partnereinek azonositasahoz az embrionalis lizdtumokat
és a kitisztitott proba fehérjéket egyiitt inkubaltuk, majd az aspecifikusan
kotédo fehérjéket tobb mosasi 1épéssel eltavolitottuk. A mintakat tripszines

emésztést kovetd tomegspektrometriai analizissel vizsgaltuk.

In vitro kotési kisérlet és autoradiografia

A valés fizikai kolcsonhatd partnerek azonositdsahoz a proba fehérjéket in
vitro transzkripcés/transzlaciés (IVTT) rendszerrel megtermeltetett,
%S-metioninnal  jeldlt  fehérjékkel —inkubdltuk, majd  denaturald
gélelektroforézist és gélszaritast kovetden autoradiografiaval detektaltuk az
interakciok meglétét vagy hianyat. Az interakcios feliiletek behataroldsahoz
az egyes fehérjékbdl kisebb, atfedd szakaszokat generaltunk, majd a fenti

mod szerint vizsgaltuk Gket.

Helyspecifikus mutagenezis

Az FxxP és MxPP motivumok dupla aminosav szubsztiticiés mutansait
(AxxA és AxPA), illetve a Drosophila és human EVH1 domének L70A és
L69A muténsait QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent

Technologies) hasznalataval hoztuk 1étre.



Ko-immunprecipitacié D.Mel-2 sejtekbol

Az in vivo interakcids kisérletekhez tranziensen transzfektalt D.Mel-2
sejteket gytjtottiink. A feltaras utan a lizatumokbol GFP-trap gyongyok
(Chromotek) segitségével izolaltuk a fehérjéket, majd Western-blot

segitségével vizsgaltuk a mintakat.

Western-blot

A mintdkat hagyomanyos denaturalé géleken futtattuk, majd PVDF
membranra blottoltuk. Tejporos blokkolast kdvetéen a membranokat a
megfeleld elsédleges és masodlagos ellenanyagokkal inkubaltuk, majd a
HRP szubsztrat hasitasabol keletkez fényt géldokumentacidos rendszer

hasznalataval detektaltuk.

Eredmények osszefoglalasa

A PP4 foszfatdz interakcids partnereinek azonositasdhoz a
Drosophila melanogaster PP4 Falafel alegységének konzervalt EVHI és
Smk-1 doménjeit N-terminalisan GST fzids fehérjével jelolt formaban
E. coli sejtekkel megtermeltettiik és homogenitasig tisztitottuk, majd korai
szincicialis embriokbol szarmazé lizatummal inkubaltuk egyiitt. Affinitas-
tisztitast kovetd tomegspektrometriai analizissel 40 fehérjét azonositottunk,

mint a PP4 potencialis 0j interakcios partnerei.

Az EVHI és Smk-1 doménekkel valodi fizikai kdlcsonhatast
kialakito fehérjék azonositasahoz in vitro kotési kisérleteket végeztiink.
Ehhez proba fehérjeként baktérium sejtekbdl homogenitasig kitisztitott és
affinitds gyongyokon immobilizalt GST-EVH1-et és GST-Smk-1-et

hasznaltunk. A vizsgalni kivant fehérjéket kapcsolt in  vitro



transzkripcids/transzlacios rendszerrel termeltettilk és az autoradiografias
detekci6 érdekében **S-metioninnal jeldltiik. Ezen médszerrel sikeriilt nyolc
fehérjét (Prpl6, Psc, Incenp, Sowah, Stwl, Centrobin, Mira és CG8478)
azonositanunk, mint 4j EVH1 kdlcsonhato partner és nyolc olyan fehérjét
(Licorne, Nipsnap, RfC4, Zwilch, ZW10, spindle A, yTub23C és Grip75),

melyek a Falafel Smk-1 doménjével Iépnek specifikus kdlcsonhatasba.

Kutatasunk egyik f6 célja a PP4 foszfataz szubsztratum-felismerési
modjainak vizsgalata és egy lehetséges konzervalt szubsztratum-felismerési
motivum azonositasa volt. Ehhez elsé 1épésként az egyes domének és az
Ujonnan meghatarozott interakcios fehérjék kozotti lehetd legrovidebb
kolcsonhatasi feliiletet hataroztuk meg. A fehérjékbol rovidebb, egymassal
atfedd szakaszokat hoztunk létre és a korabban is alkalmazott in vitro kotési
kisérletekkel azonositottuk azon részeit, melyek sziikségesek az EVH1 vagy

Smk-1 doménhez val6 kotédéshez.

A szakirodalombol két, kisérletesen is igazolt Drosophila fehérjét
ismeriink (CENP-C és Miranda), amelyet a Falafel EVHI doménje kot meg.
Mindkét fehérjében talalhaté egy révid motivum (FxxP), mely az altalunk
azonositott interakcids fehérjékben tobb helyen is megtalalhatd (kivéve
CG8478), ezért nagy a valdszinlisége, hogy ez a peptid a PP4 foszfataz
konzervalt felismerési motivuma. 2019 végén megjelent egy kozlemény,
melyben Ueki és munkatarsai azonositottdk a human PP4 szubsztratum
felismerési motivumat. Megfigyeléseik egybevagnak a mi eredményeinkkel
Drosophila-ban. Az FxxP motivum mellett egy MxPP motivumot is leirtak,
ezért tovabbi vizsgalatainkat mi is kiterjesztettiik erre a motivumra. A legtobb

fehérjénk esetében mindkét motivum tdbb helyen is eléfordult az aminosav



szekvencidban, ezért helyspecifikus mutagenezis segitségével a motivumok
alaninokra cseréltiik. Minden vizsgalt fehérje esetében talaltunk egy kiemelt
helyen 1év6 FxxP vagy MxPP motivumot, melynek mutacidja az EVHI1-el
kialakitott kdlcsonhatas nagymértékii gyengiiléséhez vagy teljes eltlinésé¢hez

vezet.

srer

1év6 leucinnak kiemelten fontos szerepe van a kolcsonhato fehérjék
megkdtésében. Ezen aminosav alaninra torténd cseréje esetén a vizsgalt
Drosophila fehérjékkel szemben az EVHI domén teljesen elveszitette a
kotoképességét. Kimutattuk azt is, hogy nem csak az EVHI1-en keresztiili
szubsztratum kotés, hanem ezen leucin nélkiilozhetetlen szerepe is erGsen
konzervalt a fajok kozott. Mig a human SMEK1 EVH1 doménje képes volt
megkotni a vizsgalt Drosophila fehérjéket, addig a konzervalt leucin alaninra

torténd cseréje itt is a kotédés teljes megsziinéséhez vezetett.

Eredményeink azt mutattak, hogy az Smk-1 doménen keresztiili
interakcios partnerek felismerése és megkotése az EVH1 doméntdl fiiggetlen
modon torténik, az Smk-1 doménnel kolcsonhatasba 1épd fehérjék egyike
sem kotédik az EVH1 doménhez. Az Smk-1 interakcios fehérjék koziil
csupan a ZW10 hordoz két FxxP motivumot, azonban ezek mutacioja in vivo
ko-immunprecipitacios kisérleteink alapjan nincs hatassal a kélcsonhatasra.
Annak meghatarozasa, hogy az Smk-1-en keresztiil hogyan valosul meg az

interakcios fehérjék kotodése, még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Kollaboracios partnereinkkel kozosen kimutattuk, hogy a PP4-nek

fontos szerepe van a Barrier-to-autointegration  factor (BAF)



s

egy egymastol fiiggd, pozitiv visszacsatolasi halozatot alkot a centroméranal,
barmely komponens kiiitése kdzvetett vagy kdzvetlen modon hatassal van a
masik két fehérje funkcidjara és lokalizaciojara. Kotési kisérleteink alapjan a
BAF nem kotédik sem a FIfl EVHL, sem az Smk-1 doménjéhez, azonban a
PP4/F1l komplex bizonyitottan defoszforilalja. Ebbdl az kdvetkezik, hogy a
PP4 szubsztratum felismerése nem csak kozvetlen modon, a konzervalt
doménjein keresztiil valosulhat meg, hanem egy harmadik, kozvetett médon

is, egy kozvetito fehérjén keresztiil, amely a BAF esetében a CENP-C.
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