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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A reverzibilis fehérje foszforilacio szerepe

A fehérje foszforilacio a leggyakoribb reverzibilis kémiai modositas az eukariota
sejtekben [1]. A foszforilacios ¢és defoszforilaciés események egyensilya
nélkiilozhetetlen a sejtfiziologia szamos vonatkozasdban, az egyensuly felborulasa
betegségek kialakulasahoz vezethet [2, 3]. A fehérjék foszforilacids allapotat két
létfontossagu, egymassal ellentétes hatasti enzimcsalad katalizalja egy foszfat csoport
hozzaadasaval (fehérje kindzok), illetve eltavolitasaval (fehérje foszfatdzok) a szerin

(Ser), treonin (Thr) és tirozin (Tyr) aminosavak hidroxil csoportjarél (1. abra).

fehérje kinaz

(o)

1. abra. A fehérje foszforilacio és defoszforilacié. A reverzibilis fehérje foszforilaciot két, egymassal
antagonisztikus hatasu enzimcsalad katalizalja. A fehérje kinazok egy ATP felhasznalasaval a fehérjék Ser,
Thr és Tyr aminosavainak hidroxil csoportjahoz képesek egy foszfat csoportot kapcsolni, amit a fehérje

foszfatazok képesek eltavolitani.

A fehérjék szamos helyen foszforilalodhatnak a sejtben talalhatd Kinazok révén,
ami lehetdveé teszi fiziologias jelek széles spektruménak integralasat, mely kiilonb6zd
funkcionalis valaszokat eredményezhet [4]. Mig a tirozin foszforilacid csupan az Gsszes
foszforilacios esemény kevesebb, mint 2%-at teszi ki az allati sejtekben, a fennmarado
rész a szerin és treonin oldallancokat érinti. Ez egybefiigg azzal a ténnyel, miszerint a
huméan genomban kédolt tobb mint 500 fehérje kindz 80%-a Ser és Thr foszforilaciot
katalizal [5]. Egy fehérje foszforilacios allapotanak valtozasa szamos kovetkezménnyel
jarhat: meghatarozhatja annak fizikokémiai tulajdonsagait, interakcios partnereit,
aktivitasat, stabilitasat vagy sejten beliili elhelyezkedését [6-9]. A fehérje foszforegulacio
igen dinamikus, né¢hany esetben a modositas csupan par masodpercig marad fenn [10].

Ez energetikai szempontbol ATP pazarlasnak tlinhet, de a gyakorlatban mégis elényos a



sejt szamara. Ily mdédon megnd a sejt érzékenysége a kornyezeti ingerekre és lehetdséget
biztosit a jelatviteli folyamatok idd-¢és térbeli finomhangolasara. Mig a fehérje kinazok a
legintenzivebben kutatott és legjobban ismert enzimek kozé tartoznak, addig a fehérje
foszfatazokrol sokkal kisebb tudasanyaggal rendelkeziink; funkcidjuk, specificitasuk,
Osszetételiik és szabalyozasuk pontos molekularis részletei még alig feltartak.

A fehérje foszfatazok két legnagyobb csaladjaba (PPP és PPM) koriilbeliil 40 gén
tartozik, ami az emlés genomban kodolt tobb mint 400 Ser/Thr kinaz génhez képest
elenyészonek tlinhet. Ez alapjan arra a téves kovetkeztetésre juthatunk, hogy a fehérje
foszfatazok szubsztratum spektruma sokkal szélesebb és kevésbé specifikus, mint a
fehérje kinadzoké. De ha ez nem igy van, akkor hogyan tudja kisszamu foszfataz gén
ellenstlyozni a temérdek kindz aktivitdsat, megtartva szubsztratum-specificitasukat? A
kin4dzokkal ellentétben a foszfatazok nagyon ritkdn fordulnak eld onallo katalitikus
alegységek formajaban, helyette tobbféle regulator alegységgel, multienzim komplexeket
(holoenzimeket) alkotnak. Ezekben a komplexekben a katalitikus alegységek egy vagy
tobb regulator alegységgel kapcsolodnak Ossze, amik meghatdrozzdk a holoenzim
katalitikus aktivitasat, sejten beliili lokalizaciojat és szubsztratum specificitasat. Igy az
eukariota sejtekben a foszfatdz komplexek szama kozel egyenlé a fehérje kinazok
szamaval [11-13].

A kinazok és foszfatazok ilyen egyenlsége azonban még nem azt jelenti, hogy
csupan egyetlen kinaz/foszfatdz paros szabdlyoz egy fehérjét vagy egy adott
foszforilacios helyet. A human foszfoproteomban 2014-re mar tobb mint 38 000 egyéni
foszforilacios helyet azonositottak [14]. Ez a szam folyamatosan ndvekszik azota is,
hiszen a kiilonb6z6 fiziologids koriilmények és sejttipusok vizsgdlatdval egyre tobb
foszforilacids helyet azonositanak, ami azt jelenti, hogy minden kinaz és foszfatdz szdmos
foszforilacios hely is talalhat6, ami a fehérje-funkcid még Osszetettebb és precizebb
szabalyozasat teszi lehetové.

A jelatviteli utakban a negativ reguldtorokra, mint a foszforilacié esetében a
foszfatazokra, sokaig csak, mint a jel megsziintetdire (haztartasi gének) tekintettek,
tévesen [15]. Ma mar tudjuk, hogy a defoszforilaci6 nem csupan egy kikapcsolo
mechanizmus, sokkal inkabb a stimulusra adott véalasz gyorsasdganak és hosszanak
meghatdrozoja, mig a kindzok a vélasz erésségének meghatarozasaban jatszanak jelentds

szerepet [16]. A kinazok és foszfatazok kozotti kommunikacio lehetdvé teszi az olyan



Osszetett folyamatok, mint példaul a szamtartd osztodas (mitozis) eseményeinek hibatlan

lebonyolitasat [17].

1.2. A fehérje foszfatazok csoportositasa

A fehérje foszfatazoknak két f6 csoportja ismert (2. abra): Tyr foszfatazokra, mely
magaba foglalja a foszfotirozin foszfatazokat (PTP), a kett6s specificitast foszfatazokat
(DSP) ¢és a kis molekulasulyt foszfatazokat (LMW), illetve a Ser/Thr foszfatdzokra. A
Ser/Thr foszfatdzok harom csaladjat kiilonithetjiik el az elsddleges szerkezetiik ¢s a
katalitikus mechanizmusuk alapjan. Ezek a Mg?* /Mn?* fiigg6 fehérje foszfatazok (PPM),
a foszfoprotein foszfatazok (PPP), valamint a halosav dehalogenazok (HAD) [18].

[ Fehérje foszfatazok ]

[Tyr foszfatézok] [Ser/Thr foszfatézok]

() (o) ow) (o) () (o)

[PPl] [F{Eﬁ?{i] [szs] [PPS] [PP?]

[PPZA] [PP4 ] [ PP6 ]

2. abra. A fehérje foszfatazok csoportositiasa. A fehérje foszfatazok két f6 csoportja a Tyr foszfatazok és

a Ser/Thr foszfatazok. A Tyr foszfatazok csaladja magaba foglalja a foszfotirozin foszfatazokat (PTP), a
kettds specifitasu foszfatazokat (DSP) és a kis molekulasulyu foszfatazokat (LMW). A Ser/Thr foszfatdzok
csoportjaba a Mg?*/Mn?* fiiggd fehérje foszfatazok (PPM), a foszfoprotein foszfatizok (PPP) és a halosav
dehalogenazok (HAD) tartoznak. A PPP-k a foszfatazok legnépesebb csaladja, melyhez hét foszfataz
tartozik, név szerint a PP1, PP2A, PP2B (mas néven PP3 vagy calcineurin), PP4, PP5, PP6 és PP7. Ezen
foszfatazok koziil a PP2A, PP4 és PP6 egy kiilon alcsaladot alkotnak katalitikus alegységeik nagyfoka

homoldgiaja miatt.

A Ser/Thr PPM foszfatazok katalitikus alegységének kozos jellemzdéje két
bivalens fémion (Mg?* vagy Mn?*) jelenléte. Katalitikus mechanizmusuk a PPP
foszfatazokhoz hasonl6 [19]. A PPM-¢ek foképp ndvényekben jelentdsek, ahol kiillonb6zo
kornyezeti stresszre adott valaszokban €és a hormondlis jelatviteli utakban jatszanak
kiemelked6 szerepet az abszcizinsav receptor alegységeként [20]. A PPM csaladnak bar
nem olyan jelentds, de fontos szerepe van az emldsok stressz-jelatvitelének és

novekedésének szabalyozasaban is [21].



A PPP foszfatazok az evoluciésan legerdsebben konzervalt enzimek kozé
tartoznak. Ebbe a csaladba a katalitikus alegységek alapjan hét kiilonb6z6 foszfataz
(katalitikus alegység) tartozik: PP1, PP2A, PP2B (mas néven PP3 vagy kalcineurin), PP4,
PP5, PP6 ¢s PP7. A PPP foszfatazok a Ser/Thr foszfatazok legnépesebb csaladjat képezik,
¢és a sejtek csaknem minden folyamatédban fontos szabalyozo szerepet toltenek be [22,
23]. A PPP foszfatazok koziil a két legismertebb ¢és legjelentésebb a PP1 és a PP2A,
melyek egyben a legnagyobb koncentracioban el6forduld foszfatazok a sejtben. A
heterodimerként funkciondlé PP1 esetében tobb mint 200 kiillonbozd regulator alegységet
azonositottak eddig, melyek szabalyozzak a négyféle PP1c (c — katalitikus alegység)
aktivitasat és szubsztratum specificitasat [22]. A PP2A tipust foszfatazok leggyakrabban
harom alegységes, heterotrimer fehérje komplexek formajaban aktivak, az esetiikben tobb
tucatra tehetd az eddig azonositott reguldtor alegységek szdma. Az emlés PP2A-tipust
foszfatazok, vagyis a PP2A, PP4 ¢és a PP6 egymassal sokkal kozelebbi rokonsagban
allnak az aminosav szekvencia szintjén, mint a csalad tobbi tagjaval. Ezeknek a
foszfatazoknak a génjei a magasabb rendii gerincesek mellett megtalalhatoak
alacsonyabbrendli eukariotakban is, ugy, mint a Saccharomyces cerevisiae (PPH21,
PPH3 ¢és SIT4), a Schizosaccharomyces pombe (pp2, pph3 és ppel), a
Caenorhabditis elegans (LET-92, PPH-4.1 és PPH-6) és a Drosophila melanogaster
(mts, Pp4-19C és PpV). Raadasul a kiilonb6z6 fajokbol szarmazo katalitikus és regulator
alegységek (egy adott foszfataz esetében) képesek egymassal is 6sszekapcsolodni, illetve
némely esetben a mutdns hattéren kialakult fenotipus valtozasokat menekiteni, azaz
egymas funkcioit komplementalni [24, 25]. A pontos funkcidk és szabalyozasban
betoltott szerepek fajonként kisebb-nagyobb eltéréseket mutatnak, raadasul a szekvencia
¢s holoenzim Osszetétel konzervaltsaganak ellenére eltéré szubsztratumokat
defoszforilalhatnak [23].

A halosav dehidrogendzok a Ser/Thr foszfatdzok harmadik csalddja, viszonylag
kis enzimatikus aktivitassal [26]. A PPP és PPM foszfatazokkal ellentétben a HAD-ok
nem metalloenzimek. Az alacsony aktivitasuk sziik szubsztratum specificitassal parosul,
kizarolag az RNS polimeraz II C-termindlisan 1évd foszfo-szerineket képesek

defoszforilalni [27].



1.3. A PP4 foszfataz alegységei, szabalyozasa és evolucios konzervaltsaga

A PP4 két vagy harom alegységbdl allo holoenzim komplexként miikddhet. A PP4
alegységeken kiviil ismert még néhany olyan regulator fehérje és molekula, amely
kapcsolodhat a katalitikus alegységhez, ezzel mddositva annak aktivitasat. A PP4
katalitikus alegysége (PP4c) heterodimer komplexet alkothat a PP4R1 vagy PP4R4
alegységekkel (emldsokben), illetve heterotrimer komplexeket a PP4R2 és PP4R3A
(SMEK1 emlésokben), illetve a PP4R2 és PP4R3B (SMEK?2 emlésokben) alegységekkel
[28-35]. A PP4 kozelebbi rokonsagban all a PP2A-val, mint a PP1-el, elébbivel ~65%-0s
elsédleges szekvencia azonossagot mutat [36]. A 35 kDa nagysagu katalitikus alegység
szamos szovetben kifejezddik, elsdként sertés herébdl sikeriilt izoldlni, ugyanis az agy
mellett a tesztiszekben az egyik legnagyobb az mRNS és fehérje szintje [37-39]. A
katalitikus alegység aktivitasait szamos Kkis molekula képes gatolni alacsony
koncentracioban, mint amilyen az okadainsav, mikrocisztin, kalikulin-A, tautomicin és
kantaridin [36, 38, 40]. A PP4c/PP4R1 komplexet elséként Kloeker és Wadzinski
azonositotta [35], amely heterodimer komplex a két alegységét sztochiometrikus
aranyban tartalmazza. A PP4R1 nagyfokl hasonlo6sagot mutat a PP2A A-tipusu (allvany)
alegységével, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az R1 alegység egy szerkezeti vazként
szolgal a katalitikus alegység szdmara. Maga a PP4R1 13 ismétl6do régiobol all (HEAT-
repeat) egy hosszabb megszakitassal a 6. és 7. ismétlodések kozott [35]. Hastie és
munkatarsai azonositottak elsdként az ugyancsak szerkezeti fehérjeként funkcionald
PP4R2 alegységet. Ok kiilonbozé emlés izom és here szovetekbél tisztitottak nagy
molekulastlyu (450 ¢és 600 kDa), katalitikus és R2 alegységet sztochiometrikus aranyban
tartalmazo heteromer komplexeket. A nagy molekulastily oka a PP4R2 dimerizacioja és
a komplex strukturalis aszimmetridja. Ugyancsak ez a csoport irta le elséként, hogy az
R2 alegység feltehetdleg a katalitikus alegység centroszomahoz vald lokalizaciojaban és
aktivitdsanak szabalyozéasaban is szerepet jatszik, elséként utalva a PP4 lehetséges

szerepére a sejtciklusban [34].
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PP4c PP4c PP4c

3.abra. A leggyakoribb PP4 holoenzimek és alegység osszetételiik sematikus abraja. A PP4 a sejtekben
heterodimer vagy heterotrimer holoenzim formajaban fordul elé. A PP4 heterotrimer holoenzim éleszt6tol
emldsokig leggyakoribb formajat a PP4c, R2 és R3 alegységek alkotjak. Ebben a formaban az R2 alegység
egy szerkezeti fehérjeként funkciondl, biztositva a katalitikus és az R3 alegység kapcsolodasat. A

szubsztratum felismerésért ¢s kotésért az R3 alegység felelds.

Az R3 alegység ortologjai evoltciosan erdsen konzervaltak ¢lesztétol az emberig
[41-44]: élesztoben Psy2 (platinum sensitivity 2) [45, 46], Drosophildban Falafel (FIfl)
[47], emberben R30/SMEKI1 és R3B/SMEK2 (supressor of MEK1) [41]. Domén
felépitésiik is nagy hasonlosagot mutat. Az amino-terminalis végen egy konzervalt
Pleckstrin homology (PH) superfamily-like csaladba tartozo EVHI (enabled/\VASP
homology 1) domént hordoznak. Ezt a kizar6lag az R3 ortologokban megtalalhato, erésen
konzervalt, de ismeretlen funkcioju Smk-1/DUF625 (domain of unknown function 625)
koveti. A fehérje kozépso részét valtozd szami ARM (armadillo/HEAT) ismétlodések
foglaljak el, melyek, mint fontos szerkezeti elemek szerepet jatszhatnak intermolekularis
kolcsonhatasok kialakitasaban. Az ARM ismétlédéseket a rendezetlen szerkezeti
C-terminalis vég koveti, melynek hossza fajonként eltérd lehet (4. abra) [48].

1 TBT e 1138

PPAR3 | PHike — SMKI ~—  ARMrepeats  —————wmsremsmms

1 102 169 361 666 a73
! I U LCR '
Falafel | EVH1 — SMK1 — ARM repeats

4.abra. Az emberi és a Drosophila R3 alegység sematikus képe és domén elrendezése (abra részlet,
Lipinszki és mtsai, 2015, [48]). Mindkét fehérje egy konzervalt PH/EVH1-like domént és egy ismeretlen
funkci6ju Smk-1 domént hordoz az N-terminalis részen. Ezt a fehérje k6zEépso részén Armadillo/HEAT
ismétlédések (ARM) kovetik, illetve a fehérje C-terminalisan egy valtozé hosszusagl, alacsony

komplexitasu régio (LCR).

A fent leirt alegységek mellett fontos megemliteniink még a tobb raktipusban is
megemelkedett szintet mutatd a4-et (Tap42 Drosophila-ban (Two A-associated protein
42 kDa)). Ez a fehérje stabilizalja a PP2A-tipusi foszfatazok szabad Kkatalitikus

alegységét [49, 50], ezzel id6t adva a megfeleld térszerkezet kialakulasara, amig mas
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alegységekkel 6sszekapcsolodva l1étre nem hoz egy stabil holoenzim komplexet [50]. Az
a4/Tap4d2 kozos gatloszere a PP2A, PP4 és PP6 katalitikus alegységeknek, azonban a
PP2A és PP6-tal cllentétben, a PP4 esetében még nem teljesen ismert ennek pontos
molekularis mechanizmusa [51, 52]. Az aktivitas gatlasa mellett az 04/Tap42 ezen
foszfatazok kifejez6désének mértékét is szabalyozza [49]. Novényekben tudjuk, hogy az
a4 mellett a CCT chaperonin komplex is fontos reguldtora a PP4c stabilitasanak, a CCT
hianyos allapot a PP4c fehérje szint jelentds csokkenéséhez vezet [50].

A PP4 természetesen a fehérjék tobbségéhez hasonldan szigortan szabalyozott
kiilonb6z6 poszttranszlacids modositasok révén is. Ezek koziil az egyik legjelentésebb a
katalitikus alegység extrém konzervalt C-termindlis leucin oldallancanak
karboximetilacioja [39, 53, 54]. A leucin karboxil metiltranszferaz 1 altal metilalt 307-es
leucin mutacidja (L307A) esetén a katalitikus alegység részben aktiv marad, de a
nagyfoku aktivitds csokkenés és az R3 regulator alegységekkel vald kapcsolddas
elvesztése miatt sériil az enzim biologiai funkcidja [53]. Erdekes, hogy a PP4c aktivitas-
csokkenése mellett a leucin karboxil metiltranszferaz 1 kiiitése a PP4R1 szint
csokkenésével is jar egér embrionalis fibroblaszt sejtekben [54], ami hiszton-deacetilaz 3
hiperfoszforilaciohoz vezet a PP4c/PP4R1 komplex hianya miatt. A metilacids hely
mellett Hu és munkatarsai azonositottak lehetséges O-glikozilacios €és N-mirisztilacios
helyeket is, melyek befolyasolhatjdk a PP4c lehetséges kdlcsonhatd partnereit, ezaltal az
enzim aktivitasat és sejten beliili lokalizacidjat [55]. A katalitikus alegység mellett az R2
¢s R3A alegységek Go/M fazisban Cdkl1/cyclin-B altali tranziens foszforilacioja is a PP4
csokkent katalitikus aktivitasat eredményezi, mig ezen alegységek foszforilacidja nem
befolyasolja a katalitikus alegység lokalizaciojat [56].

A PP4 legtobb alegysége nagyfoku evolucios konzervaltsdgot mutat az eukariotak
kozott. Az emberi PP4c az egérrel 100%-0s [57], a nyullal 99,3%-0s [58], a gombhallal
99%-o0s [59], a zebrahallal 98%-os [60], a Drosophila-val 91%-0s [61] azonossagot mutat
az aminosav szekvencia szintjén, amely vetekszik a hisztonokra jellemzé
konzervaltsaggal. A PP4 alegységek ortologjait megtaldlhatjuk élesztében is
(PP4c=Pph3, Psy4=R2, Psy2=R3), ahol barmely alegység delécidja megndvekedett
ciszplatin és oxaliplatin (tumorellenes szerek) érzékenységhez vezet [62], azonban a
magasabbrendll eukariotakkal ellentétben a Pph3 nem kotddik a centroszomahoz és a
delécidja is életképes [63]. Elesztdben a Psy2 alegység fontos komponense a DNS
hibajavitasnak [64, 65]. A regulator alegységek mellett a katalitikus alegység két
ortologjat is (PPX-1/PP4.1 és PPX-2/PP4.2) megtalalhatjuk ndvényekben, ahol minden
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szovetben kifejezddik, legnagyobb mértékben a gyokér epidermiszének plasztiszaiban
[66]. A PP4 megtalalhaté Dictyostelium-ban is, ahol is nélkiilozhetetlen a fejlédés,
helyvaltoztatas ¢és a stresszvalaszban szerepet jatszé gének kifejezddésének
szabalyozasaban [67]. A PP4c magasabbrendii eukariotakban a legtobb szovettipusban
kifejezddik, legmagasabb szinten a herékben, vesében, idegsejtekben, majban és tiiddben
[55]. Szamos organizmusban a kifejez0dési mintazata valtozik a fejlodési soran, tehat

fontos szerepet tolt be az ontogenezis szabalyozasaban is [55, 60, 68, 69].

1.4. A PP4 foszfataz szabalyozo szerepe kiilonb6z6 folyamatokban
1.4.1. Sejtciklus és sejtosztodas

A PP4 foszfatadz fontos szabalyozo6ja mind a mitotikus, mind a meiotikus osztodas
szamos eseményének, igymint a centroszomak érése, a mitotikus ors6 dsszeszerelddése,
a stabil mikrotubulus/kinetokér kapcsolatok kialakulasa, a homolog kromoszomék parba
allasa, a rekombindci6 eseménye, a testvér kromatidak szétvalasa és a citokinézis.

1992-ben Dolah ¢és Ramsdell megfigyelt egy okadainsav érzékeny foszfatazt, ami
sziikséges a mitotikus ors6 0sszeszerelddéséhez. Ez a foszfataz nagy valdszinliséggel az
akkor még nem ismert PP4 Ilchetett [70]. Helps és munkatarsai létrehoztak
ecetmuslicaban egy olyan PP4c hipomorf mutaciot (cmm, centrosome minus
microtubules), ahol a PP4c mRNS ¢és fehérje szintje is nagymértékben csokkent korai
szincicialis embriokban. A mutansokban tobb olyan centroszoma figyelheté meg, amely
nem rendelkezik jol meghatarozhatdé mitotikus ors6 mikrotubulusokkal [61]. Ennek
hatterében az all(hat), hogy a PP4 defoszforilalja a y-tubulint [56], ami igy elvesziti
centroszomalis lokalizacigjat, igy a mikrotubulus nukledcié sem tud megfeleléen
beindulni, ami viszont el6feltétele a mitotikus orso 1étrejottének [61]. A centroszomak
esetében a PP4 egy nagyon specifikus lokalizdcidt mutat a tobbkomponensi
pericentriolaris anyagban, tobb organizmus esetében [28, 34, 56, 71-73], ugyanis fontos
szerepet tolt be a centroszomak érésében is. PP4 hianyaban nem indul be a centroszomak
érése, mert a pericentriolaris anyagban nagy mértékben lecsokken az ehhez sziikséges
faktorok szama [71, 72]. Ehhez hasonloan, fonalféregben a PP4 deplécio hatasara
ugyancsak sulyosan sériil a y-tubulin centroszomalis lokalizacioja [72]. Erdekes, hogy a
PP4 kiiitése mellett a PP4 taltermelés is kromoszoma parosodasi és orso 0sszeszerel0dési
hibakhoz vezet [74]. C.elegans-ban a MEI-1 fehérje aktivitasa nélkiilozhetetlen a

meiotikus orso kialakulasahoz, mig meiozis utan fontos az inaktivalasa, hogy az elsd
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mitotikus orso is kialakulhasson. Az egyedfejlddés sordn a PP4c/PP4R1 komplex az
egyik kozvetlen aktivatora ennek a fehérjének [75]. C.elegans-ban a PP4 tehat
nélkiilozhetetlen a spermiumok mitotikus €s meiotikus, illetve az oogenezis meiotikus
osztddasai soran [72].

Fontos megemliteniink az egyik legfontosabb mitotikus kinaz, a CDK1/ciklin B
komplex hatasat a PP4-re. A G2/M fazisban a PP4 R2 és R3 alegységei tobb helyen is
foszforilaltak a CDK1/cyclin B 4ltal, ami bar nem befolyasolja a PP4c lokalizacigjat, de
nagyban csokkenti a foszfataz aktivitdsat az M fazisban, mig a mitdzis végén a PP4
aktivitas kozel 10-szeresére novekedhet. A mitdzis soran a CDK1/ciklin B gyakorlatilag
inaktivan tartja a PP4-et, igy a y-tubulin foszforilalt marad, ami eldsegiti a mikrotubulus
nukleaciot a centroszomaknal. A mitozis végén a csokkent CDK1/ciklin B aktivitas és
ciklin B szint, és az ezzel parhuzamosan megndvekedé PP4 aktivitas a y-tubulin
defoszforilacidjahoz és a mitotikus orsé szétszerel6déséhez vezet [56]. A PP4 nem csak
a CDKI1 szabalyozéasa alatt all, de Oonmaga is egy negativ szabalyozdja a CDKI
aktivitasnak. PP4 delécios sejtekben a CDK 1 abnormalis aktivitast mutat az interfazisban,
ami NDEL1 hiperfoszforilacidohoz vezet. Ez a katanin p60 szintjének ndvekedéséhez és a
mikrotubulusok instabilitasahoz vezet a centroszomaknal [76].

A PP4c/R2/R3 komplex a centroszomak érésének €s a mikrotubulus nukleécio és
stabilitds szabalyozasa mellett fontos szerepet jatszik a citoszkeleton szervezésében a
sejtek mozgasa soran. A PP4c-deficiens sejtek mozgasa sulyosan sériil az epidermalis
novekedési faktor altal aktivalt Racl és Cdc42 Rho GTPazok inaktivitasa, és az ennek
hatasara a mozgas iranyaba nézé sejtmembrannal lecsokkent F-aktin szint
kovetkeztében [71].

A PP4 a mitotikus orsénak nem csak a centroszomak feldli végénél, hanem a
kinetokor-mikrotubulus kapcsolatok kialakitasat a PP4 a Scaffold attachement factor
A-val kozosen szabalyozza, de ennek pontos mechanizmus még nem ismert [74].
Lipinszki és munkatarsai kimutattak, hogy Drosophila sejtekben a PP4 FIfl (R3)
alegysége az EVH1 doménjén keresztiil egy kulcsfontossagli centromérikus fehérjéhez, a
CENP-C-hez viszi a PP4-et. Ez biztositja, hogy a PP4 aktivitas a CENP-C és a hozza
kapcsolodo (pl. kinetokor) fehérjék szabalyozasa révén azokat a kromoszomakhoz kotott
formaban tartsa a mitozis alatt — garantalva ezzel a centroméra/kinetokor integritasat [48,
77]. A PP4 a centromérak parosodasat is befolyasolja a Zipl-en keresztiil a meiotikus

rekombinacié soran. PP4 delécid hatasara sem a rekombinacidhoz nélkiilozhetetlen
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kétszalu kromoszoma torések javitasa, sem a centromérak parosodasa nem torténik meg
megfeleléen [78].

A PP4 aktivitas fontos a rekombindcios és kromoszoma szétvalasi események
szabalyozasaban is mind a mitozis, mind a meidzis folyamata soran. PP4 mutans
C. elegans-ban az autoszomalis kromoszomak szétvalasa sériil, mig az X kromoszéma
esetében nincs valtozas. A PP4 deléci6 nemcsak pontatlan autoszomalis parosodéshoz
vezet, de rekombinaci6 torténhet a nem homologok kozott, vagy akar egy kromoszoéman
beliil, ami sulyos osztddasi zavarokhoz vezet. Ezek a kromoszoma szegregacios
problémak tovabb sulyosbodnak a novekvé anyai korral [79]. Erdekes, hogy
C.elegans-ban a PP4 nem sziikséges a meiotikus homoldg kromoszémak parba
allasahoz, mig élesztében ez a folyamat PP4 fiiggd [78]. A PP4 a testvér-kromatidak
sz¢étvalasa sordn is fontos funkcidval bir. Mig a szétvalas sordn a testvér kromatidakat
Osszetarté kohezin komplex egy része Wpll-fiiggd mddon eltavolitdodik a kromatinrol,
addig egy masik része a kromatinhoz kotott marad, de a Wpll-fliiggé PP4 altali Rad21
defoszforilacio révén elvesziti kromatid-Osszetartd képességét [80].

A PP4-nek fontos szerepe van a mitozis folyamatanak elején is a sejtmagmembran
felbomlasaban, az ebben kozponti szereppel bird BAF (Barrier-to-Autointegration
evolucidsan er6sen konzervalt [81]. Delécidja (null mutans) homozigéta formaban letalis,
mig deplécidja (hipomorf mutins) stlyos kromatin szegregacidos €s sejtmagmembran
Osszeszerel6dési problémakhoz vezet [77, 81, 82]. A mitozis végén a BAF
defoszforildlodik a PP2A révén ¢és ez a formaja a heterokromatinhoz kotddve
kolcsonhatasba 1ép a nuklearis laminat alkot6 LEM-domént tartalmazo fehérjékkel
(LAP2, EMERIN ¢és MANI1). Ez a kapcsolat elengedhetetlen a sejtmagmembran
Osszeszerelddéséhez a mitdzis végén ¢és integritdsdnak fenntartdsahoz az interfazis
folyaman. A mitozis és meidzis elején a BAF-ot a VRKI1 foszforilalja, ennek
kovetkeztében a BAF elvesziti kromatin ¢és a LEM-domént tartalmazo fehérjekotd
képességét, melynek hatasara felbomlik a sejtmagmembran (NEB). A mitdzis végén a
PP2A foszfataz Gjra defoszforilalja a BAF-ot [83, 84]. A BAF foszforegulacigjaban részt
vesz a PP4 foszfataz is, de ennek hatasarol keveset tudunk [77, 81-85].

A mitozis végéhez kozeledve a PP4 fontos szabalyozdja tobb citokinézist irdnyitd
kindznak is (pl. Aurora B, Plkl, Mlpk 1), de ennek sem ismert részleteiben a

mechanizmusa. PP4 delécios sejtekben a mitotikus orsé hibés, tobb centroszoéma és

15



mitotikus orso is kialakul, a mitdzis hossza megnd és a citokinézis nem torténik meg, ami
igy egy tetraploid allapot kialakulasdhoz, majd sejthalalhoz vezet [86].

Erdekes, hogy a PP4 til- és alul miikodés is a sejtciklus abnormalis lefolyasahoz
vezethet. A latszolagos ellentmondasnak az oka az lehet, hogy a PP4 delécio/thltermelés
kiilonb6z6 csoportok eredményei alapjan mas és mas stadiumban allitja meg a sejtciklust,
az eltérd sejtvonalak és technikak alkalmazasa miatt [74]. A PP4 taltermelédését vagy

hiperaktivitasat szamos raktipus esetén is kimutattak [87-96].

1.4.2. Sejt-differencialédas és tulélés

A PP4-nek kiemelten fontos szerepe van az idegsejtek osztodasaban, tulélésében
és regeneralddasaban. A Drosophila agyi neuroblasztok aszimmetrikus osztodasa soran
a PP4c¢/R2/R3 komplex defoszforilalja a Miranda fehérjét (amely a Prospero komplex
modulatora), ezaltal szabalyozva annak aszimmetrikus kortikalis eloszlasat [44, 97]. A
PP4 hozzijarul a neurondlis progenitor sejtek normalis megljulasahoz és
idegsejtek talélését szabalyozo Survival of Motoneurons komplex is a PP4 regulacioja
alatt all. A PP4c¢/PP4R2 komplex kapcsolodik a Survival of Motoneurons komplex
Gemin3 és/vagy Gemin4 alkotoihoz, meghatarozva annak citoplazmatikus eloszlasat
[99], ezaltal szabalyozva a kis sejtmagi RNS-ek Osszeszerel6dését és érését [73]. A
PP4R2 alegysége differencialodd neuronokban a sejtmagbdl a citoplazmaba keriil,
tultermelése anti-apoptotikus hatastt mind normal, mind stressz-indukalta koriilmények
kozott [99].

A hiszton deacetildzoknak kritikus szerepe van a transzkripci6 gatlasaban, ezaltal
szorosan kapcsolodnak a sejtciklus és differenciacié szabalyozasdhoz is. A PP4c/PP4R1
komplex csokkenti a hiszton-deacetilaz 3 enzimatikus aktivitasat a Ser 424
defoszforilacidjan keresztiil [100, 101]. Regenerativ periférias axonsériilések esetén a
megndvekedett citoplazmatikus Ca®" szint aktivalja a PP4-et, ami a hiszton-deacetildz 3
inaktivaldsa révén noveli a hiszton acetilaciot, igy nd a regeneraciot indukald gének
kothetd a hiszton fehérjék szabalyozdsahoz. A PP4-hidnyos neuroblasztokban megnd a
hiszton H3 foszforilalt formdaja, ami egy abnormalis sejtalakot eredményez profazisban.
Ez arra utal, hogy a PP4 sziikséges a H3 defoszforilaciohoz is [44].

A differencialodast és sejthalalt szabalyozé folyamatok kozil a PP4 fontos
regulatora a Wnt [102], JNK [103, 104], p53 és EGRI1 [104] jelatviteli Gitvonalaknak is.
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A Smek]1 doézis fiiggd modon gétolja a sejt proliferaciot és migraciot, kiilonbdzd tumoros
szovetekben és sejtvonalakban csokkent szintet mutat. Smekl taltermelés az mTOR
jelatviteli kaszkad tagjainak és a BMI-1 inaktivalasa révén hatékonyan gatolja a tumor
novekedést és metasztazis képzodést [105, 106].

A PP4 hibas mukodése szerepet jatszhat kiilonbozd rakos megbetegedések
kialakulasaban, onkogénként funkcionalhat petefészekrak [87], mellrak [31, 88, 89],
tidorak [90], pankreatitisz [91], kolorektalis karcindma [92], prosztatarak [93] és glioma
[94] esetében is. A Smek] a tumor szupresszor hatasa BLU-val képes kolcsonhatasba
1épni, ami tovabb noveli a Smek1 pro-apoptotikus hatasat. Mind a Smek1, mind a BLU
csokkent kifejez6dést mutat kiilonbozo petefészekrak tipusokban [87]. Mig a PP4c
taltermelés gatolja a proliferaciot és csokkenti a mellrdk sejtek metasztizisat, ezzel
egyidében ndveli ezen sejtek apoptotikus aktivitastdt a Bad és PEA-15 fehérjék
defoszforilacidjan keresztiil [89, 95]. Ezekben a sejtekben a PP4R1 csendesités szintén
jelentésen gatolja a tumorndvekedést €s indukalja az apoptozist a PARP gatlasan és
kaszpaz-3 aktivalasa révén [88]. A PP4-nek nem csak a katalitikus és az R1, hanem az
R2 alegysége is fontos a mellrdk kialakulasdban. A PP4c/R2 komplex defoszforildlja a
DBC1-et (deleted in breast cancer-1), szabalyozva ezzel a p53 és apoptozis indukald
hatasat [31]. A PP4 katalitikus alegységének megnétt szintje a rossz prognoézis jele is
lehet glidoma esetén, ezen sejteket megndvekedett proliferacios, migracids és invazios
képesség jellemzi [94]. A PP4c ugyancsak onkogénként viselkedik kolorektalis
képzését [92]. A PP4R1 csendesitése 95D tiidorak sejtekben csokkenti a proliferaciot, a
kolonia képzési képességet és sejtciklus leallast okoz a Go/Gi fazisban a sejtciklus
aktivalo CDK2, CDK4 ¢és CDK6 kinazok gatlasa révén [90]. Endometriozis esetén
megndvekedett expressziot mutatd protein foszfataz metilészteraz 1 képes a PP4c-vel
Osszekapcsolodni és valosziniileg demetilalja azt, igy csokkentve aktivitasat [96]. A PP4
delécio hatasara Hela sejtekben a kaszpaz-3 aktivitds és az apoptotikus index megnd
[86].

A PP4 aktivitdsanak valtozasa Osszefiigg szamos differenciacioban,
proliferacioban €s apoptozisban szerepet jatszo fehérje foszforilacios allapotanak és tobb
jelatviteli utvonal aktivitdsdnak valtozasaval. A tény, hogy mig bizonyos fehérjék
csokkent, mig masok megndvekedett aktivitdst mutatnak a PP4 tultermelés hatdsara,
remekiil példazza a fehérje kindzok és foszfatazok Osszetett foszforegulacios halozatat. A

PP4 abnormalis miikodése kapcsolatba hozhatd szamos rdkos megbetegedéssel is, igy a
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PP4 nem csak potencialis tumor-markerként, de lehetséges terapias célpontként is

szolgalhat a jovOben.

1.4.3. DNS hibajavitas

A DNS hibajavitasi folyamatok egyik legfontosabb célfehérjéjét a yH2AX-et a
PP4 komplex defoszforilalja, melynek a katalitikus alegységen kiviil az R2 alegység is
része, ugyanis utobbi delécioja esetén a YH2AX szintje jelentésen megné [107, 108].

S. cerevisiae-ben A Pph3/Psy2 komplex képes a foszforilalt formaban aktiv
Rad53-at defoszforilalni, ezzel Gjrainditva a leallt replikacios villakat [109, 110]. PP4
hianyaban a Rad53 elhtiz6d6 aktivitasa miatt az S. cerevisiae mellett a Candida albicans
sejtek S fazisa is id6ben kitolodik, a mitozis felé csak késobb 1épnek tovabb [111]. Az,
hogy mind a S. cerevisiae, mind a C. albicans Pph3/Psy2 [111, 112] és az ember
PP4c/PP4R3 [41] komplex interakcioba 1ép a Rad53-mal és defoszforilalja azt, direkt
bizonyiték arra, hogy a PP4 DNS hibajavitdsban betoltott funkcidja nagymértékben
konzervalt az egyes fajok kozott.

A sejtek két Uton javithatjak ki a kettds szalat DNS toréseiket: a homolog
rekombinacion vagy a nem homoldg végek Gsszekapcsolasan keresztiil [113]. Kettds
szali DNS torés hatasara az RPA2 fehérje mar a homolog rekombinécids kaszkad elején
nagy mértékben felgytilik a torés helyénél. A PP4c és R2 csendesités hatdsara azonban az
RPAZ2 hiperfoszforilalt marad, ami gatolja a sériilés helyére valo gyors lokalizaciojat és
egyben csokkenti a homolog rekombinacios hibajavitas hatékonysagat is [29, 114]. A
Pph3/Psy2 delécids €lesztd sejtek csokkent DNS hibajavitasi aktivitast €s életképességet
mutatnak, ami arra utal, hogy a PP4 valdoban esszencialis ezen hibajavité folyamatok
soran [115, 116].

Park és munkatarsai nemrég azonositottak egy fehérjét, a PP4IP-t (protein
phopshatase 4 inhibitory protein), amely képes gatolni a PP4 aktivitasat a holoenzim
Osszeszerelodésének akadalyozasa révén. Mind a PP4IP tultermelése, mind delécidja a
DNS hibajavitas sériiléséhez és a sejtek genotoxikus stresszre adott érzékenységének
novekedéséhez vezet [117].

A fentieket Osszefoglalva tehat kijelenthetjiik, hogy a DNS hibajavitasban
résztvevd, PP4 4ltal szabalyozott fehérjék defoszforildlasa ugyanolyan fontos, mint a
kindzok altali foszforilacigjuk, és ugyancsak elengedhetetlen a DNS hibajavitas sordn a

PP4 aktivitas megfeleld id6beli szabalyozasa is.
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1.4.4. Jelatviteli utvonalak

A PP4 fontos komponense tobb intracellularis jelatviteli tnak. PP4 taltermeld
sejtek epidermalis novekedési faktor jelenlétében megndvekedett JNK (c-Jun N-
terminalis kinaz) MAP kinaz aktivitast mutatnak. A PP4 egy indirekt pozitiv regulatora a
JNK utvonalnak, ugyanis nincs fizikai interakcio a PP4 és a JNK kozott, a PP4
feltehet6leg valamely JNK aktivalo kinazon fejti ki hatasat [118]. A PP4-nek a TNF-a és
NF-«kB jelatvitel soran is jol jellemzet a szerepe [57, 119-122].

A PP4 kiilonbozé szinteken befolyasolhatja a génkifejez0dés mértékét is.
Kedvezétlen novekedési koriilmények kozott a PP4c/PP4R3 komplex defoszforilalja a
Mafl-et, ami a sejtmagba transzlokalédva kotddik az RNS polimeraz I11-hoz és gatolja
annak transzkripcionalis aktivitasat [123]. Novényekben tobb bizonyiték is van arra, hogy
a PP4 a miRNS szinteket is képes befolyasolni [124, 125]. Erdekes, hogy ndvényekben a
SMEKI1 ¢és SMEK2 alegységek eltéré kifejez0dési mintazatot mutatnak, melynek
kovetkezménye, hogy mig a SMEKI feltehetdleg normal koriilmények kozott
szabalyozza a miRNS biogenezist és a fejlodést, addig a SMEK2-nek a valtozo kdrnyezeti
hatasokra adott valaszok szabalyozasaban lehet szerepe [125].

A hematopoetikus progenitor kinaz 1 fontos alkotdja tobb jelatviteli ttvonalnak,
példaul a JNK kaszkadnak. A PP4 defoszforilalja a hematopoetikus progenitor kindz 1-et,
igy gatolja annak ubikvitindcidjat és megnoveli aktivitasat, ami a JNK szignalizacids
ttvonal aktivalasahoz vezet. Erdekes, hogy nemcsak a hematopoetikus progenitor kinaz 1
aktivitasat, de a kifejezddési szintjét is megnoveli a PP4, feltehetdleg két, egymastol
fiiggetlen modon [126]. A PP4R2 alegysége Ca?* fiiggé modon képes interakcioba 1épni
egy kis Ca?*-koté fehérjével, a calsensin-el. A PP4 kalcium fliggd szabalyozasa a Ca?*-
kotd fehérjékkel vald interakciokon keresztiil egy 4ltalanos mechanizmus lehet
kiilonbozo jelatviteli utak szabalyozasaban [127].

A PP4 kiemelt szerepet jatszik az egyedfejlodést iranyitd jelatviteli utvonalak
szabalyozéasaban is. Drosophilaban a PP4 aktivalja a Notch ¢és a Wingless (Wg)
utvonalakat. A PP4c, PP4R2 vagy a FIfl alegységek kiilitése Drosophila szarny
diszkuszban egyarant a Wg célgének kifejez6désének csokkenéséhez vezet [68]. A
Smoothened (Smo) defoszforilacidja révén a PP4 a Hedgehog jelatvitel soran is
esszencialis [69]. A PP4 nélkiilozhetetlen a zebrahal embrid ventralis szoveteinek
kialakuldsédhoz sziikséges BMP jelatvitelben. BMP hatdsdra a Smad1/Smad2 komplex a

PP4-et a kromatinhoz transzlokalja, ahol a PP4 csokkenti a hiszton-deacetilaz 3
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aktivitasat, ami az embrid dorzoventralis mintazatat kialakito gének megnovekedett

kifejez6dése révén hozzajarul a megfeleld egyedfejlodés végbemeneteléhez [60].

1.4.5. Immunrendszer

A PP4 egyarant nélkiilozhetetlen a normal sejtes és humoralis immunvalasz
kialakitasa szempontjabol a T és B sejtek szabalyozasan keresztiil. A PP4 hibgja egyarant
vezet az éretlen pre-B sejtek szamanak csokkenéséhez [128] és nem megfeleld érésiikhoz
[129]. A PP4 hianyos B sejtekben a sejtciklus haladasa is abnormalis, melynek hatterében
a nem megfelel6 immunglobulin rekombinacié kovetkeztében fellépd DNS replikacios
stressz all [128-130].

A PP4 deficiencia a B sejtekhez hasonloan a T sejtek esetében is az érés és a
proliferacio visszaeséséhez, illetve a mutaciés rata €s az apoptozis mértékének
novekedéséhez vezet [131-135]. A PP4 T limfocitakban fontos proapoptotikus szereppel
rendelkezik [135]. PP4 hianyaban a pre-TCR jelatvitel soran csokkent ERK aktivacio
hatasara csokken a T sejtek pozitiv szelekcidja [131]. A PP4 a B sejtek mellett a T sejtek
hianyos T sejtek jelentdésen kevesebb IL-2-t termelnek [132]. Ezek mellett a PP4
ugyancsak esszencialis a gyulladdsos és autoimmun betegségek megeldzésében a
végrehajtd T sejtek aktivitasat szabalyozo Treg sejtek érésének megfeleld biztositasa
révén, ugyanis a PP4 kilitése a Treg sejtekben részleges off T lymphopenia és
bélgyulladas kialakulasahoz vezet [133].

Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a PP4 megfelel6 miikddése nélkiil a B sejtek
csokkent szamuk és izotipus-valtasi hibaik miatt nem képesek megfeleld humoralis
immunvalaszt kialakitani, mig a T sejtek nem megfeleld érése és aktivalodasa révén a
sejtes immunvalasz is sériil, vagyis a PP4 foszfataz nélkiilozhetetlen az adaptiv

immunrendszer megfeleld miikkodéséhez.

1.4.6. Metabolizmus

A PP4-nek fontos szerepe van tobb metabolikus folyamat szabalyozéaséban is.
Elesztében gliikdz megvonas hatasara a Pph3/Psy2 komplex defoszforilalja a protein
kinaz A altal foszforilalt Mth1-et, amely az ¢leszt6 gliikoz transzporter gének (HXT-K)
Rtgl-medialt represzidjahoz vezet [43]. A PP4 evolucidos konzervaltsagabol adédoan
nem csak az élesztd, hanem a magasabbrendli eukariotak gliilkoz metabolizmusanak is

fontos szabalyozdja. Mind éhezés, mind inzulinrezisztencias allapot hatasara megnd a
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SMEKI és SMEK?2 expresszids szintje a majban, amely megemelkedett gliikkoz szinthez
vezet [136]. Inzulinrezisztencia modellekben TNFa kezelés hatasara a PP4 expresszidja
és stabilitasa csokken [137], amely a glikogén szintézis csokkenéséhez vezet [138].

A gliik6z metabolizmus mellet a PP4 két kiilonb6z6 modon, az acetil-koenzim A
karboxildz 1 aktivalas és az AMP-aktivalt protein kinaz Ca?* fiiggd inaktivalasa révén is
befolyasolja a maj zsiranyageseréjét [139, 140].

A gliik6z €s zsiranyagcserék szabalyozasan kiviil a PP4 hozzajarul az ionhéztartés
fenntartdsahoz is. Egér vesében a disztalis nefronok tubuléris részén a PP4 gatolja a
Na*/CI kotranszporter (NCC) aktivitasat, igy befolyasolva a vesében a NaCl visszaszivas
mértékét [141].

1.5. A fehérje foszfatazok szubsztratum-felismerése

A sejtek alapvetd miikodésében betoltott szerepiik ellenére a legtobb PPP esetében
még mindig nem ismert, hogyan valasztjak ki a szubsztratumaikat. Néhany esetben mar
sikeriilt azonositani azokat a konzervalt konszenzus kotémotivumokat, melyek
meghatarozzak a foszfatdz specificitdsat a katalitikus alegységen keresztiil kozvetlen
vagy kozvetett modon, egy szubsztratum specifikus regulator fehérje segitségével [48,
142-147]. Ezek a kdtémotivumok az ugynevezett rovid linearis motivumok (SLiM, short
linear motif) kozé tartoznak. A SLiM-ek a fehérjék alapvetden rendezetlen részein
helyezkednek el, altaladban egy rovid, koriilbeliil 10 aminosav hosszll fehérjeszakaszt
jelentenek, melyen beliil par, evolicidsan erdsen konzervalt aminosav helyezkedik
el [148, 149]. A SLiM-ek nem minden esetben cisz-hatast elemek, azaz jelenlétilk nem
feltétleniil elegendd egy adott foszfataz dokkolasahoz. Még nem teljesen értjik, de
feltételezhetden a SLiM-ek kornyezete és a fehérje szerkezete is befolydsolhatja ezt a
tulajdonsagot. Ezeknek a motivumoknak az ismerete lehetdséget ad a PPP-k és
szubsztratumaik  kolcsonhatasanak preciz  manipulacidjara, ezéltal az egyes
folyamatokban bet6ltott funkciojuk vizsgalatara.

Az intenziven kutatott foszfatazok esetében, mint a PP1, PP2A ¢és PP2B a
regulator alegység €s szubsztratum felismerésért felelés SLiM-ek jol ismertek [146], a
szabalyozas nagyon precizen valosul meg ezen régiok poszttranszlacids modositasaval
[150]. A PP1 foszfataz szamos szubsztratuma tartalmazza az RVXF motivumot, ami a
PP1c katalitikus zsebének kozelében 1évo hidrofob arokba kotddik [151, 152]. Némely

esetekben az RVxF motivum kozelében, attél N-termindlis iranyban egy SILK vagy
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MyPhoNe motivum is lehet, ami szubsztratumtol fliiggé modon befolyasolhatja a kotodés
erOsségét [143]. A PP2B Kkatalitikus alegysége szintén a regulator alegységeitol
fiiggetleniil, direkt modon koti meg az LxVP és PxIXIT SLiM-eket [145, 153]. A PP2A
SLiM felismeréséért a regulator alegységek felelosek. A PP2A-B56 az LSPIXE
motivumot ismeri fel, mig a PP2A B’ alegységei (a, B, v1, y2, y3, 8 és €) az LxxIxEx
motivum felismerését teszik lehetévé [146]. Mint a sejtciklus egyik f6 szabalyozoja, a
PP2A-B55 komplex a szubsztratumait egy elektrosztatikus kolcsonhatason alapulo
moédon ismeri fel, ami feltehetéen a foszfataz felszinén 1évé savas aminosavak és a
szubsztratum felszinén talalhat6, bazikus aminosavakbol all6 igynevezett BPR (bipartite
polybasic recognition determinant) kdzott jon 1étre, bar erre direkt kisérletes bizonyiték
nincs [142].

A PP4 leggyakrabban harom alegységes komplexként (PP4c-R2-R3) funkcional a
sejtben, melyben nagy valdszinliséggel az R3 alegység EVH1 doménjén keresztiil koti meg
a szubsztratumait. A kanonikus EVH1 domének prolin-gazdag szekvencidkhoz kotddnek
[154], amibdl logikus lenne a kdvetkeztetés, hogy az R3 ortologok is magas prolin tartalmua
SLiM-eket ismernek fel. Nemrégiben Ueki és munkatarsai meghataroztak a human PP4
konzervalt szubsztratum felismerési motivumat [155], mely eredmények egybevagnak a
mi felfedezéseinkkel Drosophila-ban. A PP5, PP6 és PP7 foszfatazok esetében a

szubsztratum felismerésért felelds motivumok még nem ismertek.
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2. CELKITUZESEK

A PP4 a sejtmiikodés folyamatainak esszencidlis szabalyozoja. A kiilonbozo
regulator alegységein keresztiil szamos fehérjével interakcidba 1ép, munkank kezdetekor
azonban a szubsztratum felismerésének modja még nem volt ismert. A PP4 szubsztratum
felismerésének vizsgalatahoz Drosophila modellorganizmusban a koévetkezd célokat

tuztuk ki:

1.) a Falafel alegység konzervalt doménjeinek segitségével uj PP4 interakcios
fehérjék azonositasa

2.) az 10j interakcios partnerek és a Falafel domének kozotti lehetd legkisebb
kolesonhatési feliilet meghatarozéasa

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

szekvenciat

Az el6bb felsorolt célok vizsgalataval nem csupan jobban megérthetjiik a PP4 sejt
homeosztazis-szabalyozasaban betoltott szerepét és szubsztratum  felismerésének
lehetséges maodjait, hanem egy konzervalt szubsztratum felismerési motivum a tovabbi
potencialis PP4 szubsztratumok azonositasat is nagyban megkonnyitené, valamint PP4-
specifikus kis molekulastlyu gatkloszerek kifejlesztését tenné lehetévé. Ez utobbi az

alakultatasok mellett terapias célokat is szolgalhatna.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. DNS konstrukcidk és klonozas

A kisérletekben felhasznalt fehérjék cDNS-eit a Drosophila Gene Collection-bél
(Berkeley Drosophila Genome Project, Drosophila Gold Collection) szereztiik be.

A T7 promotert tartalmazé pOT2 vektorban [156] 1évé cDNS-eket szubklonozas
nélkiil felhasznalhattuk az IVTT (in vitro transzkripcid/transzlacid) reakciokban. A mas
vektorokban (pBS SK-, pOTB7, pFlc-1) 1évé géneket a pHY22 plazmidba [157]
klonoztuk, amely alkalmas a T7 promoter alapu IVTT-re (lasd lentebb). Azokban az
esetekben, ahol nem volt elégséges a fehérje expresszid, T7 promotert tartalmazé PCR
fragmenteket hoztunk Iétre (T7 promoter-Kozak szekvencia-ATG-génspecifikus
szekvencia-3XSTOP) és ezeket kozvetleniil hasznaltuk az IVTT reakcidkban. Az
interakcios feliiletek térképezése soran a fehérjék atfedé darabjait kodold szakaszokat
pHY22-be klonoztuk vagy PCR fragmentet hoztunk Iétre a fent emlitett médon.

A kisérletekben felhasznalt proba fehérje darabokat (EVH1, SMEK1_EVH1 és
Smk-1) PCR segitségével amplifikaltuk és pDONR221 entry plazmidokba klonoztuk
Gateway rendszerrel (Life Technologies), majd N-terminalis GST fazios fehérjét
tartalmazo pDEST15 plazmidba illesztettiik. Az EVH1-%4 ¢s SMEK1_EVH1"%94 proba
fehérjéket kodolo DNS-eket a korabban létrehozott pDONR221-EVHI és
pPDONR221-SMEK1_EVH1 plazmidokrol helyspecifikus mutagenezissel hoztuk 1étre a
Takara QuickChange Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies)

segitségével.

A proba ¢és a vizsgalni kivant fehérjéket PCR segitségével amplifikaltuk és
pDONR221 (Invitrogen) entry plazmidokba kloénoztuk Gateway klonozasi rendszerrel.
Fehérje expressziora pAGW, pAFW (Drosophila Gateway Vector collection), pMT-
eGFP és pMT-3x-Flag plazmidokat [48] hasznaltunk.

A BAF vizsgalatahoz az RNS interferencia-rezisztens (%) GFP::CENP-CR ¢és
GFP::CENP-CAFIMR 1étrehozasahoz kicseréltiik a GFP::CENP-C €s
GFP::CENP-CAFIM konstrukciok [48] Acc651I-EcoRI (420 bazispar) szakaszat egy

kodon-moédositott verziora (GeneArt), ami ugyanazokat az aminosavakat kodolja, de az
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endogén CENP-C-t célz6 RNS interferenciara nem érzékeny. A GFP kot6 fehérjét (GBP)
[158] kodol6 szakaszt PCR-al amplifikaltuk és a pMT-3xFlag-DEST plazmidba a 3xFlag-
tag-t6l 5’ iranyba, azzal egy leolvasasi keretbe klonoztuk, majd ebbe Gateway klénozas
segitségével a BAF entry klont felhasznalva 1étrehoztuk a pMT-GBP::FLAG::BAF

konstrukciot.

A Gateway oligonukleotid primerek tervezése pDONR221 entry klén

1étrehozasahoz:

Forward: 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTA-24 nukleotid

génspecifikus szakasz-3’ (ATG-vel vagy anélkiil)
Reverz: 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTA-24 nukleotid
génspecifikus szakasz-3’ (STOP kodonnal)

plazmid promoter |fuzios fehérje felhasznalas
pAGW Act5C N' GFP
pMT-eGFP MT N GFP stabil D.Mel-2 sejtvonalak
pAFW Act5C N' Flag . ‘
létrehozasa
pMT-3x-Flag MT N' Flag
pMT-GBP::Flag MT N' GFP + Flag
pDONR221 - - Gateway klénozas entry vektor
pDEST15 T7 N' GST fehérje termeltetés E.coli-ban
pFlc-1 T7 - in vitro kisérletekhez hasznalt
pOTB7 Sp6 - fehérjék cDNS-ének
pBS SK- T3 - atkldnozasahoz templat
pOT2 T7 - o . ,
in vitro fehérje termeltetés
pHY22 T7 -

1.tablazat. A kisérletekhez hasznalt plazmidok listaja

In vitro mutagenezis:

Az EVHI1 szubsztratum-felismerési motivumanak azonositasahoz sziikséges
pontmutaciokat a meglévo in vitro és in vivo kisérletekhez hasznalt DNS konstrukciok
modositasaval allitottuk eld QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent
Technologies) hasznalataval.

Az 0Osszes létrehozott DNS konstrukciot restrikcios emésztéssel €s/vagy DNS

szekvencia-meghatarozassal ellendriztiik.
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3.2. Drosophila torzsek fenntartasa és embriok gyiijtése

A Kkisérleteink soran felhasznalt vad tipusu (white!''®) Drosophila torzset
klasszikus kukoricaliszt alapu taptalajon, 25°C-on, a cirkadian ritmusuknak megfeleld
fény/sotét periddusban tartottuk. Ebbdl a torzsbdl szinkronpetéztetéssel korai (0-2 oras),

mitotikusan aktiv embridkat gyiijtottiink a tomegspektrometriai analizishez.

3.3. Stabilan transzfektalt Drosophila D.Mel-2 sejtvonalak létrehozasa

A D.Mel-2 sejtek a klasszikus Drosophila melanogaster S2 sejtkultira szérum-
mentes taptalajhoz adaptalt valtozatai (Thermo Fisher Scientific)[159]. Konfluens
D.Mel-2 sejtkultarat felszuszpendaltunk friss szérum-mentes, komplett médiumban
(Insectagro DS2 Serum-Free/Protein-Free Medium (Corning), melyet kiegészitettiink
200 pg/ml L-glutaminnal és 1x PenStrep-el), 6 lyuka sejttenyészté lemezen 2-2 mli
végtérfogatban 70-80%-o0s sejtstirliséglire higitottuk, majd 4 6rat 25°C-on inkubaltuk.
Egy Eppendorf csébe 100 pl Opti-MEM (Gibco) reagenshez 9 pul Cellfectin 11 (Gibco)
reagenst adtunk, egy masik Eppendorf csébe pedig szintén 100 ul Opti-MEM-hez a
transzfekciohoz sziikséges mennyiségii (2-3 pg), nagy tisztasagu plazmid DNS-t adtunk.
Ezt kovetéen a DNS-t tartalmazo keveréket a Cellfectin II reagenst tartalmazo csdbe
pipettaztuk és 30 percig 25°C-on inkubaltuk. A keveréket ezutan 6vatosan a lemezen 1évo
2 ml sejthez csepegtettiik, majd 25°C-on harom napig novesztettiik a sejteket. Ezutan a
médiumot eltavolitottuk és friss, szelekcids antibiotikumot (20 pg/ml Blasticidin-S HCI)
is tartalmazo komplett médiumot adtunk a sejtekhez, majd 25°C-on ujabb 3 napig
novesztettiilk Oket. Ettdl a 1épéstdl a szelekcio fenttartidsanak érdekében kizardlag
szelekcios antibiotikumot is tartalmazé komplett sejttenyésztd oldatot hasznaltunk. Ujabb
harom nap elteltével a sejtkultarat friss médiummal kétszeres térfogatra higitottuk és 25
cm? (T25) flaskaba pipettiztuk. A folyamatot addig ismételtiik (passzalassal), amig a
sejtek a kelld sejtstirtiség elérésével egy nagyobb (75 cm?, T75) sejttenyésztd flaskaba
nem kertilhettek. A transzgén kifejez8dését az innentdl szamitott harmadik passzalas utan

Western-blot segitségével ellendriztiik.

3.5. Fehérje termeltetés és tisztitas

A tomegspektrometriai analizishez és az in vitro kotési kisérletekhez hasznalt

rekombinans fehérjéket (GST, GST-EVH1, GST-EVH1'%% GST-SMEK1, GST-
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SMEK1_EVH1"94) SixPack Escherichia coli torzzsel termeltettiik [160] és tisztitottuk
az alabbiak szerint. A sejteket Asoo ~0,6-ig ndvesztettiik, majd a fehérje termelést 1 mM
1-tio-pB-D-galaktopiranozid (IPTG) hozzaadasaval indukaltuk. 5 6ra 25°C-on torténd
razatas (280 rpm) utan a sejteket centrifugalassal iilepitettiik és hideg PBS-sel mostuk. A
sejteket ezutan 30 ml pufferben (LB: PBS,1 mM DTT, 1 mM PMSF és 0,2 ng/ul lizozim)
felvettiik és ultrahangos feltarassal lizaltuk. A sejttormeléket centrifugalassal (16 000 xg,
15 perc, 4°C) eltavolitottuk és a tiszta feliiluszot Glutathione Sepharose 4B (GE
Healthcare) gyongyokhéz adtuk, majd 4°C-on 90 percig inkubaltuk lassu forgatas
mellett. Miutan a gyongyoket 4x mostuk 0,05%-0s Triton X-100 detergenssel kiegészitett
PBS pufferrel, a gyongyokhoz kotddott fehérjéket 50%-0s glicerin tartalmu PBS
pufferben vettiik fel és -20°C-on taroltuk.

3.4. Affinitas tisztitashoz kotott tomegspektrometriai azonositas (AP-MS)

A white!!® Drosophila torzsbol gyiijtott, dekorionizalt és -80°C-on tarolt
mitotikusan aktiv (mitotikus index ~50%) korai szincicialis (0-2 6ras) embriokbol
3-3 grammot hasznaltunk az affinitas tisztitashoz.

Az embriokat Dounce-homogenizator segitségével sejtfeltard pufferben (EBL:
20mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2mM MgCl;, 0,5 mM EGTA, 1 mM DTT,
0,1% NP40, 20% glicerin, 1 mM PMSF (szerin proteaz gatloszer), 1 XPIC
(szélesspektrumu protedz inhibitor koktél), 25 uM MG132 (20S proteaszéma gétldszer),
1x PhosStop (szélesspektrumt foszfataz gatloszer)), 4°C-on tartuk fel. A feltaras utan a
sejttormeléket centrifugalassal (12 000 xg, 15 perc, 4°C) tavolitottuk el. A tiszta feliiluszo
frakciot 60 ul GST, GST-EVH1 vagy GST-Smk-1 gyongyhoz adtuk és 2,5 oran at
inkubaltuk 4°C-on, folyamatos lasst forgatas mellett. A gyongydket ezutan 5x mostuk
moso6 pufferrel (WB1: 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM MgCl., 0,5 mM EGTA,
1 mM DTT, 0,1% NP40, 20% glicerin, 1 mM PMSF), az utols6 mosast pedig egy csak
sokat és EGTA-t tartalmazo pufferrel (WB2: 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 2 mM
MgClz, 0,5 mM EGTA) végeztik. Az utols6 mosopuffer teljes eltavolitdsa utan a
gyongyoket ammonium-bikarbonat (50 mM) oldattal atoblitettiik, majd 50 pl térfogati
ammonium-bikarbonat pufferben vettiik fel és tomegspektrometriai analizisre atadtuk

Janusz Debski kutatdcsoportjanak (Biokémiai és Biofizikai Intézet, PAN, Varso).
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3.6. In vitro kotési kisérlet

A fehérje-fehérje interakcios kisérletekhez a 3°S-metioninnal jeldlt vizsgilni
kivant fehérjéket un. kapcsolt in vitro transzkripcios/transzlacios rendszerrel (IVTT,
Promega, L1170) termeltettik. Egy 15 pl-es reakciohoz (amely tartalmazta a T7
promoterrdl atirni képes transzkripcids apparatussal ellatott nyual retikulocita lizatumot
(TNT Quick Master Mix, Promega), RNaz gatloszert (RNasin, Promega), T7 PCR
Enhancer-t (Promega), EDTA-mentes proteaz inhibitor koktélt (Roche), 0,3 MBq
3S-L-metionint (PerkinElmer)) 50 ng tisztitott PCR terméket vagy plazmidot adtunk. A
reakcioelegyet 1 o6ran keresztiil inkubaltuk 30°C-on, majd centrifugaltuk (12 000 xg, 3
perc, 25°C). A feliiluszobol 0,25 pl-t eltettiink (IVTT input), a maradékot pedig az in
vitro kotési kisérlethez hasznaltuk fel.

Kozel azonos mennyiségii, Gluthatione sepharose 4B gyongyokhoz immobilizalt
GST, GST-EVHI és GST-Smk-1 proba fehérjét 1 ml moso pufferrel (WB3: 50 mM
HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,1% Triton
X-100) equilibraltuk. A gyongyoket centrifugalassal iilepitettiik (600 xg, 3 perc, 4°C),
majd 800 ul kotépufferben (BB: WB3 kiegészitve proteaz inhibitor keverékkel és
0,5 mg/ml BSA-val) felszuszpendaltuk. Az IVTT reakcioelegyet egyenléen szétosztottuk
a negativ kontrollként hasznalt GST, illetve a probaként hasznalt GST-EVH1 vagy
GST-Smk-1 gyongyok kozott, majd a reakcioelegyeket 1,5 oran keresztiil 4°C-on lassu
forgatas mellett inkubaltuk. Ezt kdvetden a gyongyoket 3x mostuk WB3, majd 3x WB4
pufferrel (50 mM HEPES pH 7,5, 200 mM NaCl, 2 mM MgClz, 1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0,2% Triton X-100). Az utols6 mosas utan a puffert teljesen eltavolitottuk, és a
gyongyokhoz 1x Laemmli mintapuffert adtunk, majd a megkotott fehérjéket 5 perces
forralassal elualtuk. Forralas utan a gyongyoket centrifugalassal kitilepitettiik (12 000 g,
5 perc, 25°C), majd a feliiliszoban 1évo fehérjéket hagyomanyos Tris-Glicin SDS-PAGE-
el (denaturaldo poliakrilamid gélelektroforézis), a vizsgalandé fehérjék méretének
megfeleld toménységli géleken méret szerint elvéalasztottuk. Az elvalasztast BioRad
fehérje futtatd késziilékkel végeztiik Tris-Glicin (0,25 M Tris, 1,92 M glicin, pH 8,3-8,5)
futtatopufferben. A futtatas utan a géleket 10%-os ecetsav oldattal fixaltuk és Coomassie
Brilliant Blue-val festettiik, majd a felesleges hatteret 10% metanolt és 7% ecetsavat
tartalmaz6 oldattal eltavolitottuk. A géleket gélszaritd berendezés (BioRad) segitségével

kiszaritottuk és dokumentaltuk.
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A vizsgalandd fehérjék jeloléséhez hasznalt 35-06s kén izotopot tartalmazd
metionin alacsony energiaju sugarzast bocsajt ki, ennek detektalasahoz autoradiografiat
alkalmaztunk. Az autoradiografiat -80 °C-on végeztiik szuperérzékeny rontgenfilm
(Kodak) hasznalataval. 24-48 6ra expoziciot kovetden a jelek detektalasahoz Tetenal
X-ray hivo és fixalé oldatokat hasznaltunk. Az el6hivott filmeket Azure c¢300

géldokumentacios rendszerrel (Azure Biosystems) dokumentaltuk.

3.7. Helyspecifikus mutagenezis

Az FxxP és MxPP motivumok dupla aminosav szubsztiticiés mutansait (AxxA
és AxPA), illetve a Drosophila és human EVH1 domének L70A és L69A mutansait
QuikChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) hasznalataval
hoztuk 1étre. A 25 ul végtérfogatii PCR reakciot a gyartd utasitdsanak megfeleléen mértiik
Ossze, melyhez templatként 5 ng tisztitott plazmid DNS-t hasznaltunk.

A PCR reakcidt az alabbi mdédon végeztiik:
-95°C, 1 perc
-18 cikluson keresztiil: 1.) 95°C, 50 mp;
2.) 60°C, 50 mp;
3.) 68°C, 1 perc/kilobazis

-68°C, 7 perc

A PCR reakcid utan a reakciobol 2 pl térfogatot kontrollként kémiai kompetens
E. coli DH5a sejtekbe juttattuk. A maradék reakcidhoz 2 pl (10U) Dpnl enzimet adtunk
¢és 2 oran keresztiil 37°C-on inkubaltuk. A Dpnl csak a metilalt DNS-t képes emészteni,
igy a templatként szolgalo, baktériumsejtekbdl tisztitott plazmid DNS-t el tudtuk
tavolitani a reakciobol, mig a PCR soran szintetizalodott (nem metilalt) nick-elt
plazmidok intaktak maradtak. A 2 éras emésztés utan a reakciobol 2 pl térfogatot DH5a
sejtekhez adtunk, majd a sejteket 37°C-on novesztettiik. A masnap megjelend koloniakbol
DNS-t tisztitottunk, majd tesztemésztés és DNS szekvencia meghatarozas segitségével
ellendriztik a kivant mutacio létrejottét €s a szekvencia tovabbi részeinek

valtozatlansagat.

3.8. Ko-immunprecipitacio (Co-1P) D.Mel-2 sejtekbol

Az in vivo interakcios kisérletekhez a sejteket a transziens transzfekcid utan 48
oraval gytjtottiik, majd ovatos pipettazassal felszuszpendaltuk, centrifugaltuk (500 g, 5
perc, 25°C) és PBS pufferrel mostuk. A sejteket ezutan felvettiik 500 ul extrakcios
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pufferben (EB2: 50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM EGTA, 2 mM MgCly,
0,1 % NP-40, 5% glicerin, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 25 uM MGI132 és 0,1 ul/ml
Bensonase Nuclease (Merck Millipore)). A sejtek feltarasahoz 4°C-on dolgoztunk, a
sejtszuszpenziot 10X atpassziroztuk 24G méretli tiin inzulinos fecskendd segitségével,
majd 20 perc 4°C-on torténd inkubalas utan a folyamatot megismételtiik. A sejt
lizatumokat centrifugaltuk (16 000 xg, 10 perc, 4°C). A feliiliszobol 10 ul-t kivettiink és
10 ul 1x Laemmli mintapuffert adtunk hozza, (input, 2%) majd 5 percig forraltuk. A
maradék feliiliszot magneses agardz GFP-trap (Chromotek) gyongyokhoz adtuk és
1 6ran at inkubaltuk 4°C-on. A gyongyoket ezutan 5x mostuk moso6 pufferrel (EB2 puffer
MG132 és Bensonase Nuclease nélkiil). Az utolsd6 mosas utan a puffert eltavolitottuk, a
gyongyokhoz 1x Laemmli mintapuffert adtunk és 5 percig forraltuk. Centrifugalas utan a
mintdkat SDS-PAGE-el elvalasztottuk majd Western-blot segitségével vizsgaltuk az

interakciok meglétét vagy hianyat.

3.9. Western blot

A Ko-immunprecipitaciok mintait hagyomanyos Tris-Glicin SDS-PAGE-el, a
vizsgalandd fehérjék méretének megfeleld toménységli géleken, méret szerint
elvalasztottuk. Az elvalasztast BioRad fehérje futtatd késziilékkel végeztiik Tris-Glicin
futtatopufferben. Az elvalasztas utan a fehérjéket PVDF (polivinilidén fluorid, Merck
Millipore) membranra blottoltuk (20 V, 1 6ra) BioRad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell késziilék segitségével, Semi-Dry transzfer puffert alklamazva (50 mM Tris pH 7,5,
40 mM glicin, 20% metanol, 0,04% SDS).

A blottolas utan a membran szabad fehérjekotd feliiletét 5%-0s tejpor tartalmt
TBST (TBS+0,05% Tween 20) oldatban inkubaltuk 30 percig 25°C-on. A blokkolas utan
a membrant 5 percig mostuk TBST-vel, majd 1 6ran keresztiil 25°C-on inkubaltuk az
adott epitopra (GFP vagy Flag) specifikus, megfeleld mértékben higitott els6dleges
ellenanyagot tartalmazé oldatban (TBST+1% BSA). A membrant ezutan 3 X 10 percig
mostuk TBST oldattal. A kisérleteink soran hasznalt GFP ellenanyag (anti-GFP antibody
(HRP), Abcam, ab190584) HRP-vel konjugalt, ezért ebben az esetben nem volt
sziikségiink masodlagos ellenanyagra. A kisérleteink soran hasznalt Flag ellenanyagot
(anti-Flag M3, Sigma, F1804-200UG) egérben termeltették, ezért masodlagos
ellenanyagnak kecskében termeltetett, HRP-konjugalt egér elleni -ellenanyagot
(Polyclonal goat anti-mouse IgG/HRP, DAKO, P0447) hasznaltunk megfelel6en higitva
(1 ora, 25°C). A membrant ismét 3 x 10 percig mostuk TBST oldattal. A membranokhoz
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ezutan Immobilon kemilumineszcens HRP szubsztratot adtunk (Merck Millipore,
WBKLS0500), majd a HRP altal katalizalt reakciobodl keletkezd fényt Azure c300

géldokumentacios rendszer (Azure Biosystems) hasznalataval detektaltuk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Lehetséges PP4 interakcios partnerek azonositasa

A szakirodalombol tobb olyan Drosophila fehérjét is ismeriink, melyek a PP4
foszfataz szabalyozéasa alatt allnak, az enzim és a szubsztratum fehérje kozotti fizikai
interakcid kisérletesen is bizonyitott. Azonban ezen fehérjék tobbsége a PP4 R1 és R2
regulator alegységein keresztiil, vagy direkt modon a katalitikus alegységhez
kapcsolodik. Drosophilaban csupéan két PP4 szubsztrat fehérje, a CENP-C és a Miranda
R3 alegységhez valdo kotédése bizonyitott kisérletesen [44, 48]. Egy konzervalt
szubsztratum felismerési motivum azonositdsahoz azonban sziikségiink van tobb
interakcids fehérje ismeretére.

Ahhoz, hogy a PP4 foszfataz Falafel/R3 alegységén keresztiil kotddo 1j
interakciés  partnereit azonositsuk, tomegspektrometriai analizist = végeztlink.
Témavezetém korabbi eredményeibdl tudjuk, hogy a GST-FIfl-el végzett affinitas
tisztitassal és tomegspektrometriai analizissel (AP-MS) csak nagyon kevés kdlcsonhato
fehérjét lehetséges azonositani. Ennek oka feltehetéen az, hogy az interakcio a foszfataz
és a szubsztratum kozott tranziens, vagyis a defoszforilaciéo utdn a PP4 elengedi a
szubsztratumat. Ezen probléma kikiiszobolésére a teljes hosszusagu Flfl helyett csupan
kisebb, funkcionalis egységeit (EVH1 és Smk-1 domének) hasznaltuk az AP-MS
analizishez. Ezen domének oOnmagukban képtelenek a masik két alegységgel
Osszekapcsolodva funkciondlis holoenzimet alkotni, azonban feltételeztiikk, hogy az
interakcios partnereikkel stabil kapcsolatot képesek kialakitani. Lipinszki €s munkatarsai
korabbi munkajabol tudjuk [48], hogy az EVH1 domén nagyfoku konzervaltsagot mutat
és bizonyitottan szerepet jatszik a szubsztratum felismerésben és kotésben.
Vizsgalatainkba azért vontuk be az Smk-1 domént is, mert az EVH1-hoz hasonl6an ez is
erésen konzervalt az R3 ortologokban (és csak ott fordul eld), ami alapjan
feltételezhetjiik, hogy hasonloan fontos szerepe lehet az R3/FIfl (és a PP4) funkciojaban.
Err6l azonban a mai napig nem jelent meg irodalmi adat.

A Drosophila egyedfejlédése soran, miutan a ndstény lerakta a megtermékenyitett
petéit, a petében az els6 13 osztdédas soran egy koriilbelil 6000 sejtmagbdl alld tn.
szincicium jon létre [161]. Mivel ezen mitotikus sejtmagi osztodasok tokéletes
szinkronban torténnek, ezért az embriok gazdag forrasai a mitotikus fehérjéknek. Vad
tipust (white'!!8) Drosophila térzsbél szinkronpetéztetéssel korai szincicialis embridkat

gyljtottiink, majd az ezekbdl szarmazo teljes sejt-lizatumot affinitas tisztitas soran a GST
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fuziés fehérjével jelolt Flfl doménekkel (GST-EVH1, GST-Smk-1) egyiitt inkubaltuk.
Negativ kontrollnak GST fuziés fehérjét hasznaltunk. A gydngydkon immobilizalt

fehérjéket ezutan tomegspektrometriai vizsgalatnak vetettiik ala.

GST-EVH1/GST-Smk-1

/ 100%
feltaras mosas :

i

o —
LT -
lizatum L ! |

10 10 30 40 5060 70 B0 90 100

embridk gyljtése affinitas tomegspektrometriai kiértékelés
tisztitds analizis

5. abra. Az affinitas tisztitashoz kotott tomegspektrometriai elemzés (AP-MS) munkamenete. A
Drosophila embriokbol szarmazo lizatumot a kitisztitott és gyongyokoén immobilizalt GST, GST-EVH1
vagy GST-Smk-1 fehérjékkel inkubaltuk egyiitt. Az aspecifikusan k6tddé fehérjéket tobb mosasi 1épéssel
eltavolitottuk, majd az oszlophoz kotédve maradt fehérjéket tripszines emésztést kovetden

tomegspektrometriai analizis segitségével azonositottuk.

A tomegspektrometriai eredmények alapjan 40 olyan fehérjét azonositottunk,
melyek valamely doménhez koétédtek, de féleg az EVH1-gyel mutatak kolcsonhatast
(2. tablazat). Ez nem meglepd, ugyanis mint korabban emlitettiik, az EVH1 funkcidja
ismert a szubsztratum felismerésben ¢és kotésben is. Ami sokkal inkdbb meglepd volt,
hogy szamos olyan fehérjét is azonositottunk, amelyet kizarolag az Smk-1 domén kotott
meg (2. tablazat). A két domén altal megkotott fehérjék kozott féleg olyan proteineket
talaltunk, melyek kiilonb6z6 mitotikus képletekhez kothetdek, ugymint a centroszoma, a
centroméra, a kinetokor, a mitotikus ors6 mikrotubulusai vagy akar az un. orsé
Osszeszerel6dést ellen6rz6 rendszer (Spindle Assembly Checkpoint (SAC))
szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjekomplexek alkotoi.

Természetesen a tomegspektrometriai analizis sordn azonositott fehérjék nem
mindegyike valos fizikai interakcios partnere az EVH1 vagy Smk-1 doméneknek, hiszen
olyan fehérjéket is sikeriilt azonositani, melyek tobbalegységes fehérje komplexumok
részei (pl. a teljes CPC (Chromosome Passenger Complex) komplexet azonositottuk,
amely az INCENP, AuroraB kinaz, Borealin és Deterin fehérjékbdl all). Ez azt sugallja,
hogy az interakci6 egy fehérje komplexum egyik alegysége és az EVH1 kozott erds. A

tovabbi  kisérletek soran vizsgalando fehérjék kivalasztdsdhoz elsdként a
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tomegspektrometriaban hatasfokot kifejez6, magas tn. Mascot-score-al és nagy peptid
szammal jelenlévoket szelektaltuk ki, majd invitro kotési kisérletek segitségével

vizsgaltuk meg a FIfl (és doménjei) tényleges interakcios partnereit.

GST-EVH1 GST-Smk-1 GST-EVH1 GST-Smk-1
Név Score | #pep | Score # pep Név Score | #pep | Score | #pep
hyperplastic discs 1804 33 184 3 Spd2 88 2 - -
Prpl6 1540 29 - - early girl 84 1 - -
Miranda 1021 17 - - Shroom 70 1 - -
CG8478 1001 16 161 2 Grip75 40 1 62 1
Psc 942 17 - - Anal 30 1 - -
staufen 396 5 - - Dhc 64C - - 299 6
Cenp-C 396 8 - - Drpl - - 298 5
Aurora B 367 6 - - Nipsnap - - 286 5
Borealin-related 337 7 - - Rod - - 172 3
fascetto 313 6 - - Ras 85D - - 155 2
coilin 300 5 - - Otefin - - 142 1
INCENP 297 4 - - Rfc4 - - 122 1
NuMA 285 5 - - licorne - - 99 2
Sex combs extra 283 4 - - ZW10 - - 90 1
Deterin (Survivin) 238 3 - - spindle A - - 75 1
stonewall 237 5 - - PCNA - - 72 1
sosondowah 179 3 - - asp - - 54 2
Centrobin 168 3 - - Elongin B - - 54 1
Aurora A 134 2 - - Zwilch - - 49 1
pebble 106 1 - - BAF 238 3 70 2

2. tablazat. Az AP-MS eredmények alapjan tovabbi vizsgialatokra kivalasztott fehérjék. A nyers
tomegspektrometriai eredmények koziil a Mascot-score és peptidszam (# pep) alapjan valasztottuk ki
azokat a fehérjéket, melyek esetében az in vitro kotési kisérletek elvégzése érdemes lehet. A GST-EVH1 a
FIfl 1-168 aminosav, mig a GST-Smk-1 a FIfl 169-361 aminosav szakasza.

4.2. A FIfl valés fizikai interakciés partnereinek meghatirozasa in vitro kotési
kisérletekkel

Annak meghatdrozasahoz, hogy a kivélasztott lehetséges interakcids partnerek
koziil melyek azok, melyek valdéban fizikai kdlcsonhatasba 1épnek a Fifl EVH1 vagy
Smk-1 doménjeivel, in vitro kotési kisérleteket végeztiink. Ehhez proba fehérjeként
E. coli-ban termeltetett és Glutathione sepharose 4B gyongyokhéz immobilizalt
rekombinans GST-EVH1 és GST-Smk-1 fehérjéket hasznaltunk (6. abra). Negativ
kontrollnak gyongyokhoz immobilizalt GST-t alkalmaztunk.

A vizsgalni kivant fehérjéket kapcsolt in vitro transzkripcids és transzlacios
(IVTT) rendszerben termeltettilk CONS-r6l vagy PCR-rel eldallitott linearis DNS-r6l. Az
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IVTT soran a fehérjéket **S-metioninnal jeldltiik, a kotési kisérletek eredményét
autoradiografiaval detektaltuk (6. abra).

A vizsgalando fehérjéink kodoldo ¢cDNS-ét a Drosophila Gold Collection plazmid
konyvtarabol [162] hasznaltuk. A kollekcioban megtalalhatd plazmidok koziil a pOT2 és
a pFlc-1 tartalmaz T7 promotert, ezért ezek alkalmasak az altalunk hasznalt T7 promoter
vezérelt IVTT rendszerben torténd fehérje termeltetésre. A pOTB7 ¢és pBS SK-
plazmidokban 1év6 CDNS-eket szubklonoztuk az IVTT rendszerre optimalizalt
pHY?22 [157] vektorba restrikcios emésztés és DNS ligalas segitségével. Mivel a pFlc-1
vektorban 1évé fehérjék nem termelddtek megfelelden, ezért ezeket a géneket szintén
pHY?22-be klonoztuk. Némely fehérje esetében nem miikddott a plazmidrol torténd
termeltetés, ezért ezekrél a CDNS-ekrdl egy T7 promotert hordozo linearis DNS-t hoztunk
létre PCR segitségével, majd ezt hasznaltuk az IVTT reakciokban templatként.
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6. abra. Példa az in vitro kotési kisérletre és eredményének detektalasara. A kotési kisérlet soran a
gyongyokon immobilizalt proba és az in vitro termeltetett, radioaktiv metioninnal jelolt, vizsgalni kivant
fehérjéket egyiitt inkubaltuk, majd tobb mosasi 1épés utan a fehérjéket SDS-PAGE-el szeparaltuk. A
Coomassie BB festés segitségével meggy6zddhetiink arrdl, hogy a mosasok soran nem veszitettiink a
gyongyokbol, illetve, hogy a proba és a negativ kontroll fehérjékbdl Osszemérhetdé mennyiséget
hasznaltunk. A gél szaritdsa utdn az interakciok meglétét vagy hidnyat az izotdép gyenge sugarzasara
érzékeny rontgenfilmmel detektalhatjuk. Az abran jol lathato, hogy a Prpl6 erds, specifikus interakcioba

1ép a FIfl EVHI doménjével.

Az in vitro kotési kisérletekkel 15 fehérjét sikeriilt azonositanunk, mint FIfl/PP4

kolcsonhatod partnerek. Ezen fehérjék koziil 8 a Flfl EVH1 doménjével, mig 8 a FIfl
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Smk-1 doménjével 1ép specifikus interakcioba (7. abra és 3. tablazat). Erdekes, hogy mig
az EVH1-al kolcsonhato fehérjék esetében kivétel nélkiil erés kotést tapasztaltunk, az
Smk-1 az esetek tobbségében egy sokkal gyengébb, habar fajlagos, kolcsonhatast

alakitott ki az interakcios partnereivel (7. abra). Ennek okét egyelére nem sikertilt

tisztaznunk.
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7. abra. Az EVHI1 és Smk-1 domének ujonnan azonositott kozvetlen kolesonhaté partnerei. Az in
vitro kotési kisérletek segitségével a Flfl-nek hét ij EVH1 doménen keresztiil k6t6d6 fizikai interakcids
partnerét és nyolc j, az Smk-1 doménen keresztiil megkotott partnerét azonositottuk. Mig az EVHI
esetében az Osszes fehérjével egy erds, specifikus interakciét mutattunk ki, addig az Smk-1 esetében a
kolcsonhatasok tobb esetben is gyengébbnek tiintek. A Mira mar egy korabban igazolt EVH]1 interakcios

partner [44], melyet a mi eredményeink is megerdsitenek.

36



fehérje | CGszam |kolcsonhaté domén lokalizacid és funkcio
Incenp CG12165 EVH1 CPC alegység, sejtosztodas kiilonb6z6 folyamatainak szabalyozasa
Prpl6 CG32604 EVH1 spilceoszdma, mRNS érés
Sowah CG10632 EVH1 nincs adat
Centrobin | CG5690 EVH1 ledny cetriélum, mikrotubulus organizécio
Psc CG3886 EVH1 polycomb fehérje, homeotikus gének szabalyozasa
Stwl CG3836 EVH1 heterokromatin, 6ssejt populacio fenntartasa
CG8478 CG8478 EVH1 RNS polimeraz II-n keresztili transzkripcids regulacio (feltételezett)
Miranda CG12249 EVH1 citoplazma, neuroblasztok aszimmetrikus osztédasa
Licorne CG12244 Smk-1 citoplazma, Ser/Thr kinaz
Nipsnap CG9212 Smk-1 mitokondrium (feltételezett)
RfC4 CG14999 Smk-1 sejtmag, DNS replikacid és DNS hibajavitas
ZW10 CG9900 Smk-1 RZZ alegység, kinetokor, Spindle Assembly Checkpoint
Zwilch CG18729 Smk-1 RZZ alegység, kinetokdr, Spindle Assembly Checkpoint
Spindle A CG7948 Smk-1 DNS rekombinacid, DSB hibajavitas
yTub23C CG3157 Smk-1 citoplazma, mikrotubulus citoszkeleton szervezése
Grip75 CG6176 Smk-1 centroszéma, mikrotubulus nukleacio, ivarsejt képzés és mitdzis

3. tablazat. Az Gjonnan igazolt Flfl-lel kolcsonhat6 fehérjék sejten beliili lokalizacioja és legfontosabb
funkcidi. Az egyes fehérjék lokalizaciojaval és legfontosabb funkcidival kapcsolatos adatokat a FlyBase

adatbazisabdl gylijtottiik 6ssze.

4.3. Az interakcios feliiletek térképezése

Mivel az EVH1 domén szerepe ismert a szubsztratum kotésben, ezért ezen domén
konszenzus szubsztratum felismerési motivumanak meghatarozasahoz elsé 1épésként
elkezdtiikk meghatarozni a lehet6 legrovidebb interakcios feliileteket. Ha tudjuk, hogy az
egyes fehérjéinknek melyek azok a rovid aminosav régioi, amelyek sziikségesek az
interakcid kialakuldsédhoz, akkor sokkal nagyobb hatékonysaggal tudunk egy motivum
keresésébe kezdeni, mintha ugyanezt a teljes hossziasagu fehérjék esetében kisérelnénk
meg. Mivel az Smk-1 domén funkcidjarol semmit nem tudunk, de mégis tobb fehérjével
is specifikus interakciot mutat (7. abra), ezért az EVH1-hez hasonloan itt is elkezdtiik az
interakcios feliiletek meghatarozasat.

A PP4 szubsztratum-felismerési motivumanak azonositasahoz elkezdtiik a FIfl
doménekhez kotddd, Gjonnan azonositott fehérjék FIfl-lel kolcsonhato feliileteinek
behatarolasat. Ehhez az egyes fehérjékbdl kisebb, atfedé darabokat generaltunk PCR
termékekrdl IVTT rendszerben, majd ezekkel a polipeptidekkel is elvégeztiik az in vitro
kotési kisérleteket. Az atfedd darabok létrehozasa soran igyekeztiink elkeriilni, hogy a
fontos masodlagos szerkezeti elemeket karositsuk, ezért in silico predikcids programmal
(Jpred [163]) meghataroztuk a masodlagos szerkezeti elemek valoszinii hatarait. Az

interakciés feliiletek térképezésének menetét a Prpl6 példdjan keresztiil a 8. dbra
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szemlélteti. Els6 korben a fehérjéket harom atfedd, kozel azonos méretli szakaszra

bontottuk (4. tablazat).

* ~N
& &
(\ NN
ka = & &
Prp16
ol gup
1-468
55| . e
357-845
55| . sess
756-1222
55- ‘
20 w— a3
113-251
20- —
20- - 224-357

8. abra. Az interakcios feliiletek térképezésének menete. Az EVH1 vagy Smk-1 doménnel interakcioba
1ép6 teljes hosszusagu fehérjéket eldszor harom, egymassal atfedd szakaszra bontottuk (Prp16 esetében ez
1-468, 357-845 és 756-1222 aminosavak). Az ezekkel a szakaszokkal elvégzett in vitro kotési kisérletek
alapjan azt a régiot, amely interakcioba lépett (ez esetben az 1-468 aminosav szakasz) tovabbi rovidebb
szakaszokra bontva vizsgaltuk. A Prpl6 113-251 aminosavas szakaszanak példajan keresztiil jol lathato,
hogy az altalunk hasznalt IVTT rendszer korlatozott, a kisebb méretli fehérjék termelése nem minden

esetben sikeres ezzel a modszerrel.
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fehérje szakasz EVH1 kotés | fehérje szakasz | Smk-1 kotés
1-329 = 1-187 -
Incenp (223-534 - ZW10 (144-337 +
445-755 + 294-485 -
1-594 - 1-126 n.a.
Psc 505-1098 + RfC4 |101-226 +
1009-1601 - 206-331 -
1-276 - 1-132 +
Sowah |183-474 - Licorne |102-233 -
357-635 + 204-334 -
1-468 + 1-100 n.a.
Prple ([357-845 - Nipsnap |79-194 +
756-1222 - 172-273 -
1-250 - 1-100 -
CG8478 |162-411 - Grip75 |[91-190 -
323-571 - 181-280 +
1-243 - 1-120 -
1-393 - Spindle A {109-228 +
Stwl 1-510 - 217-336 +
1-730 + 1-220 +
750-1037 Zwilch [218-431 -
422-641 +

4. tablazat. Az EVH1 és Smk-1 doménekkel kolcsonhaté fehérjék interakcids feliiletei. Az egyes

fehérjék vizsgalt darabjai és az interakcio 1étrejétte (+) vagy hianya (-) az EVH1 és az Smk-1 doménekkel.

Két esetben nem sikeriilt IVTT reakcidval a kivant szakaszt megtermeltetni, igy ezek kotédését nem tudtuk

meghatarozni (n.a.). Az adatok alapjaul szolgal6 autoradiografias eredmények a 9. és 10. abran lathatoak.

Az EVH1-hez k6tdd6 interakceids partnerek koziil az Incenp, Psc, Sowah €s Prp16

esetében sikeriilt egyértelmiien a fehérjék azon egyharmadat meghataroznunk (9. dbra),

amely az interakcid kialakitdsdhoz sziikséges. A CG8478 esetében a fehérje egyik

szakaszanal sem tudtunk interakciot detektalni (9. dbra), mig a Stwl esetében két, nem

atfedé fragmens is interakciot mutatott (9. dbra). Elébbire magyarazat lehet, hogy a

fehérje egy rovidebb aminosav szekvencidja esetében nem alakul ki a megfeleld

térszerkezet, ezért nem jon létre a kotdhely, mig az utdbbi esetben vagy két kiillonb6zo,

de azonos affinitastu kotéhely lehet, vagy az egyik régid aspecifikus interakciot alakit ki.
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9. abra. Az EVH1 doménnel kolcsonhaté fehérjék interakcios feliileteinek térképezése. A Stwl és
CG8478 fehérjék kivételével a tobbi esetben sikeriilt meghataroztuk a fehérjék azon harmadat, amely az
interakcio kialakitasaért felelés szakaszt tartalmazza. A Stwl esetében mind az 1-730, mind a 750-1037
szakasz esetén detektaltunk egy gyenge interakcidt, ami alapjan nem donthetd el egyértelmiien, hogy a
fehérjének mely rovidebb szakasza k6tédik az EVH1 doménhez. A CG8478 esetében a vizsgalt szakaszok
koziil egyik sem kotdott a proba fehérjéhez. Az in vitro kotési kisérletek soran a negativ kontroll GST

volt.

Az Smk-1-gyel kolcsonhato partnerek koziil a ZW10, Grip75, Licorne, Nipsnap
és Rfc4 fehérjék esetén egyértelmiien sikeriilt azonositanunk a fehérjék interakcioért
felel6s harmadat (10. abra). Az Rfc4 és Nipsnap esetében a fehérjék elsé részeit (1-126
¢és 1-100 aminosav szakasz) nem sikeriilt IVTT reakcioval megtermeltetni (10. abra), igy
ezekrdl nincsenek adataink, de az eredmények ezek nélkiil is értelmezhetdek. A
Spindle A esetében a 2. és 3. szakasz is interakcioba Iépett az Smk-1-gyel (10. abra), a
kotodéseért felelds szakasz nagy valoszinliséggel ezen darabok atfedd részén helyezkedhet
el. A Zwilch esetében azt tapasztaltuk, hogy a fehérje 1. és a 3. része is kotodik a

Smk-1-hez (10. abra), ami az EVH]1 és Stwl esetéhez hasonloan (9. abra) két kiilonb6z6

kotéhelyet, vagy az egyik rész aspecifikus kotodését is jelentheti.
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10. dbra. Az Smk-1 doménnel kélcsonhaté fehérjék interakcios feliileteinek térképezése. Minden
fehérje esetében sikeriilt az interakciods feliiletet behatarolni a fehérje egyharmadara, kivéve a Zwilch
esetében, ahol az elsd és harmadik szakasz interakcidja miatt az eredmények tobb modon is értékelhetdek.
Az Rfc4 és Nipsnap esetében nem miikodott az IVTT reakcio a fehérjék els6 fragmense esetén. Az in vitro

kotési kisérletek soran a negativ kontroll GST volt.

A fent leirt kisérleteinkkel meghataroztuk az EVH1 és Smk-1 doménekkel
kolcsonhato fehérjék rovidebb szakaszait. Azon interakcios partnerek esetén, melyeket
még tovabbi kisebb darabokra bonthattuk anélkiil, hogy atlépnénk az IVTT rendszer
90-100 aminosavas fehérjét legtobb esetben stabilan megtermelni képes alsod
mérethatdrat, folytattuk az interakcids feliiletek meghatarozasat. Az 5. tablazatban

Osszefoglaltuk a vizsgalt szakaszok és a kotési kisérletek eredményeit.
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fehérje szakasz EVH1 kotés | fehérje szakasz EVH1 kotés
594-750 - 474-574 +
Sowah
721-876 + 537-635 -
Psc |847-876 - fehérje | szakasz | Smk-1 kétés
721-810 . 70-159 +
Nipsnap
786-875 121-210 +
1-134 422-504 -
Prpl6 |113-251 n.a. Zwilch |491-573 -
224-357 - 560-641 +
cegarg 1AL - Licome |22 -
162-571 + 66-150 +
534-634 - 101-180 +
Incenp |600-699 - Rfc4 |120-226 +
657-755 - 147-226 -

5. tablazat. Az EVH1 és Smk-1 doménekkel kdlcsonhaté fehérjék interakcios feliileteinek térképezése
1. Az egyes fehérjék kotés szempontjabol vizsgalt fragmentumainak kiterjedése és az interakcio 1étrejotte
(+) vagy hianya (-) az EVH1 ¢és az Smk-1 doménekkel. A Prpl6 113-251 fragmentumat nem sikeriilt az
IVTT reakcidval megtermeltetniink, igy err6l nem rendelkeziink kisérletes adattal (n.a.). Az adatok alapjaul

szolgald autoradiografia eredmények a 11. abran lathatoak.
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Rfc4 101-180 —p

CG8478 1411
Rfcg 120226 —p

CG8478 162571
Rfca 147-226 >
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Incenp 600693 —p |
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|

Sowah 474574

Sowah 337635 —p

11.4bra. Az EVH1 és Smk-1 doménekkel kolcsonhato fehérjék interakcids feliileteinek
meghatarozasa. A Prpl6, Psc és Sowah fehérjék esetében sikeriilt meghataroznunk egy 140 aminosavnal
rovidebb, az EVHI doménhez vald kotésért felelds szakaszt. A CG8478 esetében a kotésért felelds
fragmentum valodsziniileg a fehérje C-terminalis részén talalhat6. Az Incenp esetén az interakcios feliilet
tovabbi behatarolasa sikertelen volt. Az Smk-1 domén kolcsonhato partnerei koziil a ZW10 kivételével

sikeriilt egy 100 aminosavnal rovidebb szakaszra behatarolnunk az interakcioért felelGs részt.

Amikor a CG8478 fehérjét harom részre bontottuk (9. dbra), akkor egyik szakasz
sem lépett kolcsonhatasba az EVH1 doménnel, azonban a fehérje els6 és utolsod
kétharmadanak kotési kisérletébdl jol lathato (11. dbra), hogy az interakcioért felelds
szakasz nagy valoszintiséggel a fehérje C-terminalisanak kozelében helyezkedik el. Az
Incenp esetében az interakcids feliillet behataroldsat célzd tovabbi kisérleteink
sikertelenek voltak (11. abra). A Prp16, Psc és Sowah esetében az interakcios feliileteket
sikertilt kell6képpen behatarolni (11. abra). Az Smk-1 domén kdlcsonhaté partnerei koziil
az Rfc4, Zwilch, Licorne és Nipsnap esetén voltak sikeresek a kisérletek (11. abra). Az
egyes fehérjék legrovidebb interakcios feliileteit a 6. tablazat foglalja 6ssze.
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fehérje |szakasz (as)| fehérje |szakasz (as)

Prp16 1-134  |Spindle A| 217-228
Psc 721-876 |Nipsnap 121-159
Incenp 445-755 |Zwilch 560-641
Stwl 511-1037 |Licorne 86-150
Sowah 474-574 |Rfc4 101-120
CG8478 411-571 |ZW10 144-337

Grip75 190-280

6. tablazat. Az EVHI1 és Smk-1 doménekhez kotédo fehérjék in vitro kotési kisérletek segitségével

meghatarozott interakcios feliiletei.

4.4. A konzervalt EVHI1 felismerési motivum azonositisa és a kotohelyek
meghatarozasa

Az EVHI1 konzervalt szubsztratum-felismerési motivumanak azonositdsdhoz a
rendelkezésre allo feltérképezett interakcids felilletek mellett a témavezetom altal
publikalt korabbi eredményekbdl indultunk ki [48]. Még 2015-ben kimutattak, hogy a
CENP-C fehérje megkdtéseéért és ez altal a PP4 foszfataz centromérdhoz valo kotddéséért
a FIfl EVH] doménje a felelés. Ezen kiviil meghataroztak a CENP-C-nek azt a
minimalis, 19 aminosav  hosszu  szakaszat (Falafel interacting motif, FIM,
1048-PDESSADVVFKKPLAPAPR-1066), ami feltétlen sziikséges az interakciohoz.
Ezen beliil is kritikus szerepet jatszik a szakasz kozepén elhelyezked6 fenil-alanin-lizin-
lizin-prolin (FKKP) aminosav motivum, ugyanis az els6 pozicioban 1évo F és a negyedik
pozicidban 1évé P aminosavak nélkiilozhetetlenek az interakcio szempontjabol [48].
Rontgenkrisztallografiai modszerrel igazoltdk, hogy a Falafel EVH] doménje nem
kanonikus, emiatt nemcsak az EVH1-ekre jellemz6 poliprolin ligandumokat képes
megkotni, hanem a FIM-et is [48]. Ez azt feltételezi, hogy a Falafel és mas R3 ortologok
EVH1 doménje egy 10 csoportot képez az EVH1 domének csaladjaban, ahovéa a
kanonikus EVHI domének is tartoznak. Feltételezésiink szerint ez az EVHI tipus a PP4
foszfatdz szubsztratum-felismerésében konzervalt mechanizmus alapjan vesz részt.

A szakirodalmi adatok alapjan kisérletesen csak egyetlen masik Drosophila
fehérje (Miranda) esetében igazolt a FIfl EVH1 doménjével torténd fizikai kdlesonhatas

[44]. Megvizsgaltuk, hogy ebben a fehérjében talalhato-e a CENP-C FKKP motivumahoz
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hasonl6 szekvencia. A Miranddban két nagyon hasonlé motivumot is talaltunk (FAIP, 77-
80 aminosavak ¢s FRTP, 92-95 aminosavak), mindkettd az EVHI1-al interakcioba 1ép6
szakaszon helyezkedik el [44].

Az Gjonnan azonositott EVH1-hez k&t6do fehérjék mindegyikében egy vagy tobb,
a CENP-C FKKP, illetve a Miranda FAIP és FRTP szekvenciaihoz hasonlé FxxP
motivum is talalhaté (kivéve a CG8478-at), ezért valdszinlinek latszott, hogy ez a
motivum lehet a PP4 szamara a konzervalt, rovid linearis szubsztratum felismerési
szekvencia (SLiM).

2019 végén egy dan csoport azonositotta a human PP4R3 EVH1 doménjének
szubsztratum  felismerési motivumat. Eredményeik megerdsitették az altalunk
muslicaban talaltakat, ami tovabb erositi azt a feltételezést, miszerint a PP4 szubsztratum-
felismerési mechanizmusa konzervalt és az enzim jol definialhato modon kotédik a
kolesonhatd partnereihez, szubsztratumaihoz. Ueki és kollégai azt talaltak, hogy az FxxP
motivumon kiviil egy MxPP motivum is lehet a PP4 felismerési helye [155]. Ez alapjan
ujra ellendriztiik az altalunk talalt interakcids partnereket és valoban, az FxxP motivumok
mellett taldltunk legaldbb egy MxPP motivumot minden Gj EVHI kolcsonhat6 fehérje
esetében. A CG8478 fehérje, amely bar nem tartalmaz FxxP motivumot, tartalmaz
egyetlen MxPP motivumot.

Mivel az interakcios feliiletek behatarolasa utani szakaszokon még mindig tobb
FxxP és MxPP motivum volt, ezért helyspecifikus mutagenezis segitségével az els6 és a
negyedik pozicidban 1€v6 F és P, illetve M €s P aminosavakat alaninokra (A) cseréltiik,
hogy megvizsgaljuk, hogyan véltozik a mutans fehérjék kotddése az EVHI doménhez.

Miutan kivalasztottuk a vizsgalandé motivumokat, a mutagenezis soran nem csak
a fehérjék rovidebb szakaszaiban, hanem a teljes hosszisagu fehérjékben rontottuk el a
SLiM-eket, majd az egyes mutansokkal elvégeztiikk az in vitro kotési kisérleteket. A
mutansok vizsgalata sordn a vad tipusu fehérjék kotési tesztjeit is ujra elvégeztiik, hiszen
a kotés erdsségeének valtozasa megbizhatéan csak egyazon kisérleten beliil allapithato
meg (12. abra). Az eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy minden fehérje esetében
van egy olyan kiemelt FxxP vagy MxPP motivum, aminek modositasa az EVH1-al valo
kolcsonhatds nagymértékli gyengiiléséhez vagy teljes eltinéséhez vezet (12. ébra).
Erdekes, hogy mig egyes fehérjék esetén egy kiemelt motivum megvaltoztatasa az EVHI
doménnel kialakitott kolcsonhatas teljes megszlinéséhez vezet (12. dbra B), addig mas
fehérjék esetén az interakcié megmarad, bar a kotési affinitds nagymértékben lecsokken

(12. abra A). Fontos megjegyezni, hogy mig a CENP-C FIM motivumaban talalhato
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FxxP-ben két lizin foglal helyet (FKKP), mas, altalunk és a fenti cikkben [155]
azonositott PP4R3 EVHI ligandumok esetében az xx aminosavak minden szabaly nélkiil,
sokfélék lehetnek. Egyelére nem sikerilt rendszert taldlnunk az xx aminosavak
milyenségében. Feltehetéen az FxxP-n kiviili aminosavak és a fehérje szerkezetének
tulajdonsdgai hatdrozzdk meg az xx identitasat, fizikokémiai tulajdonsadgainak

kovetelményeit.
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12. abra. Az FxxP és MxPP motivumok mutaciojanak (FxxP — AxxA ill. MxPP — AxPA) hatasa az
EVH1-el torténd interakciora. Az altalunk vizsgalt fehérjéknél a legtdbb esetben (kivéve CG8478, ahol
csak egyetlen MxPP motivum van a fehérjében) tobb lehetséges kotési motivumot is mutagenizaltunk az
elsé és negyedik pozicioban 1évé aminosavak alaninra vald cseréjével. Az aminosav cserék hatasat az
EVH1-el vald kolcsonhatasra in vitro kotési kisérletekkel vizsgaltuk. Harom vizsgalt fehérje esetében egy
specifikus helyen 1évé motivum elrontdsa az interakcié nagymértékli legyengiiléséhez vezetett, mig négy
fehérje esetében ugyanez az interakcid teljes mértékli megsziinéséhez vezetett. Az autoradiografidkhoz
felhasznalt gélek Coomassie festése bizonyitja, hogy az interakciok erésségének valtozasa nem az eltérd
mennyiségl proba fehérje kovetkezménye, a melléklet M1 és M2 abrajan lathaté. A 7. tablazataban

Osszefoglaltuk a vizsgalt motivumok +20 aminosavas kdrnyezetét.
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13. abra. Az EVH1 kotésért felelos FxxP és MxPP motivumok. Az egyes EVHI interakcios fehérjéknél
(a Psc kivételével) sikeresen azonositottuk az interakcio kialakitasahoz nélkiilozhetetlen FxxP vagy MxPP
motivumot. A Prp16 és Centrobin fehérjék esetében emberben (kék vonal, Hs Prp16 és Hs Centrobin) is

ismertek a kotésért felel6s motivumok [155].

L. , motivum pozicidja , . .
fehérje | motivum . motivum £20 aminosavas kornyezete
(aminosav)
MPPP 120-123 VSNSQLLAIAEDEHNSTASLMPPPPVPVSADTTLGSGRPQRAAK
Incenp FFTP 492-495 TPGSNNTPKIGKLPAPTVGREFTPTQTTSTLPLSSAQPKKGPAS
MLPP 653-656 KFKELEQQKLQQLTGAKPKKMLPPPPKTKYTWEMLHEDDSTDDE
Sowah FDSP 107-110 AVAAASGIPEPSSPGGASLNFDSPMRQPPPYKPPPMVTSPPAVS
MPPP 538-541 DGVHKSWGSADNIPHRSEDLMPPPKAVEYISKRNKSSKRSSYAS
Prp16 FKVP 40-43 TRGGLVIRKPKDAGAGGGGGFKVPQGSMLGLDKLAAKRRAEKER
FKKP 98-101 TGGGSSTPQANASGASSEFAFKKPDTKSFEKLRGQLREHKDDTP
CG8478 MAPP 504-507 KPQQRISTIPKLAPSQGTQSMAPPSVKKIPKNVAHAGVYRTPTK
Mira FAIP 77-80 IEKFFKDAVRFASSSKEAKE FAIPKEDKKSKGLRLFRTPSLPQR
FRTP 92-95 KEAKEFAIPKEDKKSKGLRLFRTPSLPQRLRFRPTPSHTDTATG
Centrobin MPPP 36-39 PPNFCAEDKMSACAAADALAMPPPPPPATTSAAYQFLHPSKKSE
FLHP 51-54 ADALAMPPPPPPATTSAAYQFLHPSKKSELNSINSRLQNIALDA
Stwl FPRP 407-410 INKPPSGPVQITKISHRDDIFPRPAVPSGVVNINQNQLKTQQQQ
MVPP 882-885 NASAMEASMLKRRLIAAGHGMVPPTQRPRYSAVGASQMTTASQG

7. tablazat. Az in vitro vizsgalt FxxP és MxPP motivumok és +20 aminosavas kérnyezetiik. A kotésért

felel6s motivumok a tablazat masodik oszlopaban vastag betiivel kiemeltek.
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4.5. A FIfl 70. leucinjanak szerepe a szubsztratum kotésben

Lipinszki és munkatarsai rontgenkrisztallografias eredményeik alapjan
aminosav (L70) kiemelten fontos helyet foglal el a CENP-C FIM kotése soran [48].
Ramutattak, hogy ez az aminosav valamennyi kanonikus EVH1 doménben mindig
fenilalanin, ugyanakkor az 6sszes PP4 R3 ortologban konzervaltan leucin. Ezért azt
feltételeztiik, hogy a 70-es leucin fontos szerepet jatszik a Falafel/R3/SMEK1 EVH1
szubsztratum-felismeré mechanizmusanak kialakitasaban és az FxxP/MxPP SLiM-ek
kotésében. Hogy a FIfl és kolcsonhatd partnerei kozotti kapcsolatot ne csak a
szubsztratumok, hanem a FIfl részérél is megvizsgalhassuk, helyspecifikus
mutagenezissel létrehoztuk az EVH1 domén egy olyan mutansat, amelyben a konzervalt
70. leucint alaninra cseréltik (EVH1-%%). Ezt a mutdnst N-terminalisan GST-hez
fazionalva baktériumokbol tisztitottuk, majd a korabbiakban ismertetett modon in vitro
kotési kisérletekhez hasznaltuk. A kordbban azonositott EVHI1 interakcids fehérjék
segitségével vizsgaltuk, hogy a muticid milyen hatissal van ezen fehérj¢k EVHI
doménhez valo kotddésére. Azt tapasztaltuk, hogy a konzervalt leucinnak a cseréje a
korabban kimutatott erés interakciok teljes megsziinéséhez vezet (14. abra B), ami arra
utal, hogy ez az aminosav valoban nélkiilozhetetlen a Flfl EVH1 doménen keresztiil

torténd fehérje-kotéshez.
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14. abra. Az EVHI1 interakcios fehérjék kotodése a vad tipusi és mutans, Drosophila és human EVH1
doménekhez. A radioaktivan jelolt Drosophila fehérjéket in vitro termeltettiik és in vitro kotési kisérlettel
vizsgaltuk, hogy interakcioba 1épnek-e az EVHI domén valtozataival. Minden vizsgalt fehérje esetében a
Drosophila EVH1"%A mutéacié az interakcio teljes megsziinését eredményezte. Mivel a Drosophila FIfl
EVHI1 ¢és a human SMEK1 EVH1 domének nagyfok(i aminosavszekvencia-hasonldsagot mutatnak (A), és
az EVH1 70. pozicidban 1évé leucin is konzervalt, ezért a vad tipusi SMEKI mellett a SMEK]-94
mutanssal is elvégeztiik a kisérleteket. A human SMEK1 EVH1 (Hs-EVH1) domén képes volt megkdtni a
vizsgalt Drosophila fehérjéket is, a Hs-EVH1-%%A mutans esetén pedig a Dm-EVH1“"%A -hoz hasonléan az

interakcio teljes eltiinését tapasztaltuk. Negativ kontrollnak mindkét fehérje esetében GST-t hasznaltunk.

A Drosophila FIfl EVH1 doménje nagyfoku szekvencia-homologiat mutat a
human R3/SMEK1 EVHI1 doménjével (14.4abra A panel), és a FIfl-ben talalhato
konzervalt leucin itt a 69. pozicidban talalhatd (L69). Kivancsiak voltunk, hogy ezen
leucin funkcidja mennyire konzervalt az egyes fajok kozott, ezért 1étrehoztuk a human

EVH1 doménnek is egy alanin szubsztiticios mutansat (Hs-EVH1-°4). A Drosophila
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fehérjékkel végzett kotési kisérletek alapjan egyértelmii, hogy a 69-es leucin a human
SMEKI1 esetében is nélkiilozhetetlen a szubsztratum kotéshez (14. abra B). Ezek az
eredmények azt bizonyitjak, hogy a PP4 szubsztratum felismerésében az EVHI
L70/L69-es leucin aminosava kritikus szerepet jatszik, amely er6sen konzervalt a fajok
kozott. Ezt tdmogatja az a tény is, miszerint a human R3/SMEK1-ben talalhaté EVH1
képes megkotni a Falafel-kolcsonhatéd partnereit is, melyek Drosophila fehérjék és nem
feltétlentil talalhatok meg emberben vagy nem mutatnak erds szekvencia homologiat a

kritikus szakaszaikon.

4.6. Az SmK-1 domén lehetséges szerepe a PP4 szubsztratum kotésében

Annak ellenére, hogy a FIfl Smk-1 doménje is nagyfoku konzervaltsagot mutat az
egyetlen fehérjében mutattak ki (C. elegans Smk-1 fehérjéje, Ils longevity pathway
alkotdja [164]), de ott sem ismert a pontos biologiai szerepe vagy térszerkezete.
Kisérleteink soran a PP4 foszfatdz nyolc olyan 11j kdlcsonhatd partnerét azonositottuk,
melyeket a FIfl Smk-1 doménjén keresztiil kot meg. Ez azt jelentheti, hogy az EVH1
domén mellett az Smk-1-nek is fontos szerepe van a szubsztratum-felismerésben és
kotésben. Felmertilt benniink a kérdés, hogy amennyiben ez igy van, ugy az Smk-1-en
keresztiili szubsztratum kotés fiiggetlen-e az EVH1 doméntdl, vagyis ezen interakcios
partnerek kizarolag az Smk-1 doménnel 1épnek kolcsonhatasba, vagy az Smk-1 esetleg
az EVH1-nek segit a szubsztratum kotés stabilizalasaban. Ennek vizsgélatara elvégeztiik
az Smk-1 interakcids partnerek in vitro EVH1 kotési tesztjeit is. Az eredmények alapjan
az EVH1 domén egyik Smk-1-gyel kdlcsonhatasba 1€p6 fehérjét sem képes megkdtni
(15. abra), ami arra utal, hogy az Smk-1 szubsztratum kotése az EVHI-t6] fiiggetlen

modon torténik.

51



E & E & s
2 & & «kpa 2 & & kpa
Licorne | 40 Spindle A | s -35
Nipsnap | s -30 ZW10 | e 70
RFCA | M. -40 YTub23C s 50
Zwilch | .70 Grip75 |- L70

15. abra. Az Smk-1 interakcios partnerek EVH1 kotési tesztje. Annak vizsgalatara, hogy az Smk-1-el
specifikus interakciot mutatd fehérjék képesek-e az EVH1-el is kolcsonhatasba 1épni, elvégeztiikk ezen
fehérjék in vitro EVHI1 kotési tesztjét is. Mivel az EVH1-el egyik sem mutat interakciot, az Smk-1

doménnel valé kolcsonhatasuk feltehetéen nagy specificitast, az EVH1 doméntdl fiiggetlen.

Mivel tudjuk, hogy az EVH1 domén a konzervalt FxxP és MxPP motivumokat
ismeri fel, megvizsgaltuk, hogy az Smk-1 doménnel kdlcsonhatasba 1€pd fehérjékben
talalunk-e ilyen motivumokat. Az Smk-1 interakcids partnerek koziil csupan egyetlen
fehérje, a ZW10 tartalmaz két FxxP motivumot (238-241 és 438-441 aminosavak). Ha az
Smk-1-en keresztiili szubsztratum kotés valoban fiiggetlen az EVHI-t6l, akkor ezen
motivumok modositdsa nem jarhat az Smk-1 és a ZWI0 kozotti interakcio
megsziinésével. Ennek vizsgalatara létrehoztuk a ZWI10 fehérje két pontmutansat,
melyekben egyenként modositottuk a 238-241, illetve a 438-441 aminosav szakaszokon
talalhato FxxP motivumokat ugy, hogy az els6 és negyedik pozicidoban 1évé F, illetve P
aminosavakat A-ra cseréltik. In vivo co-IP kisérleteink alapjan ezen motivumok
mutacioja nincs hatassal az Smk-1 és ZW10 kozotti interakciora (16. abra), ami arra utal,
hogy az Smk-1-en keresztiili szubsztratum kotés valoban egy 0j, az EVHI1 szubsztratum
felismerésétol fliggetlen modon torténik, azonban ennek a pontos mechanizmusanak

feltarasa még tovabbi kisérleteket igényel.
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16. abra. Vad tipusu és mutans ZW10 fehérjék in vivo interakcios vizsgalata. A ZW10 fehérjében
talalhato két FxxP motivumot (238-241 ¢és 438-441 aminosavak) kiilon-kiilon moédositottuk a teljes
hosszusaga fehérje alanin szubsztiticiés mutinsainak létrehozasaval. In vivo ko-immunprecipiticios
kisérlettel vizsgaltuk, hogy a mutaciéo milyen hatdssal van az Smk-1-el vald interakciora. A két felsd
panelen az a-Flag M2 ellenanyaggal hibridizalt Flag-ZW10 input (bal) és GFP-trap (jobb) mintai lathatoak.
A két also panelen a negativ kontrollként hasznalt GFP és a GFP jel6lt Smk-1 input (bal) és GFP-trap (jobb)
mintak lathatéak. A GFP-Smk-1 a vad tipust ZW10 mellett a két mutanst is ugyanolyan erésséggel kototte

meg. A negativ GFP kontrollal egyik esetben sem lathat6 interakcio.

4.7. A PP4/FIfl és CENP-C szabalyozé szerepe a Barrier-to-autointegration factor
(BAF) foszforegulaciojaban

Csoportunk részt vett egy nemzetkozi egytittmiikodésben, melynek célja a BAF
vizsgalata volt. Habar a BAF fehérje VRK1 kinaz és PP2A foszfataz éltali szabalyozéasa
jol ismert, az a BAF heterokromatikus funkcidjahoz kothetd. Kideriilt, hogy a BAF-nak
egy kis része mitozisban a centromérakhoz kotddik, mégpedig a kulcsfontossagl
CENP-C centromérikus fehérjén keresztiil, amely a PP4 foszfataznak is platformot képez
[48]. Megvizsgaltuk, hogy a centromérikus BAF defoszforilacidjaban részt vesz-e a PP4.
A kisérletes munka nagy része Barcelondban, Ferran Azorin csoportjaban zajlott (IRB,
Barcelona, Spanyolorszag), csoportunk a munkahoz DNS konstrukciokat és stabilan
transzfektalt D.Mel-2 sejtvonalakat allitott eld. Létrehoztunk olyan sejtvonalakat, melyek
RNS-interferencia-rezisztens GFP-CENP-C-t termelnek, melyek vagy vad tipusuak
(GFP-CENP-CR), vagy olyan mutansok (GFP-CENP-CAFIMR — Falafel interakcios
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motivum deficiens, amely nem képes megkdtni a PP4 foszfatazt), amik nem kepések
dokkolni a PP4-et a centroméran (17. abra). Tovabba létrehoztunk a BAF GFP-koto
doménnel (GBP) fuzionalt valtozatat a fenti GFP-CENP-C konstrukciokkal egytitt
termel stabil sejtvonalakat (endogén CENP-C deficiens hattéren (dAsSRNACENPCY) ezaltal
a BAF-ot mesterségesen, PP4-fiiggetlen médon tudtuk kotni a transzgenikus CENP-C-
khez.

a GFP::CENP-CR
PP4/FLFL PP4/FLFL
I GFP::CENP-CR 1 GFP::CENP-CR
S \ -
CENTROMERE dsRNACENP-C CENTROMERE
GFP::CENP-CAFIMR
GFP, PP4/FLFL GFP.
I GFP::CENP-CAFIMR 1 GFP::CENP-CAFIMR
\ L / \ - J
CENP-C >
CENTROMERE d=RNACENP-C CENTROMERE
GFP::CENP-CAFIMR
PP4/FLFL GBP::FLAG::BAF
I GFP::CENP-CAFIMR 1 GFP::CENP-CAFIMR
\ 5 4 J W - J
SR >
CENTROMERE dsRNACENP-C CENTROMERE

17. abra. A CENP-C, BAF és PP4/FIfl egymastol fiiggé lokalizacioja. Normal koriilmények kozott a
CENP-C FIM motivumahoz k6tddve a PP4/Flfl a centromérahoz viszi a BAF-ot (felsé panel). Amennyiben
a CENP-C FIM motivumat eltavolitjuk, mind a PP4/FIfl, mind a BAF elvesziti centromérikus lokalizacidjat
(kozéps6 panel). Egy GBP fuzios fehérjével ellatva lehetséges a BAF-ot mesterségesen a GFP jeldlt, FIM
delécios CENP-C-hez koétni, ezaltal a PP4-t6l fiiggetleniil vizsgalni (alsé panel). (atvéve: Torras-Llort és

munkatarsai [77])

A fenti sejtvonalakat hasznalva egyiittmiikod6 partnereink kimutattak, hogy a
mitozis alatt a BAF nemcsak szabad foszforilalt (pBAF) formaban van jelen (amely a
VRK1 kinéz hatdsa), hanem egy kis populécidja defoszforilalt marad és a kromoszomak
BAF (cenBAF) populacio bar jelentéktelennek tlinik a totalis BAF mennyiségéhez
képest, azonban mégis esszencialis a mitozis folyamatdnak normaélis levezényléséhez
(17. abra). A cenBAF kialakulasahoz sziikséges a CENP-C jelenléte, valamint a CENP-
C altal dokkolt PP4 foszfataz aktivitdsa is. Ha megakadalyozzuk a PP4 kotodését a
centromérahoz (17. abra kozépso panel) a BAF is eltiinik és komoly mitotikus abberaciok
figyelhet6k meg [77]. Ha kizarjuk a PP4-et a centromérarol de a BAF-ot mesterségesen
a CENP-C-hez kotjiik, akkor visszaall a normalis cenBAF mennyiség és megfeleléen

lezajlik a mitozis (17. abra).
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A CENP-C egy esszencialis fehérje, amely 0sszekoti a centromérat a hatalmas
kinetokor komplexummal [165]. Mar korabban is feltételeztiik, hogy a PP4 nemcsak a
platformot is képez a PP4 szamara (is), amely igy Szamos mas centromérikus ¢s kinetokor
fehérjét is defoszforilalhat [48], tobbek kozott a BAF-ot. Ez azt feltételezi, hogy nem
minden esetben igaz az az allitas, miszerint a PP4 (vagy mas foszfatazok) egy jol definialt
SLiM motivumon keresztiil kotddik a szubsztratumahoz, hanem bizonyos esetekben ezt
egy kozvetité fehérjén keresztiil valosithatja meg, indirekt kolcsonhatassal. Ezért
megvizsgaltuk, hogy a BAF képes-e fizikai kolcsonhatasba 1épni a FIfl EVH1 vagy
Smk-1 doménjével és kimutattuk, hogy nem (18. abra). Ez a megfigyelés egy érdekes
kérdést vet fel, miszerint az eredeti AP-MS kisérletben azonositott 40, az egyes Falafel
doménekkel egyiitt tisztul6d fehérje koziil lehetnek olyanok, melyek ugyan nem Iépnek
fizikai kolcsonhatasba a Falafel-lel, de szubsztratumai a PP4 foszfataznak. Ez alatt azt
értjiik, hogy példaul egy tobb alegységes fehérjekomplex esetén nem feltétlen sziikséges,
hogy a Falafel azt a fehérjét kdsse meg, melyet a katalitikus alegység defoszforilal. Ennek

vizsgalata egy izgalmas jovobeli kihivast jelent.
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18. abra. A BAF nem kotddik a FIfl konzervalt doménjeihez. In vitro kotési kisérletek alapjan a BAF
nem lép fizikai kdlcsonhatdsban sem az EVHI, sem az Smk-1 doménnel. A kisérletekhez negativ

kontrollként GST-t hasznaltunk.
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5. DISZKUSSZIO

A sejthomeosztazis szempontjabol a fehérje kinazok és az aktivitasukat
ellensulyoz6 fehérje foszfatdzok térben ¢és iddben Osszehangolt milkddése
elengedhetetlen. A PP2A-tipust Ser/Thr foszfatdzok csaladjaba tartoz6 PP4 szamos
fiziologias folyamat szabdlyozasaban vesz részt, hidnya €s tilmikodése egyarant komoly
problémak kialakuldsdhoz vezethet. A PP4 katalitikus alegysége a katalitikus aktivitas
eléréséhez kiilonbozo, evolucidosan erdsen konzervalt regulator alegységekkel
heterodimer és heterotrimer holoenzim komplexeket alkot. Az R1 és R2 alegységek
mellett kiemeltem fontos szerepe van az R3 (Drosophilaban Fl1fl) alegységnek. Bar tobb
olyan fehérjét ismeriink éleszt6t6l emberig, melyeket egy R3 alegységet is tartalmazd
PP4 holoenzim defoszforilal, csupan kevés fehérje esetében bizonyitott kisérletesen is,
hogy a szubsztratum megkotését valdban az R3 alegység végzi. Drosophilaban
minddssze két ilyen fehérjérdl tudunk (CENP-C és Miranda). Tanulmanyunk elsddleges
célja az volt, hogy feltérképezziik a Drosophila FIfl kolcsonhatd partnereit, annak
érdekében, hogy jobban megismerjiikk ezen esszencialis foszfataz szerepét az ¢él6
szervezetben, és meghatarozzuk a PP4 szubsztratum-felismerésért felelds motivumat.
Egy ilyen motivum azonositasanak két elénye is lenne. Egyrészt nagyban megkonnyitené
a PP4 foszfataz 0j szubsztratumainak azonositasat és a kiillonb6z6 szubsztratum-fehérjék
szabalyozasaban betdltott pontos szerepének vizsgalatat. Masrész kiinduldsi pontként
szolgalhatna egy specifikus PP4 gatloszer tervezéséhez, melynek az alapkutatas mellett
szamos terapids felhasznalasi lehetdsége is lehetne.

A PP4 foszfatdz interakcids partnereinek azonositdsa érdekében vad tipust
Drosophila torzsb6l gytijtott korai szincicialis embriokbdl szarmazo lizatumot a
kitisztitott és gyongyokon immobilizalt GST-EVH1 és GST-Smk-1 fehérjékkel
inkubaltuk egylitt, majd tomegspektrometriai analizissel meghataroztuk a GST-EVHI és
a GST-Smk-1 altal az embrié-lizatumokbol kihalaszott fehérjéket. Ezzel a
megkozelitéssel azonositottunk 40 fehérjét, mint lehetséges FIfl interakcids partnert
(2. tablazat). Az, hogy az EVH1 domén tobb fehérjét is specifikusan kikotott nem
meglepd, ugyanis ezen domén szerepe ismert a FlIfl szubsztratum felismerésében és
kotésében. Az EVHI1 mellett azonban az Smk-1 domén is szamos fehérjét specifikusan
megkotott (2. tdblazat), ami azért érdekes, hiszen ezen domén funkcidja annak ellenére,

hogy az EVH1-¢l azonos foku konzervaltsagot mutat, a mai napig nem tisztazott.
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Az altalunk AP-MS modszerrel azonositott, potencialis Flfl-lel kolcsonhato
partnerek koziil (2. tdblazat) természetesen nem mind 1€ép valos fizikai kolcsonhatasba a
FIfl-lel, ezért in vitro kotési kisérletek segitségével (6. abra) meghataroztuk az EVHI1 és
Smk-1 doménekkel tényleges fizikai kolcsonhatast kialakito fehérjéket. Az in vitro kotési
kisérletek segitségével az EVH1 domén hét (3. tablazat és 7. abra), mig az Smk-1 domén
nyolc (3.tablazat és 7. abra) 0j interakcidés partnerét azonositottuk. Ezen fehérjék
kiilonboz6 intracellularis képlethez (pl. mitotikus orsd, centroszéma, centroméra) és
folyamathoz kéthetoek (3. tdblazat), ami arra utal, hogy a PP4 a sejten beliil tobb esemény
fontos szabalyozoja.

A konzervalt szubsztratum-felismerési motivum meghatarozasahoz behataroltuk
az interakcios feliileteket az EVHI domén és az Ujonnan azonositott kolcsonhato
partnerei kozott. Ehhez az egyes fehérjékbdl tobb, egymassal atfed6 darabot generaltunk,
majd in vitro kotési kisérletekkel vizsgaltuk, hogy melyek azok a legrovidebb szakaszok,
amelyek az egyes fehérjék esetében sziikségesek és elégségesek a kolcsonhatas
kialakulasahoz (6. tablazat).

Lipinszki és munkatarsai korabban kimutattak, hogy a FIfl EVH1 doménje ¢és a
CENP-C fehérje kozotti interakcidhoz mi az a minimalis CENP-C régid, ami feltétlen
sziikséges. Ez a 19 aminosavas szakasz az ugynevezett FIM (Falafel interacting motif),
egész pontosan ezen régio kozepén elhelyezkedd FKKP aminosavak, ahol is az elsd és a
negyedik pozicioban 1évd F ¢és P aminosavak esszencialisak a kolcsonhatas
kialakulasahoz [48]. Mivel a szakirodalombol ismert masik, kisérletesen igazolt EVH1
interakcids fehérje, a Miranda is tartalmaz két, ezen motivumhoz nagyon hasonlo régiot
(FAIP 77-80 aminosavak és FRTP 92-95 aminosavak) [44], ezért megvizsgaltuk, hogy
az altalunk igazolt interakcids partnerek is tartalmaznak-e ezekhez hasonld, FxxP
motivumokat. A CG8478 kivételével minden fehérje tartalmaz tobb ilyen motivumot is.
Az eldzetes, interakcios feliilet behatarolasara vonatkozd eredményeinket felhasznélva
kivalasztottunk tobb lehetséges FxxP motivumot, melyekben egyesével, a teljes
hosszusagu fehérjékben helyspecifikus mutagenezissel az elsé €s a negyedik pozicidban
1év6 fenilalanin és prolin aminosavakat alaninra cseréltiik, majd megvizsgaltuk, hogy ez
milyen hatdssal van az EVHIl-el kialakitott kolcsonhatasra. Kisérleteinkkel
parhuzamosan, 2019 végén Ueki és munkatarsai kozzétettek egy tanulmanyt, melyben
leirtak a human PP4R3 EVH1 konzervalt szubsztratum felismerési motivumat [155], ami
megerdsitette a Drosophila modellben kapott eredményeinket. Ueki €s munkatarsai

kimutattdk, hogy az FxxP motivum mellett a PP4 egy MxPP motivumot is képes
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felismerni és megkotni az EVHI doménen keresztiil [155]. Ezt az informaciot
felhasznalva kiterjesztettiik vizsgalatainkat ezen motivumokra is, illetve lehetdséglink
nyilt a CG8478 tovabbi vizsgalatara, ami bar nem tartalmaz egyetlen FxxP motivumot
sem, ellenben talalhato rajta egy MxPP motivum.

Erdekes kitérniink arra, hogy nem csak a hasznalt modellorganizmus, hanem a
kisérletes megkdzelités is eltérd volt a fentebb emlitett Ueki és munkatarsai, illetve a mi
csoportunk munkaja kozott. Ok kiindulasi pontként egy olyan fag-konyvtarat hasznaltak,
amely a human protedém rendezetlen részeit reprezentalja 16 aminosavas peptidek
formajaban. A PP4 Altal felismert szekvenciat ugy dusitottak, hogy a PP4 regulator
alegységeit (R2, R3A és R3B), illetve az R3 alegység EVH1 doménjét hasznaltak, majd
ujgeneracids szekvenalassal azonositottdk a gyakori motivumokat. Mind az R3A és R3B
alegységek, mind az EVH1 domén esetében is az FxxP motivum nagy mértéki dasulasat
tapasztaltak, illetve néhany peptid esetében az MxPP motivumét, melyet az FxxP egy
valtozataként jellemeztek. Ez utdn a két motivumot hozzank hasonléan mutagenezis
segitségével azonositottdk, majd modell fehérjék segitségével meghataroztdk a kotési
affinitdsokat is. A PP4 foszfatdz nagyfoku evoltcids konzervaltsdgara remek példa, hogy
a két, alapvetden eltérd kisérletes modszertan és vizsgalt organizmus is ugyanazokhoz a
megallapitdsokhoz vezette a két, egymastol fliggetlen kutatocsoportot. Ez a kolcsonhatas
azonban nagy valdszinliséggel nem csak a PP4, hanem az EVH1 interakcids partnereinek
részérdl is erés funkcionalis konzervaltsagot mutat. A Prpl6 és Centrobin fehérjéket
minkét csoport azonositotta, mint EVH-1 kolcsonhatd partner. A Prpl6 esetén a két
ortolog nagyfoku szekvencia homologiat mutat, a motivumok nagyban megegyeznek
(Hs_Prpl16: FKAP, 36-39 aminosav; Dm_Prpl16: FKKP, 98-101 aminosav, 13. abra), és
mindkét organizmusban a fehérje N-terminalisan talalhato a PP4 felismerési motivum. A
Centrobin esetében azonban a két ortolog csak funkciondlis konzervéltsagot mutat,
ugyanis az aminosav szekvencidk nagyban eltérnek. E mellett nem csak a motivumok
eltéréek (Hs_Centrobin: FRVP, 741-744 aminosav; Dm_Centrobin: MPPP, 36-39
aminosav, 13. abra), de rdadasul mig emberben a fehérje C-terminalisan, addig
ecetmuslicaban a fehérje N-termindlisan taldlhat6 a felismerési szekvencia. Ez arra utal,
hogy bar a PP4 kolcsonhato partnerei evolucidosan konzervaltak, a foszfataz egy adott
interakcids partnerét eltérd motivumok alapjan ismerheti fel kiilonb6z6 fajokban. Ezt
tovabb erdsiti az a tény is, hogy az altalunk vizsgalt Drosophila fehérjéket a human EVH1

domén is képes volt megkotni.
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Megallapitottuk, hogy annak ellenére, hogy akéar tobb FxxP és/vagy MxPP
motivumot is tartalmazhat egy EVH1-hez kot6do fehérje, ezen motivumok koziil van egy
kiemelt, aminek a mutacidja az interakcié nagymértékii gyengiiléséhez vagy akar teljes
megsziinéséhez vezet (12. és13. abra). In silico modszerek segitségével (IUPred [166])
prediktaltuk az uj PP4 interakcids fehérjék szerkezeti rendezettségét, melybdl azt lattuk,
hogy az altalunk kotddés szempontjabol kritikusnak azonositott motivumok a fehérjék
rendezetlen szakaszain helyezkednek el. Azonban ebbdl végleges kovetkeztetés még nem
vonhato le, ugyanis az esetek nagy részében mas, az interakcid szempontjabol nem
kritikus motivumok is rendezetlen régioban helyezkednek el. Arra, hogy a PP4 R3
alegysége hogyan tesz kiilonbséget az egyes motivumok kozott és valasztja ki a
megfeleldt, mindenképp a szerkezet szintjén keresendd a valasz, azonban erre a szerkezeti
rendezettség/rendezetlenség mellett hatdssal lehet az egyes motivumok kozvetlen
aminosav kornyezete, illetve a motivumok 3D-s szerkezetben elfoglalt helyzete, tovabba
a fehérje foszforilaltsagi allapota és a foszforilalt aminosav helye is.

Az EVHI1 és interakcios partnerei kozotti kapcsolatot érdemes megvizsgalni
nemcsak a kolcsonhatd fehérjék, de az EVHI oldalar6l is. Lipinszki és munkatarsai
korabbi rontgenkrisztallografias eredményei alapjan tudjuk, hogy az EVH1/CENP-C
kanonikus EVH1 domének esetében, melyek prolin gazdag régiokat kotnek meg, ebben
a pozicioban egy fenilalanin talalhato, addig a PP4R3 ortologok esetében ez az aminosav
egy konzervalt leucin. Létrehoztuk az EVH1 domén egy mutéansat, ahol ezt a konzervalt
leucint alaninra cseréltiik (Dm-EVH1-%%). A korabban azonositott EVHI interakcids
fehérjék segitségével megvizsgaltuk, hogy milyen hatassal van ez az aminosav csere az
interakciora. Azt talaltuk, hogy a leucin alaninra cserélése az interakcio teljes eltlinéséhez
vezet (14. abra B). Mivel a Drosophila FIfl és a human SMEK1 alegységek nagyfoku
homoldgiat mutatnak (14. abra A), a konzervalt leucin utobbi esetén a 69. aminosav, ezért
a SMEK1 EVH1-nek is létrehoztuk egy mutansat (Hs-EVH1-%%), majd megvizsgaltuk a
mutacid interakciokra gyakorolt hatdsat (14. dbra B). Az eredmények alapjan két fontos
megallapitast tettiink. Egyrészt a Drosophila és ember esetén is konzervalt leucin valéban
nélkiilozhetetlen a szubsztratumok megkdtése szempontjabol. Masrészt a PP4 EVHI
doménen keresztiili szubsztratum kotési mechanizmusa erdsen konzervalt Drosophila és
ember kozott, ugyanis az emberi SMEK1 EVH1 doménje képes volt megkdtni a vizsgalt
Drosophila fehérjéket, a konzervalt leucin mutacidja pedig ugyancsak az interakcio teljes

megsziinését okozta (14. abra B).
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A FIfl Smk-1 doménje bar az EVH1-el megegyez6 foku konzervaltsagot mutat,
azonban funkcidja még tisztdzatlan. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk azonositott fehérjék
esetében, melyek a FIfl Smk-1 doménjével 1épnek specifikus kdlcsonhatasba, hogy ez az
interakci6 valoban az Smk-1-re specifikus-e. Ennek eldontésére elvégeztiik ezen fehérjék
EVHI1 kotési tesztjét is. A kolesonhatasok valoban minden esetben kizarélag az Smk-1
doménhez kothetdek, ugyanis az EVH1-hez egyik fehérje sem kotddott (15. abra). Az
EVHI1 domén kdélcsonhatd partnereihez hasonloan az Smk-1-gyel kdlcsonhatasba 1épo
fehérjék esetén szintén meghataroztuk a minimalis interakcios feliileteket (6. tablazat).
Az FxxP és MxPP motivum ismeretében megvizsgaltuk, hogy barmely Smk-1
kolesonhato partner rendelkezik-e ezen motivumokkal. A fehérjék koziil csupan a ZW10
tartalmaz két FxxP (238-241 és 438-441 aminosavak) motivumot, azonban ezek
helyspecifikus mutagenezise a teljes hosszusagu fehérjében nincs hatassal az Smk-1-al
kialakitott kolcsonhatasra (16. abra). Ezek alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a FIfl
ismeretlen funkcidéju Smk-1 doménje nagy valdszinliséggel szintén fontos szerepet
jatszhat a PP4 szubsztratum kotésében. Kisérleti eredményeink alapjan azt feltételezziik,
hogy az Smk-1 doménen keresztiili fehérje kotés az EVH1 domént6l fliiggetlen és eltérd
modon torténik, azonban pontos mechanizmusdnak meghatarozdsdhoz még tovabbi
vizsgalatok elvégzése sziikséges.

Azok alapjan, hogy a PP4 regulator alegységének doménjei képesek megkotni
bizonyos fehérjéket, még nem kovetkezik az, hogy az adott fehérjék egyben a PP4
szubsztratumai is. Annak megallapitasdra, hogy a kolcsonhaté fehérjék a PP4
szubsztratjai-e, mar végeztiink méréseket (M3. abra). Kisérleteinkben D.Mel-2 sejteket
kezeltiink okadainsavval, ami a PP2A tipusu foszfatazok szelektiv gatloszere. Az altalunk
azonositott interakcids fehérjék foszforilacios allapotat vizsgaltuk mind kezeletlen, mind
okadainsavval kezelt sejtekben Un. gél-retardacids teszttel. Ennek alapja, hogy a
foszforilalt fehérjék klasszikus vagy foszforilaciot detektdld denaturdld poliakrilamid
gélben lassabban vandorolnak, mint a foszforilalatlan formak a gélelektroforézis sorén,
amit pl. Western-blot technikaval ki lehet mutatni. Szamos fehérje esetében (M3. abra)
sikerlilt igazolni, hogy az valamilyen PP2A-tipusu foszfatdz szabalyozéasa alatt all.
Ugyanakkor, megismételve a kisérletet olyan sejtekben, amikben RNS-interferencia
segitségével (ami nagyon hatékony muslica sejtekben) csendesitettilk a PP4-et, nem
tudtunk kimutatni eltérést a kontroll és kezelt sejtekben kifejezett PP4-kdlcsonhato

fehérjék méretében. Annak megvalaszolasara, hogy az altalunk azonositott fehérjék a PP4
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szubsztratumai-e, egy lehetséges megoldast jelenthet a foszforilalt kolesonhato partnerek
tisztitasa €s foszfoproteomikai analizise, de ez még szamos tovabbi kisérletet igényel.

A Barrier-to-autointegration factor (BAF) egy evolicidosan konzervalt
sejtmagmembran komponens, melynek kiemelten fontos szerepe van a kromatin
sejtmagmembranhoz valo kotédésében. A mitozis alatt ez a fehérje nagyrészt szabad,
foszforilalt formaban van jelen, azonban egy kis, defoszforildlt populacidja a
centromérakhoz kotédik, ahol fontos szabalyozo szerepet tolt be [77]. A cenBAF
defoszforilalt allapotanak és ezaltal centromérikus lokalizacidjanak fenntartasaért a
PP4/F1fl felelos. A BAF azonban nem alakit ki fizikai kolcsonhatast sem a Flfl EVHI,
sem az Smk-1 doménjével (18. abra), ami felveti a PP4 szubsztratum felismerésének egy
lehetséges harmadik, az EVHI ¢és az Smk-1 doménektdl fiiggetlen modjat. Ebben az
esetben a fehérje szubsztratumot nem az EVH1 vagy Smk-1 domének kotik meg, hanem
a FIfl a PP4-et egy kozvetitd fehérjéhez koti (pl. CENP-C), melynek révén a PP4 a
centroméran jelen 1évo kiilonbozd fehérjéket defoszforilalhat. Ezt a kdzvetett modot is
beleszamitva a PP4 foszfataz a FIfl alegységen keresztiil harom kiilonb6z6 moddon is
képes szubsztratumait elérni.

A PP4 foszfatdz szubsztratum felismerésének még alaposabb megértéséhez a
jovoben két fo iranyban érdemes folytatni vizsgalatainkat. Az Smk-1 domén PP4
interakcios partnerek kotésében betoltott szerepének megértéséhez sziikséges
meghatdrozni az Smk-1 ¢és egy vagy tobb kolcsonhaté partnerének 3D-S
kristalyszerkezetét. Ez egyrészt valaszt adna arra, hogy az Smkl-nek pontosan mely
aminosavai vesznek részt a kolcsonhatdo fehérjék megkotésében, masrészt nagyban
eldsegitené az Smk-1 felismerési szekvencia azonositasat. Ezen informdacidk birtokaban
tisztazhatnank egy, a szakirodalomban mar régoéta leirt, de mégis ismeretlen funkcioju
domén szerepét. A masik fontos feladat annak meghatarozasa, hogy az altalunk
azonositott EVHI és Smk-1 kolcsonhato partnerek koziil melyek a PP4 szubsztratumai
¢s a foszfataz mely aminosavaikat képes defoszforilalni, azonban ezek megallapitdsa még
tovabbi komplex in vivo és in vitro kisérleteket igényel. Ezek elvégzése révén még jobban
megismerhetjiik és megérthetjiik a PP4 altal szabalyozott folyamatok molekularis

hatterét.
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8. OSSZEFOGLALO

A reverzibilis fehérje foszforilacio az eukaridta sejtekben az egyik leggyakoribb
poszttranszlaciés modositas, mely szamos fiziologids folyamat szabalyozasaban
nélkiilozhetetlen. A fehérjék foszforilacidos allapotat a fehérje kinazok és fehérje
foszfatazok idében és térben precizen Osszehangolt mikodése hatarozza meg. Mig a
fehérje kinadzok régdéta az egyik legintenzivebben kutatott és legjobban ismert
enzimcsalad, addig a fehérje foszfatazokrol joval kevesebbet tudunk.

A Ser/Thr foszfatazok PPP csaladjaba tartozé PP4 foszfataz leggyakrabban harom
alegységes holoenzim komplexként funkcional. A holoenzim egy katalitikus (PP4c), egy
szerkezeti (R2) és egy regulator (R3, Drosophila-ban Falafel) alegységbdl all, utobbi
felelds a szubsztratum felismerésért és kotésért. A PP4 egy esszencialis foszfataz, mely
nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a sejtciklus, sejtosztodas, differencialodas, apoptozis,
DNS hibajavitas, tobb jelatviteli utvonal, valamint az immunrendszer és a metabolizmus
szabalyozasaban. Mind a PP4 hidnya, mind talzott aktivitdsa stlyos sejtosztodasi
rendellenességeket okozhat, mely kiilonb6zd rdkos megbetegedések kialakuldsahoz
vezethet.

A PP4 foszfataz interakcidos partnereinek azonositasahoz a Drosophila
melanogaster PP4 Falafel alegységének konzervalt EVH1 és Smk-1 doménjeit
N-terminalisan GST fuziés fehérjével jelolt formaban E. coli sejtekkel megtermeltettiik
¢s homogenitasig tisztitottuk, majd korai szincicialis embridkbdl szarmazo lizdtummal
inkubaltuk egyiitt. Affinitas-tisztitast kovetd tomegspektrometriai analizissel 40 fehérjét
azonositottunk, mint a PP4 potencialis 1 interakcids partnerei.

Az EVHI1 ¢és Smk-1 doménekkel valddi fizikai kdlcsonhatast kialakitd fehérjék
azonositasahoz in vitro kotési kisérleteket végeztiink. Ehhez proba fehérjeként baktérium
sejtekbél homogenitasig kitisztitott és affinitas gyongyokon immobilizalt GST-EVH1-et
¢s GST-Smk-1-et hasznaltunk. A vizsgalni kivant fehérjéket kapcsolt in vitro
transzkripcids/transzlacios rendszerrel termeltettiik és az autoradiografids detekciod
érdekében *S-metioninnal jelsltik. Ezen modszerrel sikeriilt hét fehérjét (Prpl6, Psc,
Incenp, Sowah, Stwl, Centrobin és CG8478) azonositanunk, mint 4j EVH1 koélcsonhato
partner ¢és nyolc olyan fehérjét (Licorne, Nipsnap, RfC4, Zwilch, ZW10, Spindle A,
yTub23C ¢és Grip75), melyek a Falafel Smk-1 doménjével 1épnek specifikus

kolesonhatasba.
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Kutatasunk egyik f6 célja a PP4 foszfatdz szubsztratum-felismerési modjainak
vizsgélata és egy lehetséges konzervalt szubsztratum-felismerési motivum azonositasa
volt. Ehhez els6 1épésként az egyes domének €s az ujonnan meghatarozott interakcios
fehérjék kozotti lehetd legrovidebb kolcsonhatési feliiletet hataroztuk meg. A fehérjékbdl
rovidebb, egymassal atfedé szakaszokat hoztunk létre és a korabban is alkalmazott
in vitro kotési kisérletekkel azonositottuk azon részeit, melyek sziikségesek az EVHI
vagy Smk-1 doménhez valé kotédéshez.

A szakirodalombodl két, kisérletesen is igazolt Drosophila fehérjét ismeriink
(CENP-C és Miranda), amelyet a Falafel EVH1 doménje kot meg. Mindkét fehérjében
talalhat6 egy rovid motivum (FxxP), mely az altalunk azonositott interakcios fehérjékben
tobb helyen is megtalalhato (kivéve CG8478), ezért nagy a valdsziniisége, hogy ez a
peptid a PP4 foszfataz konzervalt felismerési motivuma. 2019 végén megjelent egy
kozlemény, melyben Ueki és munkatdrsai 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 tobb helyen is eléfordult az aminosav szekvencidban, ezért
F és P, illetve M és P aminosavakat alaninokra cseréltiik. Minden vizsgalt fehérje esetében
talaltunk egy kiemelt helyen 1évé FxxP vagy MxPP motivumot, melynek mutéicidja az
EVH1-el kialakitott kolcsonhatds nagymértékii gyengiiléséhez vagy teljes eltlinéséhez
vezet.
leucinnak kiemelten fontos szerepe van a kolcsonhatd fehérjék megkotésében. Ezen
aminosav alaninra torténd cseréje esetén a vizsgalt Drosophila fehérjékkel szemben az
EVHI1 domén teljesen elveszitette a kotoképesseégét. Kimutattuk azt is, hogy nem csak az
EVH1-en keresztiili szubsztratum kotés, hanem ezen leucin nélkiilozhetetlen szerepe is
erdsen konzervalt a fajok kozott. Mig a human SMEK1 EVHI1 doménje képes volt
megkotni a vizsgalt Drosophila fehérjéket, addig a konzervalt leucin alaninra torténd
cser¢je itt is a kotddés teljes megsziinéséhez vezetett.

Eredményeink azt mutattak, hogy az Smk-1 doménen keresztiili interakcios
partnerek felismerése és megkotése az EVH1 doméntdl fliggetlen modon torténik, az
Smk-1 doménnel kdlcsonhatasba 1épd fehérjék egyike sem kotddik az EVH1 doménhez.

Az Smk-1 interakcios fehérjék kozil csupan a ZW10 hordoz két FxxP motivumot,
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azonban ezek mutacidja in vivo ko-immunprecipitacios kisérleteink alapjan nincs hatassal
a kolcsonhatasra. Annak meghatarozasa, hogy az Smk-1-en keresztiil hogyan valosul meg
az interakcids fehérjék kotodése, még tovabbi vizsgalatokat igényel.

Kollaboracios partnereinkkel kozosen kimutattuk, hogy a PP4-nek fontos szerepe
A PP4 a CENP-C-vel és a BAF-al egy egymastol fliggd, pozitiv visszacsatolasi halozatot
alkot a centroméranal, barmely komponens kiiitése kozvetett vagy kozvetlen modon
hatassal van a masik két fehérje funkciojara €s lokalizacidjara. Kotési kisérleteink alapjan
a BAF nem kotédik sem a FIfl EVHI, sem az Smk-1 doménjéhez, azonban a PP4/FIfl
komplex bizonyitottan defoszforildlja. Ebbdl az kovetkezik, hogy a PP4 szubsztratum
felismerése nem csak kozvetlen modon, a konzervalt doménjein keresztiil valosulhat meg,
hanem egy harmadik, kdzvetett modon is, egy kozvetitd fehérjén keresztiil, amely a BAF

esetében a CENP-C.
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9. SUMMARY

Reversible protein phosphorylation is one of the most common post-translational
modifications in eukaryotic cells and is essential in the regulation of many physiological
processes. The phosphorylation state of the proteins is determined by the precisely
coordinated action of protein kinases and protein phosphatases. While protein kinases
have long been one of the best-known families of enzymes, the knowledge available about
protein phosphatases is limited.

PP4 phosphatase, a member of the PPP family of Ser/Thr phosphatases, most
commonly functions as a three-subunit holoenzyme. The holoenzyme consists of a
catalytic (PP4c), a structural (R2), and a regulatory (R3, Falafel in Drosophila) subunit,
the latter being responsible for substrate recognition and binding. PP4 is an essential
phosphatase that plays a central role in the regulation of the cell cycle, cell division,
differentiation, apoptosis, DNA repair, multiple signalling pathways, the immune system
and metabolism. Both PP4 deficiency and excessive activity can cause severe cell
division disorders, which can lead to the development of various cancers.

To identify the novel interactional partners of the PP4 phosphatase, we purified
N-terminally GST-fused EVH1 and Smk-1 form E. coli cells and incubated it with lysates
of early syncytial Drosophila embryos. Affinity purification followed by mass
spectrometric analysis identified 40 proteins as potential new interaction partners of PP4.

We performed in vitro binding experiments to identify the proteins which are real
physical interaction partners of the EVH1 and Smk-1 domains. GST-EVH1 and
GST-Smk-1 purified from bacterial cells to homogeneity and immobilized on affinity
beads were used as bait proteins. Our prey proteins were produced by a coupled in vitro
transcription/translation system and labelled with 3S-methionine for autoradiographic
detection. Using this method, we were able to identify seven proteins (Prp16, Psc, Incenp,
Sowah, Stwl, Centrobin, and CG8478) as new EVHL1 interacting partners and eight
proteins (Licorne, Nipsnap, RfC4, Zwilch, ZW10, Spindle A, yTub23C, and Grip75),
which specifically interact with the Smk-1 domain of Falafel.

One of the main objectives of our research was to investigate the modes of the
substrate recognition of PP4 phosphatase and to identify a possible conserved substrate
recognition motif. As a first step, we determined the shortest possible interaction surface

between each domain and the newly defined interaction proteins. Shorter, overlapping
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sections of the proteins were generated, and the fragment of each protein required for
binding to the EVH1 or Smk-1 domain was identified by in vitro binding experiments.

Two experimentally validated Drosophila proteins (CENP-C and Miranda) bound
by the EVH1 domain of Falafel are known from the literature. Both proteins contain a
short motif (FxxP), which is also present at multiple sites in the interaction proteins we
identified (except CG8478), suggesting this motif mediates recognition by PP4. A paper
was published in late 2019 in which Ueki et al. identified the substrate recognition motif
of the human PP4 phosphatase. Their observations are consistent with our findings in
Drosophila. In addition to the FxxP motif, an MxPP motif was also described by them,
so we extended our further studies to this motif as well. For most of our proteins, both
motifs occurred at multiple sites in the amino acid sequence, so we replaced the F and P
or M and P amino acids at the first and fourth positions of the motifs with alanines by
site-directed mutagenesis. Based on our results, each protein has a prominent FxxP or
MxPP motif, the mutation of which leads to a large attenuation or complete disappearance
of the EVHL1 interaction.

We demonstrated that leucine at 70th position of the EVH1 domain of Falafel has
a prominent role in the binding of interacting proteins. Upon replacement of this amino
acid with an alanine, the EVH1 domain completely lost its binding capacity to the tested
Drosophila proteins. We have also shown that not only substrate binding through EVH1,
but also the essential role of this leucine is highly conserved among species. While the
EVH1 domain of human SMEK1 was able to bind the tested Drosophila proteins,
replacement of conserved leucine with alanine again led to complete loss of binding.

Based on our results, the recognition and binding of interaction partners through
the Smk-1 domain is independent of the EVH1 domain, and none of the proteins
interacting with Smk-1 bind to the EVH1 domain. Of the Smk-1 interaction proteins, only
ZW10 carries two FxxP motifs, however, their mutation has no effect on the interaction
based on our in vivo co-immunoprecipitation experiments. Determining how the binding
of interaction proteins happens through Smk-1 requires further investigation.

In the framework of an international cooperation, we have shown that PP4 plays
an important role in the phosphoregulation of BAF during cell division. PP4 together with
CENP-C and BAF form an interdependent, positive feedback network at the centromere.
Knockout of any component directly or indirectly affects the function and localization of
the other two proteins. Based on our binding experiments, BAF does not bind to either

the FIfl EVH1 or Smk-1 domains, however, the PP4/FIfl complex has been shown to
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dephosphorylate it. It follows that recognition of the PP4 substrates can be achieved not
only directly, through its conserved domains, but also, in a third, indirect way, through a
HUB protein, which in the case of BAF is CENP-C.
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10. MELLEKLET
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M1 abra. FxxP és MxPP motivumok mutagenezisének Coomassie festett géljei 1.
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M3 abra. Az okadainsav kezelés hatasa az EVHI1 (A) és az Smk-1 (B, C) interakciés partnerek

foszforilaltsagi allapotara. Az okadainsavval nem kezelt (-) és kezelt (+) sejtekbd6l szarmazd mintakat

Western-blot segitségével vizsgaltuk. Az okadainsav kezelés hatasara bekovetkezett foszforilaltsagi allapot

valtozasra az egyes fehérjék méret valtozasabol kovetkeztethetiink.
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