Doktori értekezés tézisei

Uj tipusu ciklin-fiiggé kinaz inhibitor
fehérje lucernabol

irta; Pettk6-Szandtner Aladar
Témavezet6: Horvath Gabor
és Dudits Dénes

Noveénybioldgiai Intézet
MTA, Szegedi Biol6giai Kozpontja
2006



Bevezetés

A sejtciklus szabalyozas a molekularis sejthiolégia egyik legfiatalabb kutatasi
terlilete. A szabalyozasrol szerzett ismereteink déntd része az utobbi tizendt év
munkainak az eredménye. A kezdeti kutatasok vizsgalati modelljei elsésorban a
kulonbozé Allatfajok, élesztbk és human sejttenyészetek voltak. Ezekben a
rendszerekben a sejtciklus szabdalyozads kozponti figurdit, a CDK-ciklin
komplexeket és ezek mikddését részletesen feltartak, és napjainkban elsésorban
mar azt vizsgaljak, hogyan kommunikalnak a szabalyozas kulcsfehérjéi a sejten
bellli és kivili szignalokat kdzvetité molekulakkal.

A sejtosztédas az élet egyik legalapvetébb jelensége, igy nem meglepé,
hogy ezen folyamat ellenérzése az evollcié soran meglehetésen konzervalédott.
Az altaldnos sejtciklus modell a névényekre is érvényes, a sejtciklus szabalyozas
kozéppontjaban a CDK-ciklin komplexek allnak, és az ezek aktivitdsat befolyasolo
kinazok, foszfatazok, inhibitorok képvisel6it is megtalaljuk a névényekben.

A névényi sejtciklus legkésébb felismert komponensei a CDK inhibitorok.
Noévényekben csupan egy inhibitor csalad talalhatd, a tagok az aminosav
szekvencia alapjan igen nagymértékben eltérnek mind az élesztd, mind az allati
inhibitor fehérjéktdl. Epp csak elkezdddott a névényi inhibitorok alapvetd
tulajdonsagainak tisztazasa. Elészoér Wang és munkatarsai izolaltak névényi CDK
inhibitort Arabidopsis-bol. Eleszté kettés-hibrid rendszer segitségével kerestek
CDKA (az egyetlen A-tipust Arabidopsis CDK) illetve CycD3;1 koélcsénhat6
fehérjéket, melyeket ICK-knak neveztek el (interactors of CDK). A csalad els6 két
megtalalt és jellemzett tagja az ICK1 és ICK2 (Wang és mtsai 1997, 1998; Lui és
mtsai 2000), a tovabbiakat immar KRP néven (Kip related protein) De Veylder és
munkatarsai 2001-ben irték le.

A novényi sejtciklus szabdalyozasrdl nincs olyan részletes képiink, mint az allati

vagy éleszt6 sejtek esetében. Az azonban mar a jelenlegi ismereteink alapjan is
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nyilvanvald, hogy a sejtciklus fazisok kontrollja sajatsagosan ndvényi vonasokkal
rendelkezik. Ezekben a fazisokban minden mas vizsgalt él6lényben egy, mig
névényekben legkevesebb harom CDK aktiv. Az aktiv komplexekben a
klasszikus PSTAIRE ciklink6td motivummal rendelkez§ CDK mellett csak
novényekben leirt PPTALRE és PPTTLRE szekvenciarészleteket tartalmazo
CDK-kat talalunk. A G2 és M fazisok tovabbi finomitasat teszi lehetévé, hogy
szemben az éllatokkal, a névényekben ezekben a fazisokban expresszalé D
tipusu ciklinek is ismertek, igy a lehetséges CDK-ciklin komplexek szama még
magasabb. Az emlés D tipusu ciklinek a G0/G1 fazisok “szignalkdzvetitéikéent”
ismertek, mitogén hatasokra indukaléodnak, és ennek nyoman a nyugvl sejtek
ben expresszalodd D tipusu ciklinek hasonlé szerepet toltenek be a G2-ben

nyugalomban Iévd sejtek sejtciklusba I€épésekor.

Célkitlizések

Csoportunk f6 érdekl6dési terllete a ndvényi sejtciklus szabalyozasanak
molekularis hattere. Az ilyen iranyd kutatasok tdbb mint tizenét éves mdultra
tekintenek vissza laboratériumunkban. Munkank nagy részében a lucerna A2
folyadék szuszpenzids kultirat hasznaljuk kisérleti rendszerként. A szuszpenzié
legnagyobb elénye, hogy homogén, gyorsan osztdédé sejtpopulaciobdl all, ennek
kovetkeztében jol szinkronizalhatd. A ndvényi sejtciklus vizsgélatoknal ez
rendkivil fontos kritérium, ugyanis j6 hatékonysagu szinkron elérése tavolrdl sem
olyan egyszeril feladat, mint eml8s vagy éleszté sejtek esetében. Meg kell
jegyezni, azonban, hogy a sejtszuszpenzié hasznalatanak megvannak a maga
hatarai. Egy lassan egy évtizede szuszpenzié formajaban fenntartott kultara
sejtjei minden bizonnyal masként viselkednek, mint a kifejlett névény kiilénb6zé
sejtjei. Mindemellett a sejtszuszpenzids kisérletek kinaljak a leghatékonyabb

megkozelitési modot a sejtciklus szabalyozas tanulmanyozasahoz, és az ebbél a
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rendszerbdl szarmaz6é adatok nélkil elképzelhetetlen a ndvényi sejtciklus-
szabalyozéas molekularis hétterének feltirdsa. A  csoporthoz  tortént
csatlakozasomkor mar hat kiilénb6z6 lucerna CDK és harom ciklin gént izolaltak
laboratoériumunkban.(Magyar és mtsai 1997.) Szakdolgozatom témajat a
csoportban az MSV virus replikacios fehérjéjének éleszté kettés-hibrid
rendszerben torténd vizsgalata volt (Horvath és mtsai 1998). igy PhD hallgatoként
a kilonbdzé lucerna CDK-k kélcsénhatd partnereinek éleszté kettés-hibrid
rendszer felhasznalasaval t6rténé azonositasa lett a feladatom. Dolgozatomban
azokrol a munkakrél szamolok be, amelyekkel a kovetkezd kérdésekre kerestiink
vélaszt:
1. Milyen kolcsonhatdé partnerei vannak a kilénb6z8 lucerna CDK-knak
élesztd kettds-hibrid rendszerben?
2. Mely mas novényi sejtciklus komponensekkel hatnak kdlcsén az igy
kapott partnerek?
Milyen hatasok befolyasoljak a CDK inhibitor gén kifejez6dését?
Képes-e gatolni a CDK inhibitor homolég (KRP) a kiilénb6z6 lucerna CDK
komplexeket?
5. Milyen aktivitasbeli kovetkezményei vannak az inhibitor
foszforilaci6janak?
6. Milyen szerepe lehet a Ca2+-fliggd kindzoknak és az inhibitor fehérjének
a Ca2+ jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozasa kozotti kapcsolat
megteremtésében?

7. Hol foszforildljak a KRP-t a kiilénb6z6 kinazok és mi ennek a hatasa?
Eredmények és kovetkeztetések
Munkank soran tébb fontos sejtciklus gént izolaltunk lucernabdl elséként, melyek

koézul jelen dolgozatban els6sorban a lucerna ciklin-figgé kinaz inhibitor, a

KRPMt jellemzését mutattuk be.



1. A KRPMt egy Uj névényi CDK inhibitor fehérje, mely a puszta aminosav
sorrend hasonldésagok és eltérések alapjan nem sorolhaté be egyértelmlen
egyetlen eddig jellemzett Arabidopsis KRP ortolégjaként sem. A legjelentdsebb
aminosav azonossagot (30%) a KRP4-gyel és KRP3-mal mutatja, megtalalhat6
benne a kordbban azonositott hat konzervalt aminosav szakasz, melyek koziil
azonban csak az elsé harom, minden KRP génben megtalalhat6é domén az,
melyhez funkciét tudunk kotni. Az elsd két szakasz a CDKA és D-tipusu ciklinek
kétéséhez is elengedhetetlen, a harmadik csupan a ciklin-kotést befolyasolja. Az
in silico vizsgalatok alapjan képesek voltunk egy hetedik konzervalt motivumot is
foltérképezni a 3. és 4. motivum kozott. A KRPMt sejtmagi lokalizacios szignalt és
a degradacioért felelés PEST motivumot tartalmaz.

2. A KRPMt génkifejez6désérdl megallapitottuk, hogy minden vizsgalt
lucerna szovetben illetve sejtszuszpenzidban kimutathaté. A KRP-krél
altalanossagban is elmondhatd, hogy differencidlédott szovetekben a
merisztematikus régiétél tavolodva fokozott génkifejez6dést mutatnak.
Sejtszuszpenziok vizsgalata soran is kimutathatd, hogy a szuszpenzid
Oregedésével egy idében a KRPMt expresszidja fokozédik. A génkifejez6dés
jelentésen erbstdik séstressz hatasara, mintegy tizen6tszérdés meértékben. A
stressz valaszokban szerepet jatsz6 hormon, az abszcizinsav hatasara is
csaknem nyolcszorosara emelkedett az mRNS szint a kezelést kévetdé masodik
O6rdban és ez a fokozott génkifejez6dés még két nappal a kezelés utan is
kimutathat6 volt, ha csékkend mértékben is.

3. Az inhibitor fehérjérél élesztd kettés-hibrid vizsgalattal bizonyitottuk,
hogy képes kolcsonhatni a lucerna CDKA;1-gyel, illetve a D-tipusu ciklinekkel. Az
N-termindlis 96 aminosavat nem tartalmazé fehérje, jelentésen er8sebb
kélcsbnhatdja mind a CDKA-knak, mind a D-tipust ciklineknek, mind a teljes
hosszisagu. Ezenkivil képes kolcsdnhatdsba Iépni a mitotikus B-tipusu
ciklinekkel is. Pull-down kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a B-tipusi CDK-k is
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egyutt tisztithatéak a rekombindns KRPMt-vel, feltehetéen a ciklin D4, mint k6z6s
kblcsénhatd fehérjén keresztll. Ezekkel a tisztitdsi kisérletekkel el6szor
bizonyitottuk, hogy egy KRP képes kélcsdnhatni B-tipusi CDK-kal is.

4. A KRPMt kilénb6zd mértékben képes gatolni a lucerna ciklin-figgd
kinaz komplexeket, valamint a sejtciklus kilénb6z6 szakaszaiban 1évé sejtekbdl
tisztitott kindz egyittesekre is differencialtan hat. A KRPMt gatlasara
legérzékenyebb CDK, a MedsaCDKB2;1, ami a KRPMt-vel valé nagyfokl egyuitt-
tisztithatésag és a Medtr;CYCD4-gyel valé er6s kolcsénhatasa alapjan
magyarazhat6. Elséként bizonyitottuk be, hogy B-tipusi CDK-t gatolhat KRP. A
MedsaCDKB1;1-et és a mitotikus ciklinekkel (a MedsaCYCB-vel) nyerhetd
kinazfrakciét a KRPMt nem gatolia. A MedsaCDKA kinazkomplexet, a p13°'“!
kotott kinazokat valamint az A-tipust ciklinekkel egylttes kindzokat hasonl6
képpen gatolja az inhibitor fehérje. Megallapitottuk tovabba, hogy a KRPMt
erésebb inhibirora a G2/M-fazisban lévé CDKA aktivitdsnak, mint az S-fazisu
sejtekbdl izolaltnak. A kinazok kilénb6zd szubsztratainak vizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy nincs jelentés eltérés a gatlas er6sségében akkor ha
hisztonH1 helyett lucerna retinoblasztéma homolég fehérjét hasznélunk
szubsztratként. Ugyanakkor a humén pl07 retinoblasztéma homoldg fehérje
foszforilaciéja a sejtciklus S és G2/M-fazisaiban is érzékenyebb volt a KRPMt-vel
térténd gatlasra.

5. A KRPMt foszforilalhatd, mind a novényi CDK-k mind pedig a
kalmodulin-szeri domén fehérje kinaz, az MsCPK3 altal. Foszfopeptid és
foszfoaminosav térképezési kisérleteink alapjan valészinlsithetd, hogy a CDKA
és az MSCPK3 hasonlé helyen és hasonlo szereppel foszforilal. Ugyanakkor
feltételezzik, hogy a CDKB1;1 foszforilacibja méas helyen kovetkezik be és
szerepe nem a fehérje aktivitasanak ndvelése, hanem a proteoszéman keresztiili

lebontas elinditasa.



6. A kalmodulin-szeri domén fehérje kinaz, az MsCPK3, okozta
foszforilaciérdl bizonyitottuk, hogy jelentésen ndveli az inhibitor fehérje
gatloképességét, mar a fehérje kis mértékii foszforilaciéja esetén, illetve kis
mennyiségl inhibitor fehérje alkalmazasa esetén is. Ez a jelenség felveti a KRP-
K, Ca”-fi]ggé jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozas kozotti 6sszekodtd
szerepét.

7. Bebizonyitottuk, hogy a fehérje 91. szerin aminosava biztosan szerepet
jatszik a molekula foszforildlasaban. Bemutattuk, hogy az MsCPK3 kinaz csupan
a teljes hosszusagu illetve a 88-223. aminosavat tartalmazé KRPMt-t foszforilalja,
de a 97-223 azaz a 91, szerint mar nem tartalmazét nem. Az elkészitett 91.
aminosav mutacios valtozatok vizsgalata alapjan valdszin(isithetd, hogy az ezen
aminosavon bekovetkezd foszforilacidé valdban fokozza a fehérije gétld
képességét.

A kovetkezd vazlatos abran mutatjuk be Osszefoglalva azt a lucerna

sejtciklus modellt , amelyet a kisérleteink alapjan félallithato.
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A lucerna sejtciklus vazlatos modellje

A lucerndban az eml8soknél megismert sejtciklus komponensek legtébbje megtalalhato. Az
osszefoglalé abran a sejtciklus elérehaladasa soran kilénbézé idében megjelend CDK-kat tiintettiik
fol ciklin kélcsénhat6 partnereikkel (Mészaros és mtsai 2000), a szabalyoz6 KRPMt inhibitorral és a
szubsztrat reinoblasztéma-homoldg fehérjével (Rb). A MedsaCDKA;1 a sejtciklus egész folyaméan
aktiv, képes komplexet alkotni a kulénbozd sejtfazisokban kifejezéd6 ciklinekkel. A G2-fazisban
elészér a MedsaCDKB;1 jelenik meg és Iép kélcsonhatasba a D4-ciklinnel. Ezt kdvetéen a G2/M
fazisban erés aktivitast mutat a MedsaCDKB;2 és a D4-ciklin egyiittese. Abrazoltuk a KRPMt in vitro
kindzreakciokbol megismert gétlo, illetve stabilizalé funkcidit, valamint az altalunk feltételezett szerepét
a Ca®*-fuggd jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozas Gsszehangolasaban. Megallapitottuk, hogy a
KRPMt a sejtciklus minden fazisdban gatolia a MedsaCDKA;1 kinazt. Az inhibitor hatasara
legérzékenyebb a G2/M fazisban szerepet jatsz6 MedsaCDKB;2, azonban a MedsaCDKB;1 és a vele
kolcsdnhaté D-tipusu ciklin esetében az inhibitor fehérje stabilizalé szerepet jatszhat. A KRPMt
foszforilalatlan és foszforilalt allapotban is aktiv, valészinlsithetd, hogy a kalcium-fuggé kinazok
aktivalé hatasu foszforilacidja Gsszekottetést jelent a Ca'-fliggd jelatviteli utak és a sejtciklus

szabalyozéasa kozott.
Aktivalas:—P>  gatlas; fokozott gatlas;__|
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