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BEVEZETES

A sejtek és ezaltal az ¢€lo szervezetek igen jellemzd tulajdonsaga, hogy a
kornyezet legkilonfélébb hatasaira igen valtozatos modon, jelatviteli folyamatokon
keresztiil valaszolnak és alkalmazkodnak. A kiilonbozo sejtfunkciok mint példaul a sejtek
mozgasa ¢s a kiilonbozd feliletekhez valo kotdodése, a sejtosztodas, az idegsejtek
idegnyulvanyainak novekedése a citoszkeletalis rendszer folyamatos ujrarendezédésén
alapul. A citoszkeleton idében és térben torténd folyamatos jrarendezddése a sejteket ért
kiilsé kornyezeti hatasok altal indukalt, illetve a sejtek felol a komyezet felé torténo
jelatviteli folyamatok 0sszegzésén alapul.

Az integrin receptor csalad tagjai transzmembran hidat alkotva az extracelluléris
matrix fehérjék és a citoszkeleton aktin filamentjei kozott ezen ujrarendezodés
kulcsszerepl6i. Az integrin receptorok az extracellularis matrix fehérjékkel vald
kapcsolddason tul biokémiai jeleket tovabbitnak a sejt belsejébe kilonbézd jelatvivo
kinazok (pl. tirozin és szerin/treonin kinazok) illetve masodlagos messenger molekulakon
(lipid mediatorok és Ca®") keresztiil. Ezen jelatviteli folyamatok jellemzése és megértése
kulcsfontossagu az integrin medialt sejtfunkciok megértésében. Az integrin receptorok
kapcsolodasa extracellularis fehérjékkel, mint pl. a fibronektin, vitronektin, kollagén a
: jelatviteli folyamat els6 Iépése, mely a heterodimer receptorfehérjék kapcsolédasahoz,
majd egy jol szervezett, az in.tegrincket és a sejten belilli fehérjéket magabafoglalé
citoszkeletalis struktira, a fokdlis adhézios komplex létrejottéhez vezet. A fokdlis
adhéziés komplexben az integrinek, a sejt struktur- és szignal fehérjéi jol definialt
rendszer szerint kapcsolodnak. Ezt dinamikus kapcsolatot és ezen keresztiil a fokalis
adhézios komplexek leétrejottét illetve szétesesét a sejtekben miikodé kinazok és
foszfatazok miikédésének mindenkori egyensulya biztositja, lehetdvé téve a
citoszkeletalis rendszer dinamikus ujrarendezédését. Mivel az integrin receptorok nem
rendelkeznek 6nallé katalitikus aktivitassal, a fokdlis adhéziés komplexekhez kapcsolodo,

sejten beliili tirozin kinazok koézvetitik a receptor indukalta jeleket. Ezen nem receptor



tipusu tirozin kinazok kozil a legjelentdsebb a fokdlis adhéziés kindz (FAK), melyben az
integrin aktivaciora autofoszforilalodé tirozin csoportok kétéhelyet hoznak létre a sre
homoldég 2 (SH2) csoporotkat tartalmazo fehérjéknek, melyek lehetnek enzimek pl. Src
csaladba tartozo kinazok vagy katalitikus aktivitas nélkili adapter fehérjék pl. c-Crk.
Ezek a src homolog 2/src homolég 3 (SH3/SH2) adapter fehérjék lehetové teszik a tobb
fehérjét magaba foglalo komplexek létrejottét, ahol az SH3 és a prolin gazdag csoport
kolcsonhatasa a komplexben levo fehérjéket, mig a szabad SH2 csoportok a foszforilalt
tirozin csoportok kapcsolodasat teszi lehetévé. Az altalunk vizsgalt fehérje, a c-Crk/l is
egy ilyen SH3/SH2 adapter fehérje. Ez a dolgozat a c-Crk /I fehérje szabalyzo szerepét
elemzi a FAK jelatviteli folyamataban.

A Crk adapter csaladba harom fehérje, a Crkl, a CrklI és a CrkL tartozik.
Ezek a molekulak SH2-SH3-SH3 doménszerkezetli adapter fehérjék, melyek fontos
szerepet jatszanak sok extracellularis ingert kovetd jelatviteli folyamatban. Szerkezetileg
a c-CrklIl fehérje (38-42kD fajtol fuggéen) két SH3 és egy SH2, illetve az ezeket
Osszekotd rovid linker régiobol all. Ez a linker régid és a C-terminalis SH3 domén a Crkl
fehérjébol hianyzik. A CrkIl két SH3 csoportjat dsszekotd rovid, 54 aminosav hosszi
szekvencia prolinban gazdag és egy olyan aminosav motivumot tartalmaz (Y*2AQP),
melyben a tirozint a Abl kinaz csaladba tartozé enzimek foszforililjak. A pY?*
kotohelyet jelent a molekula sajat SH2 csoportjanak és lehetové teszi a molekulan beliili
kapcsolodast. Ez a konformacio valtozas szabalyozza a molekula mas feherjékkel torténd
kapcsolddasat, represszalja a Crk-medialt jelatvitelt azaltal, hogy sztérikusan
megakadalyozza az N-terminalis SH3 domén kapcsolddasat a tobbi jelatvivé fehérjével.
Az SH2 domén a pTyr-X-X-Pro csoportot tartalmazé fehérjékkel (p130°* and paxillin),
mig az N-terminalis SH3 domén a Pro-X-X-Pro-X-Lys csoportot tartalmazo
molekulakkal (C3G, Rapl GTPaz fehérje specifikus guanin nukleotid exchange faktor,
DOCK180, a Racl GTPaz miikodését szabalyzé fehérje €s tirozin kinaz c-Abl) lép

kolcsonhatasba.



A Crk fehérje szerepe a sejtet ért kiilsé ingerek altal aktivalt szignalutakban igen
sokrétii, magaban foglalva a novekedési faktorok (NGF, EGF), mitogén lipidek, citokinek
altal aktivalt, a T és B sejt receptor aktivaciot, valamint extracellularis matrix (ECM)
adhéziot kovetd jelatviteli folyamatokat. Ezen jelatviteli folyamatok legtobbje a FA
fehérjék, a p130° és a paxillin foszforilacigjat okozza, kapcsolva ezaltal a Crk és SH3
koto partnereit a citoszkeletonhoz, ahol a kiilonb6zd helyrél érkezo jelek 6sszegzodnek
A p130%/Crk komplex a DOCK 180 effektor fehérjén keresztiil aktivalja a Rac GTPazt, s
ezaltal ,molekularis kapcsoloként” mikodik az aktin polimerizacioban ¢s a
sejtmozgasban. A Crk mind a C3G fehérjén, mind a DOCK 180/Rac komplexen keresztiil
résztvesz a c-Jun NH,-terminalis kinaz (JNK) aktivaciojaban. Tébb irodalmi adat
tamasztja ala azt a tényt, hogy a Crk egy visszacsatolo mechanizmuson keresztiil
aktivalhatja a FAK-t. A v-Crk transzformalt sejtekben az onkogén Crk emeli a FA
fehérjék foszfotirozin szintjét és a FAK aktivitasat. Mindez azt mutatja, hogy a Crk mind

a FAK elotti, mind a FAK utani jelatviteli jeleket befolyasolja..



CELKITUZESEK

Annak ellenére, hogy mar sok olyan fehérjét azonositottak, melyek a Crk N-
terminalis SH3 doménjével lépnek kolcsonhatasba, a Crk C-terminalis SH3 domén
esetében nem sikeriilt azonositani egy kolcsonhato fehérjét sem. A fehérje ezen részének
funkcioja mind a mai napig ismeretlen. Annak érdekében, hogy tobb informaciot kapjunk
a crk C-terminalis régionak illetve a két SH3 domént 0sszeko6td linkerrégionak a fehérje

mikodésében és a FAK medialt jelatviteli folyamataiban betoltott szerepérél, célul tiiztiik

ki, hogy:

15 kiilonb6zo, a C-termindlis SH3 domént, illetve a két SH3 domént
Osszekoto linker régiot érintd pont és deléciés mutdnst dllitunk eld.

24 vizsgaljuk ezen mutdnsok hatisit a FA komplexet alkoté FAK,
paxillin és p130“* fehérjék foszfotirozin szintjére.

3; vizsgaljuk a Src, Abl és FAK kinazok illetve a PTP-PEST, PTEN
foszfatazok szerepét a folyamatban.

4. vizsgiljuk a mutansok szerepét az NIH3T3 fibroblaszt sejtek FA

komplexeinek kialakuldsiaban.

ANYAGOK, MODSZEREK

Rekombindns plazmidok létrehozdsa: restrikcios és egyéb modifikacios enzimek
felhasznalasaval, polimeraz lanc reakcidval, iranyitott mutagenezissel mismatch primerek
segitségével.

Sejttenyésztés: Human embrionalis vese (HEK) 293T, Bosc23 és NIH3T3

fibroblaszt sejtvonalak fenntartasa, transzfekcioja.



Transzfekcio: 1. A vad tipusu €s mutans c-CrkIl géneket kifejez6 virus
részecskék eldallitasa. (Bosc23 sejtvonal transzfektalasa). 2. A vad tipusu és mutans c-
CrkIl géneket kifejez6 plazmidok transzfektalasa NIH3T3 sejtekbe lipofektamin
modszerrel.

Sejtlizis, immunprecipiticio, Western blot: A sejtlizis jéghideg HNTG pufferben
tortént, majd azonos mennyiségli sejtlizatumokat 10%-os SDS-poliakrilamid gélen
elektroforézis segitségével (PAGE) elvalasztottuk. Az elvalasztott fehérjéket PVDF
membranra elektro-blottoltuk, majd elsddleges ellenanyagokkal: anti-CrkSH2-RFS1,
anti-PTP-PEST, anti-pTyr 4G10 (0.1pg/ml), anti-Flag (0.1pug/ml), anti-p130%*
(0.25pg/ml), anti-Paxillin (0.1pg/ml), anti-FAK anti-GFP anti-pCrk 1:1000 higitasban és
HRP-konjugalt masodlagos ellenanyaggal 1:5000 (0.02pg/ml) inkubaltuk.

Kindz  aktivitds  mérés:  c-Abl  immunkoplexek  kinazaktivitasanak
megallapitasihoz az immunkomplexeket [y-PJATP és GST-Crk 120-225 (mint
szubsztrat) hozzaadasaval 20 percig szobahomérsékleten inkubaltuk, SDS-PAGE
elektroforézissel  elvalasztottuk, 50% metanol/10% ecetsavban fixaltuk és
autoradiografaltuk.

Sejtek fluoreszcens jelolése fluoreszcensen jelolt mdsodlagos ellenanyag
segitségével: NIH3T3 sejteket human fibronektinnel bevont fedélemezekre tettiink, 3%
paraformaldehidben fixaltuk, majd blokkoltuk. Az elsddleges ellenanyaggal (anti-
paxillin, anti-pY 4G10, 1:200) 45 percig, majd tobbszori mosas utan 1:200 higitasu
rodamin-konjugalt anti-egér masodlagos ellenanyaggal tovdbbi 30 percig inkubaltuk.
Mosas utan targylemezre rogzitettiik és Nikon E800 Eclips fluorescens mikroszkoppal
vizsgaltuk. A sejtfelszini teriiletet a sejt korvonal mérése utan integralassal, az Adobe

Photoshop software segitségével allapitottuk meg.



EREDMENYEK ES TARGYALAS

A CrkIl egy SH2-SH3-SH3 doménszerkezetli adapter fehérje, mely fontos
szerepet jatszik sok extracellularis ingert kovetd jelatviteli folyamatban. A fehérje SH2 és
N-terminalis SH3 csoportjarol sok adat gyiilt mar 6ssze, beleértve a kolcsonhato fehérjék
azonositasat illetve az ezekhez kotott funkciot.

Kérdéses azonban a C-termindlis SH3 csoport és a SH3 doméneket 6sszekotd
linker régio szerepe, mivel nem sikeriilt még ezekkel a régiokkal kélcsonhato fehérjéket
azonositani. Kisérleteink célja az volt, hogy a C-terminalis és a linkerrégio szerepét minél

jobban megértsitk. Eredményeink az alabbiakban 6sszegezhetok.

1 Kiilonb6zo, a C-terminalis SH3 domént és a linker régiot érinté mutanst
allitottunk el6 és vizsgaltuk a tirozin kinaz jelatviteli folyamatban betoltott

szerepét. A mutansok szerkezetét az I.dbra mutatja.
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L.dbra. A dolgozatban hasznalt mutansok szerkezete és tulajdonsaga



2. A C-terminalis mutansok (CrkW276K, CrkY222F és a CrkA242) és a Crkl
mind emelték az N-terminalis doménhez kotott c-Abl kinaz mennyiségét

és ezzel parhuzamosan a Crk'Y222F kivételével a Crk Tyr**? foszforilaciot.

3. A deléciés mutansokkal végzett kisérletek a fehérjének egy, a FAK
aktivacidjaban szerepet jatszo szegmentjének szerepére is ravilagitottak.
Ezek a mutansok, a CrkA255 (C-terminalis SH3 domén deléci6) és a
CrkA242g; (CrkA242 extended linker), melyeket a linker régio/C-
terminalis SH3 doménhatar megvaltozott szerkezete jellemez, a FA
komplexben jelenlévd fehérjék, a FAK, a paxillin és a p130*° erds

hiperfoszforilaciojat okoztak.

4, A CrkA242g mutans ezen fc!ﬁl nagymértékben emelte az NIH3T3
fibroblaszt sejtek FA komplexeinek szamat.

5. A CrkA242g, hiperfoszforilaciot indukal hatasat mind a PTP-PEST, mind
a dominans negativ c-Src tultermelddése ellensulyozta. Nem volt ilyen
hatéssal azonban sem a PTEN foszfataz, sem a dominans negativ c-Abl

tultermelddése.

Kisérleteink azt bizonyitjak, hogy a C-terminalis régio olyan negativ szabalyzo
elemeket tartalmaz, melyek konformaci6 valtozasa, vagy asszociacioja mas fehérjékkel
(pl. PTP) a fehérje funkcidjat, s ezaltal mind az Abl, mind a FAK medialt jelatviteli
folyamatokat negativan befolyasolhatjak.

Az eredmények 0sszefoglalasat a 2.dbra mutatja.



Hathsa'a Hitheaan Hatasa z;;:)z::nlhn és Hatés.a I:IFILSTS
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2.dbra. Az eredmények osszefoglalasa. (NA: nincs adat)

Eredményeink azt mutatjak, hogy a Crk C-terminalis régioja szabalyz6 szerepet
Jjatszhat mind az Abl mind a FAK medialt tirozin kinaz szignal utakban. Ez megfelel az
irodalombdl mar ismert adatnak, miszerint a Crk C-terminalis régio feltételezhetéen
negativ regulald szerepet tolthet be.

Kérdéses, hogy a CrkA242g; milyen médon emeli a FAK pTyr**’ szintjét, hiszen
a mai napig nem sikerilt a C-termindlis SH3 doménnel vagy a linker régioval
kolesonhat6 effektor fehérjét azonositani. A linker régi6 53 aminosavja kézil 9 prolin,

melyek koziil néhany homolégiat mutat SH3 domén kotd fehérjék kapcsold
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szekvenciajaval és felveti a lehetdségét a linker région belili 6nalldé SH3 kotd régio
létezésének. Bar a linker région belil nem fordul elé bizonyitottan CrkSH3 kotd
szekvencia (Pro-X-X-Pro-X-Lys), arra is van irodalmi adat, hogy az Abl és Src csaladba
tartozd tirozin kinazok SH3 doménje és egy egyedulallo prolil csoport kozotti
kolcsonhatas autoinhibitor modulként funkcional. Szerkezeti és biokémiai vizsgélatok
mutathatjak meg azt, vannak-e olyan specifikus motivumok a linker régioban, melyek
direkt modon kapcsolodnak az N- vagy a C-terminalis SH3 doménhez, illetve hogy a
specifikus prolin szubsztiticiok a linker régioban befolyasoljak-e a FAK aktivaciot, vagy
az Abl-Crk kolcsonhatast. A C-terminalis mutansok, CrkA242g,, CrkW276K, CrkY222F
¢és a splice varians CrkI-t mind nagyobb mennyiségii Abl kinazt kététtek a kontrolhoz
képest. Ezzel jol korrelalt a mutans fehéri¢ck magas pTyr*?* szintje, mely arra enged
kovetkeztetni, hogy a C-terminalis SH3 domén/linker régié visszahajolva sztérikusan
gatolja az N-terminalis SH3 domén/Abl kinaz kélcsonhatast, megakadalyozva ezzel az
Abl medialt Tyr*?? foszforilaciot. Irodalmi adatok tamasztjak ala, hogy a Crk Tyr*?
foszforilacidja konformacio6 valtozast okoz a fehérje N-terminalis részén géatolva mind az
SH2, mind az N-terminalis SH3 medialt kélcsénhatasokat.

A CrkA242g. mutanssal végzett kisérletek azonban azt mutatjak, hogy a C-
terminalis rész szerepe a FAK jelatviteli ut pozitiv szabalyozasaban fiiggetlen az Abl
kinaz CrkY?? foszforilalasdban betoltott szerepétél. Ezt a kovetkezé tények tamasztjak
ala: 1. a kinaz hianyos AbIK295M nincs hatassal a CrkA242g; medialt FAK és p130%*
hiperfoszforilaciora. 2. a PTP-PEST overexpresszidja blokkolta a CrkA242g indukalt
FAK foszforilaciot, viszont nem volt hatassal a Crk Tyr*? foszforilaciora. 3. a kiilonbozé
C-terminalis mutansokhoz asszocialddé Abl kinaz mennyisége nem korrelalt az FAK és a
FA fehérjék magas foszf(‘)riléltségi. szintjével. Eredményeink alapjan az feltételezhetd,
hogy a Crk adapter fehérje két kiillon szabalyzo mechanizmuson keresztil mindkét
iranyba befolyasolja a FA jelatvitelt. Egyrészr6l adhézios jelet kozvetit az SH2/SH3

domén kapcsolédason keresztiil azaltal, hogy SH2 doménjével a foszforilalt FA



fehérjékhez kapcsolodik, N-terminélis SH3 doménjén keresztill pedig a C3G, DOCK 180
és Abl effektor molekulakat koti. Masrészr6l a linker régié/C-terminalis SH3 domén
negativ regulalo szerepe miatt egy visszacsatold mechanizmussal szabalyoza a FAK,
paxillin és p130** tirozin foszforilaltsagi allapotat. A jelenlegi modellek szerint az
integrin medialt adhézio és sejtmozgas dinamikus folyamat, melyhez a FA komplexek
folyamatos ,,6ssze- €s szétszerelodésére” és ezzel parhuzamosan folyamatos tirozin
foszforilaciora és defoszforilaciora van szitkség. A Crk és a hozza hasonlo molekulak,
melyek a jelatvitel mindkét iranyaban képesek a jeltovabbitast szabalyozni, pontosan
illeszkednek ebbe a dinamikus folyamatba.

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

Folyamatban vannak azok a kisérleteink, melyek kéthibrid technika segitségével
probalnak 1j, a C-terminalis SH3 doménnel kélcsonhaté fehérjéket azonositani. A Crk
fehérjének a jelatvitelben betoltott pontos szerepére a tovabbiakban molekulaszerkezeti
vizsgalatok illetve olyan fehérjék azonositasa és funkcidjuk tisztazasa derithet fényt,

melyek a Crk fehérjével, elsésorban a C-terminalis régioval lépnek kolcsénhatasba.
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