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ROVIDITESEK

SM: mdsodlagos hirvivé (second messenger)
PK: protein kindz

CAMK: kalcium/calmodulin-fiiggd protein kindz II
Cam: calmodulin

Ca**/Cam: kalcium/calmodulin komplex
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
cGMP: ciklikus guanozin-monofoszfat
Ca**/PL:kalcium/foszfolipid

PK-C: protein kindz C

MAP-2: mikrotubulus-asszocidlt protein
Tris: Tris(hidroximetil)Jaminomet4n

MES: 2-(N-morfolino)etenilszulfonsav
EDTA: etiléndiamin-tetraecetsav

EGTA: etilén-bis(oxietilénnitril)-tetraecetsav
SDS: ndtrium-dodecil-szulfat

BIS: N,N’-metilén-bisz-akrilamid

PMSF: fenil-metil-szulfonil fluorid
CAMPPK: cAMP-fiiggd protein kindz

M_: relativ molekulatdmeg

kDa: kilodalton

DARPP-32: dopamin és cAMP-reguldlt foszfoprotein

AA: amino sav (amino acid)



1.BEVEZETES

A kozponti idegrendszer szdmdra a vér-agy gdt a szervezet tobbi
folyadékterétdl elkiilonitett koérnyezetet biztosit, amelynek kialakitdsdban €s
fenntartdsdban az agyi kapilldrisok endothel sejtjei alapveté szerepet jatszanak.
Morfolégiai €s biokémiai vizsgélatok ugyanis azt igazoltdk, hogy ezek a sejtek
aktivan résztvesznek a transzportfolyamatban, €s rendelkeznek a szelektiv
transzporthoz sziikséges érzékel6 mechanizmusokkal, amelyeknek a mdsodlagos
hirvivékhoz (SM) kapcsolédé protein kindzok (PK) a f6 kulcsenzimei (1).

Az SM-ek dltal szabdlyozott protein-foszforildcidnak meghatdrozé szerepe
van az idegrendszer mikodésében (2,3). Mindazondltal szdmos, féként a regu-
laciés folyamatok mikéntjét érinté kérdés mind a mai napig vdlaszra var. Mivel
a patkdny-agy kapilldrisainak izoldldsa révén kivdl6 kisérleti anyag 4llt
rendelkezéslinkre (4), olyan modellrendszert kerestiink, melynek segitségével
tanulmdnyozhattuk a kiilonboz6 SM-ek 4ltal befolydsolt protein-foszforilacids
folyamatokat.

Ezen folyamatok egyik kulcsenzime a Ca**/calmodulinfiiggd protein kindz
IT (CAMK). A CAMK-val mdr igen sokan foglalkoztak, sokféle szempontbdl jelle-
mezték. Kimutattdk, hogy az agyfehérjék mintegy 1%-dt CAMK alkotja és
miikddését tekintve szokatlanul széles szubsztrdt korrel rendelkez$ kindz. Medi-
dlja a Ca®* néhdny hatdsdt a neuronban, tobbek kozétt a transzmitter szintézist
és felszabaduldst, idedlisan lokalizAldva a Ca2* posztszinaptikus hatdsdnak koz-
vetitéséhez. Részletes vizsgilatok bizonyitjak, hogy a CAMK Ca** ionok és
calmodulin (Cam) jelenlétében gyors autofoszforildcién esik 4dt. Ennek kovetkez-
tében .az enzim aktivitdsa és szubsztritspecifitdsa jellemz6 vdltozdst mutat.
Szdmos szubsztrdtja ismert, mint példdul a synapsin I és a myosin kénnyi ldnc
kindz, vagy a MAP-2.

Tekintélyes mennyiségii informdcié gyiilt Ossze az enzim molekuldris
szerkezetérdl, autofoszforildciéjdnak é€s exogén szubsztrdtjainak foszforildcids
kinetikdjarél illetve reguldcijarél. Egységes, valamennyi ismert funkciondlis

megnyilvanuldst koherensen Osszefogé modell mind a mai napig nem 4ll
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rendelkezésiinkre. Nem vildgos az autofoszforilici6 és a Ca**/Cam-fiiggetlen,
ugynevezett autondm, enzimaktivitds kialakuldsa kozotti kapcsolat molekuldris
hdttere. Az sem tisztdzott, hogy a ketté kozott kauzdlis kapcsolat van-e, vagy két
fiiggetlen jelenséggel dllunk-e szemben? Tisztdzatlan az enzim milkodésének
sokak 4ltal leirt kooperativ jellege, a holoenzimet alkot6 két (@ és B tipusi)
alegység funkcidjdnak az enzimativitds szabdlyozdsdban betoltott szerepe.

A halmoz6dé ismeretek ellenére sincs tehdt kialakult 4ltaldnosan
elfogadott elmélet a CAMK miikodési mechanizmusdra. Egy ilyen elmélet
lehet6vé tenné tobbek kozott a CAMK szubsztrdtjainak felderitését. A mdr
ismertek a sejtanyagcsere szdmos kulcsfontossdgd csomdpontjin fejtenek ki
szigndlfiiggd szabdlyozo funkcidt, igy ez felveti egy széles hatdkorld szabdlyo-
zdsi Ut 4tfogd értelmezésének lehetdségét. |

Tovéabbi tdviatokat igérnek azok az egyre szaporod6 adatok, amelyek a
CAMK mikodése €s a memdria biokémiai hdttere kozotti Osszefiiggésekre
utalnak (9). Pillanatnyilag ugy tlinik, hogy a CAMK egy olyan kaszkddrendszer
kOzponti eleme, amely valtoztatni képes -a mindenkori aktivitdsi szintnek
megfeleléen- a szinaptikus 4tvitel lokdlis jellemzdit, azaz a szinaptikus
plaszticitds egyik tényezdje. Ha meggondoljuk, hogy ez az enzim a rendelkezésre
dll6 adatok szerint valamennyi vizsgdlat ald vett szOvet sejtjeiben megtaldthaté
(6,10-17), valéban arra kévetkeztethetiink, hogy a CAMK a dinamikus, sejtszintd

adaptécio 1j dimenziGjit nyitja meg a jové kutatomunkdja elétt.



2.IRODALMI BEVEZETES

Az agyi mikrokapilldrisok, a kozponti idegrendszer aktudlis funkcidja
szerint, szelektiv transzportfolyamataik révén biztositjdk az agyszovet tdp-
ldlékigényét. A kapilldrisokon keresztiili makromolekuldris transzport novelhetd
példdul a ciklikus nukleotidok dibutiril-szdrmazékaival (23,24). Az igy felvett
proteinek kapcsolatban vannak a SM-rendszerrel, abbdl kiindulva, hogy emelkedik
az endothel sejteken beliili SM-ek koncentrdcidja. A megnodvekedett protein-
transzport oka ugyanakkor ismeretlen maradt. A hormonokra €s egyéb vazoaktiv
dgensekre érzékeny adenildtcikliz (25-34), a Ca®*-érzékeny guanildt-cikldz
(18,33), és a Mg?*-aktivélt ciklikusnukleotid-foszfodiészterdz (35,36) jelenléte az
endothel sejtjeiben mdr kordbban ismert volt, igy mi is azt vartuk, hogy mds
vaszkuldris szovetekhez hasonléan (37), az agyi kapilldrisokban szintén jelen
vannak a SM-ek dltal aktivéalt kindzok és azok proteinszubsztritjai.

Az agyl kapillirisokban végbemend transzendothelidlis  transzport
molekuldris hdtterének vizsgdlata lehet6vé teszi a szabdlyozé rendszerek
feltérképezését. A proteinek foszforildciéjdban a mésodlagos hirvivok hatdsira
létrehozott vdltozdsok detektdldsa ebbll a szempontb6l kedvezd kisérleti
megkozelitésnek bizonyult (1).

Annak lehetOségét, hogy SM-ek 4ltal befolydsolt fehérje foszforildcid
torténik az agyi mikrokapilldrisokban, mar PARDRIDGE és mtsai is felvetették
(38). Ugyanakkor azonban meghitisultak azok a prébdlkozadsok, amelyekkel
megprobaltdk SM-rel, vagy bizonyos vazoaktiv anyagokkal a kapilldris-proteinek
foszforilacigjat moduldlni.

A membrénra €érkez6 szigndlok a receptorokon, vagy az ioncsatorndkon
keresztiil jutnak a sejt belsejébe, és gyakran eredményezik a sejten beliili CAMP,
Ca®*, inozitol polifoszfdt és a diglicerol felddsuldsdt. Ezek a sejten beliili
szabdlyoz6 molekuldk fiziolGgiai hatdsukat a foszforildciés mechanizmuson
keresztiil fejtik ki, mely az ioncsatorndk megnyildsdban €s szdmos protein
foszforildcigjéban nyilvdnul meg (39,2). Igen sok foszforildcids folyamatot hdrom
multifunkciondlis kindz befolydsol, nevezetesen a ciklikus AMP-fiigg6 protein
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kindz (CAMPPK), a Ca*'/foszfolipid-fiiggé protein kiniz C (PK-C) és a
Ca®*/calmodulin-fiiggs protein kindz 11 (CAMK) (1.4bra).

A Ca™ az joncsatorndkon keresztiil jut a sejt belsejébe (ill. intracelluldris
raktdrakb6l mobilizdl6dik), és aktivdlja a calmodulint. A Cam egy Ca®*-kits
savas protein, melyet CHEUNG fedezett fel (40), mint a ciklikus nukleotidok
foszfodiészterdzdnak aktivdtordt. A Cam az eukariftdk sejtjeiben mindeniitt
megtaldlhats. A Ca®>* szerepe a sejtfolyamatokban j6l ismert, hatdsdnak
molekuldris mechanizmusa azonban kevésbé. Annyi mindenesetre biztos, hogy
onmagdban nem lenne képes ilyen sokoldald hatést kifejteni. Sok estben hatdsat
a Cam-nal egyiittmiikodve fejti ki. Az igy létrejott Ca®*/Cam komplex -a Cam
madsodlagos szerkezetének megvaltozdsa utdn- kiilonb6z6 enzimekhez kotGdhet,
és ezdltal aktivizdlja azokat (41).

A CAMK a Ca**/Cam 4ltal szabdlyozott kindzok csalddjiba tartozik,
hasonlén a Ca®*/Cam-fiiggé protein kindz I és III-hoz, valamint a miozin
kénnytlldnc kindzhoz €és a foszforildz-kindzhoz (42,43). Ezekt6l eltérGen
azonban a CAMK szdmos mds kindzt képes foszforildlni in vitro koriilmények
kozott. Az ’'80-as években tobb kiilonboz6 laboratériumban, egymdastdl
fuggetleniil fedezték fel fizioldgiai szerepét a neurotranszmitter-vezikuldk
exocitézisdban (5), a katekolaminok bioszintézisében (44), a citoszkeleton
kolcsonhatdsokban (45) és a glikogén anyagcserében (46). Ennek megfeleléen
tobb névvel illetté€k az irodalomban, igy pl.: calmodulin-fiiggd szinapszin I kindz,
calmodulin-fiiggd glikogén-szintetdz-kindz €s multifunkciondlis calmodulin-fiiggd
protein kindz. Az utébbi évek terminol6gidjdban mdr egységesen mint
Ca**/Cam-fiiggd protein kindz II-t emlegetik.

Legnagyobb koncentrdcidban az agyszovetben taldlhaté: egyes agyi
teriiletek fehérjéinek mintegy 1-2 %-4t alkotja (pl. a hippocampusban) (47). Eppen
ezéri az agyi kindz 5 leg jobban és legsokoldallibban jellemzett. Nagy tisztasdgi
prepardtumokat nyertek ki emldsagybol (45,48-51), mdjb6l (46,52,53), vézi-
zombdl (54), szivbdl (55), hasnydlmirigybdl (56), retindbél (57), tiidébdl (8),
mellékpajzsmirigybdl (58), emlémirigyb6l (59), bélbolyhokbdl (60). M4s fajok
szoveteibdl is tisztitottak CAMK-t, igy pl.: orvényféreg (61), angolna (62),
tintahal (63) €s muslica (64) idegi szdveteibdl.
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Ilyen Ca®*-Cam fiiggé PK-t tisztitottak ki patkdnyagybél FUKANAGA
és mtsai (65). A tisztitott holoenzim relativ molekulatémege (M,) 640 kilodalton
(kDa) és 11-14, egyenként 49 kDa-os alegységbdl €piil fel. KésGbbi vizsgdlatok
kideritették, hogy a CAMK tobb alegységbdl 4ll, és a kiilonbozé agyteriiletek
szovetei eltérd ardnyban tartalmazzdk az 50 kDa-os «, az 58 kDa-os 8’ és a 60
kDa-os B alegységet. Mivel a B’ a B-t6l minddssze egy 15 aminosavbdl 4116
peptidszakaszban' 'l-ciilﬁnb(’jzik, melynek feltehetéen nincs emlitésre érdem’es..
funkciondlis szerepe, ezért a tovabbiakban nem tesziink kiillonbséget a két alegy-
ség kozott. Szovettipustdl fiiggben a holoenzim relativ molekulatémege 250-780
kDa. Az el6agyban az «/f ardnya 3/1 (105,106) €s M,=550 kDa, a kisagyban
a/B=1/4 é€s M =615 kDa (49,67,107). A retindban csak az 50 kDa alegység
fordul el6, M,=275 kDa (57). Az egyedfejlédés sordn sem 4lland6 az alegységek
ardnya. ElGagybdl izoldlt citoszolban a sziiletést kovetéen a/B=1/4, 90 nappal
a sziiletés utdn a két alegység azonos ardnyban van jelen. A szinaptikus
kapcsolatokban a megsziiletéskor az ardny 1/6, majd a 12. napig az alegységek
mennyisége novekszik, €s az 1/1 ardnyhoz kozelit. A 12. napon az ardny
egységnyi, mig a 90. napra eltolédik az « felé, a/B=7/1 (70). A neuronokban az
enzim megtaldlhaté a dendrit-tiiskékben, a sejttestben, axonokban, dentritekben
és a végkésziilékekben, valamint kis mennyiségben a sejtmagban is (5,44,67).

A Kkiilonb6z6 szovettipusokban taldlt eltéré ardny kiilonb6zd funkcidkra
utalhat. Az egyik ilyen funkcié lehet a kiviilr6l jov6 inger tdroldsa, illetve
hatdsdnak prolongdldsa.

Régéta feltételezik, hogy a memdria kialakuldsdban a szinaptikus
kapcsolatok megerdsédése szerepet jatszik, de az a molekuldris mechanizmus,
amely ezt megvaldsitja €s 4llandésitja, teljesen ismeretlen. Egyik lehetéség,
hogy a magyardzatot a szabdlyozott génexpresszioban keressiik. Mésik, hogy az
egyébként instabil fehérjék poszttranszlaciés modifikdciéjat (foszforildcid)
tételezziik fel informdci6hordozoénak, €s ezeket kétdllapotd 'tdroléknak’ tekint-
jik.

CRICK 1984-ben (68) egy olyan hipotetikus enzimrendszert irt le, amely
a sejtszintii dinamikus adaptécid, illetve 'memdria’ hordozéja lehet. Ezen elmélet

szerint az informdcié tdroldsaért olyan pdrokba rendez3d6é fehérje monomerek
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feleldsek, melyek szigndl hatdsdra -pl. foszforildciéval- aktiv dllapotba keriilnek.
Ehhez elég .csak az egyikiik aktivdléddsa, mivel egy ilyenkor bekapcsolédé
autokatalitikus mechanizmussal a mésik monomer is 4talakul ebbe a formdba. Igy
valik lehetévé, hogy az enzim a degraddcié €s a reverzibilitdsért felelds partner
-pl.: foszfatdz- ellenében is fenn tudja tartani a dimer aktiv 4llapotdt. Igy a
szigndl megszinte utdn is aktiv- marad, mdsrészt abban az esetben, ha inaktiv
volt mindkét monomer, akkor ezt a 4llapotot Orzi meg. Némi absztrakcié 4rdn
beldthatd, hogy mindez egy kétdllapotd molekuldris kapcsolé ‘be’ illetve ‘ki’
helyzetének felel meg (a szdmit6gépbdl ismert ‘flip-flop’ analogonjaként).

Az idékozben felgyiilemlett kisérleti adatok alapjin LISMAN (9,69)
rdmutatott, hogy a CAMK autofoszforildcidja €s kinetikai tulajdonsdgai, ubikviter
jellege (szinte valamennyi szovettipusbol kimutattdk) €s intracelluldris lokaliz4ci-
dja révén megfeleltethetd a Crick-féle modell kulcsenzimének.

A CAMK «- és B-alegységének szekvencidjit cDNS klénozds segitségé-
vel hatdroztdk meg (89,90). Lipman és Wilbur médszerével Osszehasonlitva a
két szekvencidt, magas homoldgia tapasztalhaté kozottik: a  megegyezd
aminosavak szdma 399. Az a 478, a B 542, a 3’527 aminosav hosszusdgu. Az
N-termindlis (B, ;,5) 91%, a C-termindlis (B5,4_s4,) 76% homol6gidt mutat a médsik
alegységgel. A koz€ps6 régi6 (B;,,0,) masoldsakor a megfelelé nuklein-
sav-szekvencia proceszszingje sordn bekovetkezd torlédések, ill. beszirdsok miatt
kisebb fokui hasonldsdgot mutat. A B'és a  kozott a kiilonbség mindossze egy
15 aminosavbél 4ll6 peptid, mely a C-termindlison taldlhaté (B;75.49,), €s
feltehetben nem rendelkezik ©ndllé funkciéval, ezért a késGbbiekben nem
kiilonboztetjiik meg e két alegységet.

A patkdnyagyi kindz alegységeinek koz0s tulajdonsdga, hogy tartalmaznak
ATP-k6t6 helyet, katalitikus régiét és Cam-koté helyet. Ezek mind az N-ter
mindlison vannak, de a C-termindlis funkciéja még ismeretlen.
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A PK-ok katalitikus alegysége dltaldban 200-300 aminosav hosszisdgi. Rendszerint

nincs fix helyzetiik a primer szerkezetben. Az N-termindlisnak szabdlyoz6 szerepe van.
A PK-k tobbsége alegységekbdl épiil fel, s az alegységekkoziil néhdny, vagy
mindegyik tartalmazza a katalitikus helyet. Szubsztratspecifitdsuk alapjdn két osztdlyt

képezhetiink : a szerin/treonin- €s a tirozin-specifikus csoportot (2.tdbl4zat).

2.Tablazat.A protein kindzok két osztdlya (T.Hunter Cell, 1987/11).

Protein-szerin/treonin kindzok

Ciklikus nukleotida-reguldlt
cAMP-fiiggd protein kindzok
cGMP-fiiggé protein kindzok

Calmoduli-reguldlt
foszforildz kindz
miozin kénnyildnc kindz
CAMK-II
CAMK-I és III

Diacilglicerol-reguldlt
PK C

Egyéb
kazein kindz I és III
nukledris protein kindzok
protedz-aktivdlt kindz I és III
glikogén szintdz kindz 3, 4
heme-reguldlt protein kindz
RNS-reguldlt protein kindz
DNS-reguldlt protein kindz
S6 kindz
B-adrenerg receptor kindz
rodopszin kindz
hiszton H-1 kin4z
hidroximetilglutaril-CaA red.kin.
piruvédt dehidrogendz kindz
polipeptid-fiiggd protein kindz
poliamin-stimuldlt protein kindz
c-mos,c-raf, A-raf, pks, pim-1
CDC-R, CDC-2H, PSK H1, PSK-C3

Protein-tirozin kindzok

src gén csaldd
pp60c-src
pp62c-yes, ppS6ick
fgr hck fyn,lyn proteinek
abl gén csalad
p150c-abl
arg protein
fps gén csaldd
p98c-fps
NCP94
TRK11, TRK16
Novekedési faktor receptor
EGF receptor csaldd
c-erb protein
erb3 protein
Inzulin receptor csaldd
inzulin receptor
IGF-1 receptor
c-ros, met, trk
PDGF-receptor csaldd
PDGF receptor
CSF-1 receptor
c-sea, ret proteinek
Egyéb
p75
pl20
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HANKS €és mtsai (91) a mdr ismert kindzok szekvencidinak Gsszehasonlitdsa
sordn azt tapasztalték,' hogy az ugyanolyan specifitdsi kindzok katalitikus helyének
szekvencidja nagyon hasonld, igy pl. a Cam-fiiggé kindzoké is. Ez annak kiévetkez-
ménye, hogy funkcijuk, mely még nem minden részletében vildgos, feltehetileg
megegyezik. A CAMK-ban ez a régié, alegység tipust6l fiiggden, az 50-280 aminosav
kozott taldlhato. ,

Az N-termindlison, a katalitikus régié el6tt taldlhaté az ATP-kot6 régi6 (a,q 4o
BB,,.43)- Bennett és Kennedy (90) szekvencia-azonossidgokat kutatva azonositotta a
nukleotid kotéshez feltétleniil sziikséges szekvencidt:

Gly-X-Gly-X-X-Ser (G-X-G-X-X-S),
mely nagyon hasonlé a mds kindzokban taldlt nukleotid-kotd szekvencidhoz (G-X-G-X--
X-G). Ahhoz, hogy a kindz ATP-t tudjon kdétni, sziikség van még mds kotddési
pontokra. Ilyen kotédési pont lehet az a,,- illetve a B,,-ndl taldlhat6 lizin (LysK), €és
valGsziniileg a katalitikus hely szekvencidjin taldlhaté aszparagin(Asp)-csoport az a, s
ill. B, 5, poziciéban.

A szekvencidk k6zepén (a,59 3,0 B290.31;) taldlhaté szakaszon tobb funkciondlisan
fontos helyet azonositottak. A homoldgia vizsgdlatok szerint a Cam-kot6 helynek a 295
€s 315 aminosavak kozott kell elhelyezkednie (89,91,92). Szintetikus peptidanal6gokkal
bizonyitottdk, hogy a Cam-kotés fé6 determindnsa a 296-309 szakasz (93,94). Ez
megfelel6 kornyezetet biztosit a Cam-kotéshez, amelyhez amfipatikus a-hélixre, bazikus
oldalldncokra €s a szomszédos teriileteken hidroféb aminosavakra van sziikség (94,95,
96). Azonositottak egy Cam-ko6t6 helyet is (93,97), melynek szekvencidja:

Ala-Arg-Arg-Lys (A-R-R-K).

Mids Cam-fiiggé kindzok tanulmdnyozdsa sordn kideriilt (98,99), hogy a
Cam-k6t6 hely kozvetlen szomszédsdgdban van egy gdtlé régié, mely a miozin
kénnyildnc kméz esetében pszeudoszubsztrdtként funkciondl. Ez azt jelenti, hogy
kompeticiGban van a foszfét-akceptor szubsztrattal. Hasonl6 pszeudoszubsztrdt tipusd
gétldhely taldlhaté a cGMP-, cAMP-fiiggd kindzban, é€s a PK-C-ben is.

Szintetikus peptidekkel vizsgélva ezt a teriiletet, COLBRAN és mtsai (100) arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CAMK,q, 449 kOzOtti tartomdnya képes gétolni az
autofoszforildci6t, csakigy, mint a szinapszin I foszforildcidjit, mely egyébként a
CAMK igen j6 szubsztrdtja. A gétld régiét tehdt ebben a tartomdnyban kell keresniink.
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Arra is fény deriilt, hogy a CAMK géatlé szekvencidja nem pszeudoszubsztrat
mechanizmust haszndl (un.' tisztdn kompetitiv mechanizmusi vetélked6 gdtlds az
endogén pszeudoszubsztrdt €s az exogén protein szubsztrdt kozott), hanem blokkolja
a kindz aktiv centrumdt (100).

A foszforildciés helyek azonositdsdt foszfoaminosav- analizis, kétdimenzids
termolitikus foszfopeptid rétegkromatogréfia €s magas nyomdsu folyadékkromatografia
segitségével végezték LLAI és mtsai (101).

A CAMK szubsztrdtspecifitdsdt vizsgdlva szintetikus peptidek segitségével
hatdroztdk meg azt a minimdlis szekvencidt, amelyet az enzim felismerni, €s foszfori-
lalni képes (102):

Arg-X-X-Thr/Ser ( R-X-X-T/S).
( Az Arg helyén dllhat Lys is. ) THIEL és mtsai. (103) bebizonyitottdk, hogy az
Arg-X-X-Thr ( R-X-X-T)
szekvencia fontos szerepet tolt be a kindz miikddésében.

A foszfor-beépiilés id6fliggd vizsgdlatai azt bizonyitottdk, hogy els6é lépésben
Ca®*/Cam-fiigg6 autofoszforildci6 jon létre a Thr,g, foszforildléddséval. Ezt szintetikus
peptid-anal6got (@,3,.,50) haszndlva bizonyitottdk. A Cam hozziad4dsa utdn a peptid €&s
a nativ enzim hasonl6 viselkedést mutatott (100). Ezt kdvetéen a kindz foszforildcidja
csak részben fiigg a Ca**/Cam jelenlététdl.

A Ca®*/Cam-fiiggetlen autofoszforildcié (melynek létezésére mir MILLER és
KENNEDY (85) kisérletei is utaltak) tehdt egy mdsik ponton torténik. SHOWER és
mtsai (104), szintetikus peptidekkel végzett kisérleteiben, jé autofoszforildciés helynek
taldlta még a a,;, 5,4-€t, mely lehet a Ca**/Cam fiiggetlenségért felelds hely.

A funkciondlis teriiletek feltérképezésének az az egyik médja, mint azt mér az
el6zGekbdl is ldthattuk, hogy szintetikus peptidek segitségével azonositsuk a tertilete-
ket. A szintetikus peptidek kivdlasztdsdnak egy lehetséges mddja, hogy ugynevezett
anti-sense peptideket készitsiink. Az anti-sense peptideket tulajdonképpen az a
komplementer nukleinsav szekvencia (néma ldnc) kédolja, melynek pérjarél az eredeti
azonositand6é szekvencia szdrmazik. Ezzel az eljirdssal példdul a peptid-ligandokat €s
azok receptor-koté helyeit lehet megkeresni (108). A vizsgdlatok sordn megfigyelték,
hogy a hidrofil aminosovak anti-sense pdrjai hidrof6bok, vagyis egymds antihidropdtids
pérjai. Altaldnossdgban ez azt jelenti, hogy a hidrof6b aminosavak kodonjainak
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komplementere hidrofil aminosavakat kédol, ha azt az 5°-3" irdny helyett a 3’- 5’ irdnyba
frjuk 4t (109). fgy azok a peptidek, amelyek a komplementer DNS szélakr6l szdrmaz-
nak, egymds hidropdtids komplementerei. Ez az eredeti peptid €s annak anti-sense pdrja
kozott olyan amfipatikus kolcsonhatdst indukdl, amely eldsegiti a két peptid egymdshoz
kotédését. Szdmos vizsgdlat bizonyitja az elmélet helyességét (108, 110, 111, 112,
113, 115) és azt jelzi, hogy ennek a kdtédésnek fontos bioldgiai €s evolicils jelentGsé-
ge lehet. ‘

FASSINA és mtsai (114) amikor a c-raf kindz egyik funkciondlis teriiletének
-receptordnak- ligandjat tervezték, olyan anti-hidropétids peptidet készitettek, mely nem
a DNS anti-sense pdrjardl lett kédolva, hanem a hidropdtids indexek alapjdn szdmi-

togéppel tervezték. Ezzel a mddszerrel is igen jé kot6dést kaptak.
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3.CELKITUZESEK

Az agyszOvetbdl izoldlt mikroerek vizsgdlata sordn kapott kordbbi eredmények
arra utalnak, hogy a SM rendszer elemei befolydsolhatjdk a vér-agy git mikodését.
Arra vonatkozéan azonban, hogy ez miként zajlik le, és mely proteinek vesznek részt
ebben a folyamatban, nem volt még adatunk. Ezért értekezésemben a SM-ek A4ltal
aktivdlt protein kindzok jelenlétének és foszforildcidjanak vizsgdlatdt tiiztem ki célul.

1. Vilaszt kivantunk kapni arra, hogy vannak-e olyan protein kindzok az agyi
prepardtumunkban, melyek befolydsolhatjdk a kapilldris endothel mikodését.

2. Bar a CAMK-t szdmos sejttipusb6l és szovetbol kimutattdk, jelen ideig még
senki sem jellemezte ezt a kindz az agyi mikrokapilldrisokban.

3. Mint az a bevezetésbdl is kitlinik, a CAMK funkciondlis teriileteinek egy részét
mdr feltérképezték. Az azonban megvalaszolatlan maradt, hogyan tudja
fenntartani a kindz az inaktiv 4llapotot, vagyis hol lehet az ’‘aktiv centrum’ a
szekvencidban, €s milyen mechanizmus tjdn fejti ki hatdsat.

Alapkutatds jellegi vizsgdlatainkban els6sorban a SM-rendszer elemeinek, illetve
egyes specidlis protein kindzoknak -jelen tanulmdnyban a CAMK-nak- a vér-agy gat
permeabilitdst vdltoztat6 hatdsainak molekuldris mechanizmusira vonatkozdan
kivintunk adatokat szolgdltatni. A mikroerekben zajlé molekuldris folyamatok pontos
megismerése egyes agy0démdk €s agyi hipoxidk Gj elveken alapulé gydgyszeres

kezelését eredményezheti.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1.Az agyi mikroérdiis frakcid elédllitdsa

A mikroereket feln6tt, Wistar tipusd, példdnyonként 200-300 gramm suilyd,
azonos nemi patkdnyokbdl tisztitottuk. Egy tisztitdshoz 10, Gsszesen 90 4dllatra volt
szikkségiink.A tisztitdst JO6 €s KARNUSHINA (4) mddszerével végeztiik. Az 4dllatokat
éterrel altattuk, majd Krebs-Ringer (pH=7.4) oldattal mostuk ki a kapilldrisokbdl a vért
(mely zavarhatta volna a foszforildcios vizsgdlatokat). Az agyakat kivettiik a koponydk-
bol és az agykérget megtisztitottuk a fehér dllomdnytdl ill. az agyhdrtydktél. A
nagyagy kéregdllomdnydt 4°C-on kézzel homogenizdltuk, nylon szirékon keresztiilpré-
selve , melyeknek dpdrusmérete: 250- és 150 um. A homogenizdtumot tizszeres
térfogaty, 50 mM Tris-HCL pufferben (pH=7.2) vettiik fel, mely 250 mM szahar6z-t
és 5 mM EDTA-t tartalmazott. Az elegyet 3,500 g-n 10 percig centrifugdlituk, 4°C-on.
Az iledéket hasonld pufferben vettiik fel EDTA nélkill, és megismételtiik a centrifu-
gdldst. A mosdst kdvetéen az iiledéket cukorgradiensre rétegeztiik (1.0,1.3, és 1.5 M:
6 ml midegyikbdl), €s Beckmann ultracentrifugdban (L2 65k) SW 25.1 rotort haszndlva
58,000 g-n 30 percig centrifugdltuk, 4°C-on. Ezek utdn mdr csak a tisztitott
kapilldrisok tlepedtek ki a centrifugacsé aljdra. A ddsuldst fény- és elektronmikrosz-
képpal, marker enzimek segitségével ellendriztiik, melyek specifikusan csak az endothel
sejteket jelolik (18) (2.4bra). A mintdkat 25 mM Tris/2-(N-morfolino) etenilszulfonsav
(Tris-MES) pufferben (pH=7.4) mostuk ki és fagyasztottuk le, -20°C-ra.

4.2 .Foszforildcié vizsgdlata

A mintdkat haszndlat elétt felolvasztottuk majd 25 mM Tris-MES pufferben
(pH—7 4) 2 mM fenilmetilszulfonil fluorid (PMSF) jelenlétében homogemzéltuk A
homogenizdlt mintdkat (100 pg fehérje mintdnként, melyet LOWRI és mtsai. (19)
mddszerével hatdroztunk meg), 10 percig 25°C-on inkubdltuk. Az elemzéshez hasznilt
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2.4bra. Patkdny agykérgébdl izoldlt mikroér frakcié fénymikroszképos képe.
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inkubdcids elegy 10 mM MgCl,, 100 uM CaCl, és 10 uM [y- 32pPJATP-t (10 uCi-t
mintdnként) tartalmazott, mint ahogy azt mir OLAH és KISS (20) leirtdk. A kontroll
mintdban a Ca®* megkotését 2 mM EGTA hozzdaddséval értiik el, mellyel 5 percig
eldinkubdltunk. A Cam-fiiggd kindzokat 100 uM Ca®* és 5 pM calmodulin jelenlétében
vizsgéltuk. A PK-C szubsztrdtjainak azonositdsdhoz a proteolitikusan aktivdlt PK-C-t
haszndltunk, melyet PETER J. PARKER-t6l (Ludwig Institute for Cancer Research in the
Imperial Cancer Research Found, Lincoln’s Inn Fields, London, England) kaptunk. A
cAMP- és cGMP-fiigg6 kindzok vizsgdlatdt 2 mM EGTA jelenlétében végeztiik.

A reakciét radioaktivan jelzett ATP inkubdciés elegybe injektdldsdval inditottuk,
€s ndtrium-dodecil-szulfdt (SDS) mintapufferrel 4llitottuk le (21) . A proteineket 4%
gyijté és 10%-os elvdlaszté SDS PAGE-vel vdlasztottuk szét (21). Az elektroforézis
utdn a géleket cellofdn lapok kozott kiszdritottuk, majd ezekkel expondltuk a rontgen
filmeket 3 napig, intenzitds-noveld betétek jelenlétében -70°C-on. Az autoradiogram-
mokat denzitométerrel értékeltiik ki. Az ehhez sziikséges software-t POLLAK TAMAS
(22) készitette (az autoradiogrammok az 2.4brdn lathatdk).

A tisztitott CAMK (melyet prof H.-D. So6ling bocsdjtott rendelkezésiinkre)
foszforildcidjanak mérésénél az inkubdcids elegy 4 upg fehérjét (aktivitds: 56 U/mg)
és 20 pg szintetikus peptidet tartalmazott mintdnként. A reakciét 100%-os triklér-
ecetsav (TCA) dllitottuk le, majd a kicsapott fehérjét tartalmazé oldatot Whatman
ET-31 papirra pipettdztuk. A be nem épiilt radioaktivitdst 10%-os TCA-val és alkoholos
mosdssal tdvolitottuk el a filterekr6l. A korongokat dioxdnos koktélba tettiik, majd

folyadék scintilliciés mérében megmértiik a beiitésszdmot.

4.3 Defoszforildcid vizsgélata

Az elébb ismertetett SDS PAGE mddszerrel kézvetve vizsgdlhatjuk a foszfatdzok
defoszforildci6t mddosité hatdsdt is. Ebben az esetben a Cam hozzdadds4t kovetden
4 perc utdn 20 mM NaF-ot injektdltunk a homogeniz4lt mikrokapilldris preparitumba.
(A NaF a foszfoprotein-foszfatdzok gatlészere.)
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4.4 A peptidek szintézise

A szintetikus peptideket automata peptid szintetizdtorral keszitették a SZOTE
Orvosi Vegytani Intézetében. A szintézishez haszndlt aminosavak BOC védelemmel
voltak elldtva. Az aminosavakat metilbenzhidrilamin gyantdhoz kototték karboxil-
csoportjuk révén, majd a szintézis végén a védGcsoportok eltdvolitdsa utdn, a
peptideket folyékony hidrogén-fluoriddal hasitottdk le a gyantdr6l. A peptidek‘
tisztitdtdsdit HPLC-vel végezték. A peptidek tisztasdga >95%-volt. Haszndlat elGtt a
tisztitott, majd liofilizdlt peptideket Tris-HCL pufferben oldottuk fel a kivdnt kon-
centracidban.

A vizsgdlatainkhoz haszndlt peptidek:

19-AA LYEDIGKGAFSVVRRCVKL
14-AA GKGAFSVVRRCVKL
12-AA GAFSVVRRCVKL
8-AA VVRRCVKL
6-AA GKGAFS
Kontroll GSRRRRRRY

4.5 Poliakrilamid gélelektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid az akrilamid €s az N,N’-metilén-biszakrilamid (BIS) térhdlds
szerkezetll polimeriz4ciés terméke. A hdromdimenziés gélszerkezet az egymds mellett
novekedd poliakrilamid ldncok hédlésoddsa kozben képzddik. Az akrilamid és a
BIS-koncentricio, ill. a polimerizicié foka meghatdrozza a gél racsszerkezetét, amely
az 4tlagos pdrusnagysdggal fejezhetd ki.

A PAGE valamennyi fehérje (fehérje oldat) elvdlasztdsdra €s analizisére
alkalmas. Az akrilamid és a BIS ardnydnak vdltoztatdsdval kiilonbdzé pdrusnagysdgok
érhetdk el, ami lehetévé teszi a kiilonbozo fehérjék szétvidlasztdsat.

A fehérjéket SDS-al kezelve, a molekuldkat azonos toltésti random ldncokkd
alakithatjuk. Ez teszi lehetévé€, hogy ezt a mddszert molekulasily meghatdrozdsra
hasznéljuk, ugyanis az SDS-fehérjc' komplex elektroforetikus véndorldsa ardnyos a
molekulasillyal. A fehérje-SDS komplexek tulajdonsdgai és ezzel kapcsolatosan az
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elektroforetikus vdndorldst meghatdrozd tényezdk tanulminyozdsa azt mutatja, hogy a
vandorlds csak abban az esetben ardnyos a molekulasillyal, ha a makromolekuldk
hidrodinamikus formédja €s toltés/tomeg ardnya megegyezik. Ezek a feltételek csak
akkor teljesiilnek, ha az SDS és a fehérjék pontosan azonos mértékben kapcsol6dnak.
Altaldban a fehér jék megfelelnek ennek a kovetelménynek.
A mozgékonysdgot a
fehérjevdndorlasi tdvolsdg

mozgékonysidg
front tdvolsdg a festés utdn
Osszefliggésbll szdmithatjuk. A mozgékonysdgot ismert molekulasilyd fehérjékkel
hasonlitjuk 6ssze, melyek segitségével kalibrdcids gorbét készithetiink.
A fehérjék és nukleinsavak 4ltaldban ''I, *?P és ®*Cu izotépokkal jelslheték. A
1311, 32p radioizotépokkal jelzett fehérjemolekuldk helye a géllapokon autoradiogréfigval
hatdrozhaté meg.

4.6.Autoradiogrammok kiértékelése

A 3 napos expozicié utdn a rontgenfilmeket el6hivtuk.
Az autoradiogrammokat ZX Spectrum mikrokomputerrel §ssze
kapcsolt denzitométerrel értékeltiik ki. A program automatikus hdttér-korrekciéval
dolgozott. A ¥2P bepiilését az egyes fehérjékbe a gélen taldlhaté csikoknak megfeleld
feketedések mutattdk (3.dbra). Ennek értékét az egymdst kovetd volgypontok kozotti
teriiletek integrdldsa adta.

4.7.Anyagok

A ciklikus nukleotidok, calmodulin, EGTA, EDTA, PMSF, akrilamid és
bis-akrilamid valamint a peptidszintézishez haszndlt aminosavak a SIGMA-tdl (St.Louis,
MO, U.S.A.) szdrmaznak. **P-foszforsav (specifikus aktivitds 1000 Ci/mmol) a NEN-ben
(Boston, MA, US.A)), [v-*P]JATP pedig a Szegedi Biol6giai Kutaté Kozpont Izot6p
Intézetében késziilt. Minden m4s vegyszer a Reanal Vegyészeti Gyar terméke.
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5. EREDMENYEK

A felnétt patkdnyok nagyagykérgébdl prepardlt mikrokapilldris frakcidk fehérjéi
minden esetben mutattak némi foszforilacids alapaktivitdst, melynek idéfiiggése a 3.A
dbrdn l4that6. Hdrom vagy négy gyengén foszforildlédott fehérje-csik taldlhaté az
50-60 kDa koz6tti tartomanyban. Ezek relativ molekulatomege 58(57)-, 55- €s 50 kDa.
A foszforilici6 a perfizi6 és a 2mM EGTA (mely a Ca®* specifikus ke’létoré)
elfinkubdlds ellenére a sejtmembrdnhoz kot6dott SM-ek hatdsdrél 4drulkodik. A
fehérjefoszforildcié az dllanddan jelenlévl proteolitikusan aktivdlt PK-C kévetkezménye
is lehet (3.A,C ébra). Tisztitott SM-eket adva a preparditumhoz (Cam, cAMP, cGMP,
Ca** (PK-C)) jelentésen tudtuk noévelni a proteinek foszforildci6jat (3.B-E 4bra). A négy
enzim kozOs szubsztrdtjai azok a foszfoproteinek, melyek foszforildcidjat mdr a kontroll

mintdkban is megfigyelhettiik.

5.1 A PK-C szubsztratijai

Ahhoz, hogy meghatdrozzuk a PK-C szubsztrdtjainak megfelel6é fehérjecsikokat,
exogén enzimet (a PK-C proteolitikus fragment jéf) adtunk az inkubdcidés mintdhoz (3.C
dbra). Ldthatd, hogy a polipeptid molekulatomege kisebb, mint a CAMK a (50 kDa)
alegységéé (3.B és C 4bra).

Azt hogy a PK-C proteolitikus fregmentje jelen lehet a prepardtumunkban azt az
autotadiogrammokon ldthat6 45 kDa-os csik jelzi.

Az exogén PK-C a 40 kDa-os fehérjét azonositotta mint fé szubsztritot a
prepardtumban. Ez a fehérje hasonld, de kinetikailag eltéré foszforildciés mintdzatot
mutat, mint a 45 kDa fragmens: foszforiliciGja lassibb, defoszforildciGja viszont
gyorsabb mint a 45 kDa-0s polipeptidé.- A folyamat reverzibilitdsdt titkkrozi a 40 kDa-os
fehérje kinetikdja (5.4bra).
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3.4bra. Az autoradiogrammok a kiilonbozd second messengerekkel inkubdlt mikrokapil-
ldris prepardtumok foszforildcids kinetikdit mutatjdk be. A:kontroll minta (2mM EGTA).
A B:a calmodulin (100pM Ca** és 5uM Cam), C:a PK-C (0.1mg/ml), D:a cGMP (2mM

EGTA és 10uM cGMP), és a E:a cAMP (2mM

TA és 10uM cAMP) hatdsét

vizsgdlja. A mdsodik sor bal szélén a proteolitikusal aktlvéIt PK-C autofoszforildcidja
l4that6 Ca®* jelenlétében (+), €s nélkiil (- ). Nyilakkal Jeloltuk azokat a foszfoproteineket,
melyek a reakcié sordn szignifikdnsan foszforildlédtak. A gélekben minden csik 10 pg

fehérjét tartalmazott.
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4.4bra. A mikrokapilldris proteinek foszforildci6ja kiilonboz6 PK-ok hatdséra, az
endothel sejtekben. A PK rendszert 10uM cGMP ill. cAMP és 2mM EGTA, valamint
Cam és PK-C -EGTA nélkiil- tanulmdnyoztuk. A relativ molekulatémegek az 4bra felsé

részén ldthatok.
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5.abra. A PK-C-specifikus proteinek foszforildcidja az agyi mikrokapilldris frakciéban.
Az inkubdcids médium proteolitikusan aktivdlt PK-C katalitikus fragmentjét tartalmazta,
0.1 mg/mlkoncentrdciéban. A foszfoproteinek megkiilonboztetésére, a molekulatome-
geket az 4brdk jobb fels6 sarkdban tintettiik fel.

5.2 cGMP-filiggd protein foszforildcié

Gyors és kifejezett foszforildcié tapasztalhat6 a cGMP aktivici6 utdn, mely
er6sebb volt, mint amit cCAMP hozzdadédsa utdn lattunk.

A ciklikus nukleotidokkal indukdlt foszforildcié maximumét Otszor gyorsabban
érte el, mint a Cam-fiiggd rendszer (4. dbra).

Az 55-kDa-os foszfoprotein (mely valészindleg a tubulin alegysége), hasonl6an
a CAMK-ként azonositott 50- és 60-kDa-os fehérjékhez, ciklikus nukleotid-fiiggé PK
hatdsdra is aktivdlédott. Az EGTA jelenléte miatt a CAMK alegységeinek foszforild-
ciéja kevésbé volt kifejezett, mint Cam injektdlds utdn.

A Cam- és ciklikus nukleotid-fiiggé kindzok kolcsonhatdsa a foszforildcié
folyamat4ban nyilvdnvalénak tiint mind a CAMK-, mind a tubulin alegységeinél.

A cAMP- és cGMP-fiigg6 kindzoknak vannak k6z0s szubsztrdtjaik (7. dbra), de
van néhdny cGMP-re specifikus foszfoprotein, melyek relativ molekulatomege 30- és
33 kDa (6.C 4bra).
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6.abra. cGMP-specifikus protein-foszforildci6 a mikrokapilldris prepardtumban. A
cGMP-t (10uM) 2mM EGTA jelenlétében adtuk az inkubdcids elegyhez. A relativ mole-
kulatémeg az dbrdk jobb sarkdban taldlhaték.

5.3.cAMP-fiigg6 foszforildcié

Ugy tiinik, hogy a cGMP- és cAMP-fiigg6 kinizok azonos szubsztritokra is
hatnak (68-,66-,40- és 17 kDa, 7.4bra), de egyes esetekben, mint pl. 55-, 40- vagy 17
kDa-os polipeptideknél (4.,6.,7.4bra), kiilonb6zé hatdsfokkal. A cAMP hatdsfoka a
mikrokapilldris foszfoproteinjeire alacsonyabb, mint a cGMP-€.

A cAMP-fiigg6 proteinek viszonylag gyorsabban defoszforildlédnak, mint a cGMP
fiiggdek (kivéve a 17 kDa-os fehérjét).

5.4. A Ca**/Cam-fiiggd protein kindz kinetikai vizsgélata

A Ca**/Cam 4ltal serkentett foszforildci6 az 58-, 55- és 50 kDa-0s proteinekben
magasabb, mint amit a kontroll mintdban tapasztalhattunk. A foszforildci6 maximumét
a 4.percnél é_rtc el. Néha, az emelked6 f4zis alatt, rovid késlekedd periédus figyelhetd
meg (4. dbra 58- és 55 kDa). A defoszforil4cid, ellentétben a ciklikus nukleotidok 4ltal
aktivalt protein kindzokndl tapasztaltakkal, a gorbe viszonylag gyors lecsengését
eredményezi (utols6 periddus). Ez foszfoprotein-foszfatdzok jelenlétére utal, melyek
hatdsa ellentétes a foszforildci6val.

* * A Ca®*/Cam-fiiggé foszforilici6 legjellemz3bb szubsztrtjai az 50- és 58 kDa-os
alegységek, melyek, molekula témegiik alapj4n, azonosak lehetnek a Ca?*/Cam-fiiggs
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protein kindz II o €s B alegységével (7). Az alegységek foszforildciéjdrl tudott, hogy
kinetikdjuk aszimmetrikus lefutdsu .(37), rﬁint az a 4. 4brdn ldthatd.
A tubulin @ €s B alegysége is ebben a molekulasiily tartomdnyban taldlhat6 (37),
molekulatdomegiik 55- és 58 kDa, mely egyes csikok heterogénitéséra figyelmeztet.
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7.4bra. Ciklikus nukleotid 4ltal indukalt protein foszforildcié agyi mikrokapilldrisokban.
A cGMP(a) és cAMP(0) koncentrdciéja 10 uM. Az inkubéciét 2ZmM EGTA jelenlétében
végeztiik. A relativ molekulatémegeket, a proteinek megkilonboztetésére, az 4brdk
jobb sarkdban tlintettiik fel.
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5.5 NaF hatdsa a CAMK foszforildcidjdra -

Annak eldontésére, jelen vannak-e a foszfatdzok a prepardtumban, NaF-al, egy .
4ltaldnosan ismert foszfatdzgitléval, végeztink kisérleteket. Ha a Ca®*/Cam-aktivélt
prepardtumhoz a CAMK maximdlis foszforilaci6s szintjénél (4. perc) NaF-ot adtunk, azt
tapasztaltuk, hogy a defoszforildcié helyett fokozddott a 32p_folvétel a CAMK « és B
alegységében (8.dbra). Az els6 4 perc alatt lezajl6 reakcié kinetikdja megegyezik az
el6z6ekben tapasztaltakkal (4.4bra).
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8.abra. Ha a Cam (5uM) stimuldlt foszforildci6 maximumdndl NaF-ot (20mM) adtunk
a mintdhoz, szignifikdns novekedést tapasztalhattunk, mely igazolja azon feltevésiinket,
hogy a foszforilicié csokkenését a foszfatdzok miikddése okozza. Az EGTA-nak,
melyet a NaF-al egyiitt adtunk a mintdhoz (2mM), a Ca®* megkotése miatt, a foszfori-
ldci6 csokkenését kellett volna okoznia. Mivel nem ez tortént, egy autonom aktivitds
kialakuldsdra kévetkeztethetiink. (@ NaF hatdsa, a kontroll)

5.6. A szintetikus peptidek tervezése

A szintetikus peptidek tervezése sordn Fassina €és mtsai (114) gondolatmenetét
kovettiik. Eszerint olyan peptideket kellett késziteniink, melyek hidrofobicitdsa ellentétes
az autoinhibitor tartomdnyéval. Mivel mi elsGsorban a kindzon belill kerestik az
ugynevezett ’‘aktiv centrumot’, ezért megvizsgdltuk, hogy a B-alcgységen beliil
taldlhat6-e ilyen szekvenciarészlet. Az dsszehasonlitds sordn azt tapasztaltuk, hogy az
ATP-kot6 hely kielégiti ezt a feltételt, ezért a vizsgdlatainkhoz haszndlt peptideket az
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ATP-kotd régié azon szakaszabdl vélasztottuk ki, mely magédban foglalja a G-K-G-A-F-
S szekvenciét (9.4bra). ‘
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9.abra. Az ATP-kot0 hely hidrofobicitdsa kozel ellentétes az autoinhibitor régiét lezdré
foszforildcids helyével.

5.7. Szintetikus peptidek hatdsa a tisztitott CAMK foszforildci6jdra
Amikor az 50- és 60(58)-kDa-os alegység cDNA szekvencidbdl kapott aminosav

szekvencidt dsszehasonlitottuk mds fehérjék aminosav szekvencidjdval azt tapasztaltuk,
hogy az N-termindlison taldlhaté egy konzervativ szekvencia részlet. Ez az ATP-kot6
hellyel azonos. Az itt taldlhat6 aminosavak hidrofobicitdsa ellentétes a Cam-kot6 régio
autoinhibitor-szekvencidjdval. Annak meghatdrozdsdra, hogy ez a teriillet hozzdké6téd-
het-e az autoinhibitor szekvencidhoz, 5 peptidet szintetizdltunk, mely az ATP-k6t6 régié
kiilonboz4 hosszdsdgu szakaszait tartalmazta (10.4bra).

A kontroll minta (mely a peptidek helyett TRIS-puffert tartalmazott) foszforildcio-
janak id6beli véltozdsa az irodalmi adatokkal megegyez6 (8,14).

A kontrollhoz képest a 6-, 8-, 12- és 14-AA peptidek hatdsdra csokkent a foszfor
beépiilést az alegységekbe. Mind a négy peptid esetén 20-25%-os gdtldst tapasztaltunk
(11.,12. 4bra).
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10.abra. A CAMK domén szerkezetének sematikus vézlata (a szekvencia alapjan).
Korok jelolik a lehetséges foszforildciGs helyeket, és az ATP-kotéshez sziikséges Lys
helyét. A kiemelt részlet a szintetikus peptidek szekvencidban elfoglalt helyét tiinteti fel.

Ezzel szemben egy igen érdekes jelenségre figyeltiink fel a 19-AA peptid esetén.
Bér szekvencidja magdban foglalja az el6z6 négy peptidet, ennek ellenére a foszfori-
14ci6t kb. S0%-al megnovelte. Hasonléképpen viselkedett az a peptid, melyet kontrollként
kivdntuk haszndlni kisérleteinkben (12.4bra).

- Megvizsgéltuk azt is, hogy a peptidek kiilonbdz6 koncentrdcidban hogyan
véaltoztatjidk meg'a foszfor beépiilését. Mivel a 6, 8 és a 12, 14-AA peptidek hatdsa
hasonlé volt ezért csak a 6 és 14-AA peptid €s a 19-AA peptid koncentricié fiiggését
tdntettilkk fel. Kétperces inkubdci6 sordn a peptidek alacsony koncentrdcidban is
hatékonyan gétoltdk a foszfor beépiilést. A zérus koncentrdciéndl a peptidek nélkiil ta-
pasztalt foszf4t kotést tlntettiik fel (13.4bra).
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11.4bra. A tisztitott CAMK foszforildci6jit szintetikus peptidekkel (20 pg) meg tudtuk
vdltoztatni. Mig a 6- és 8-AA peptidek 20-25%-al gétoltdk , addig a kontroll peptid
50%-al novelte a foszforildciot.

5.8. A peptidek hatdsa az endogén kindz foszforildciéjdra

A Ca®*/Cam-fiiggd foszforildci6 legjellemzébb szubsztritjai az 50- és 58-kDa
fehérjék voltak (3.4bra). A szintetikus peptidek ezek foszforildciéjat védltoztattdk meg
legszembetiinébben (14.dbra). A peptideket (20 ug) a radioaktiv foszforral egyiitt adtuk
a homogeniz4lt mintdkhoz. LegerGsebben a 19-AA peptid majd a 6-aa €s valamivel
gyengébben a 12- és 14-AA peptidek gétoltdk a foszfor beé€piilését. Egyéb fehérjék
-melyek feltehet6leg a CAMK szubsztritjai- foszforildciGja is 1ényegesen lecsokkent,
mivel a peptidek meggétoltdk a kindz autofoszforildcidjat.

A tisztitott kindz vizsgdlata sordn alkalmazott kisérleti koriilmények kozott, a
peptidek meggdtoltdk a CAMK autofoszforildciGjdnak iddbeli kialakulds4t (15.4bra).
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12.4bra. A 12- és 14-AA peptidek, hasonléan a 6- ill. 8-AA-ashoz, 20-25%-al gdtoltdk
a foszfor beépiilést. Meglepl a 19-AA-as peptid -kontrolléhoz hasonl6- fokoz6 hatésa.
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13.4bra. A szintetikus peptidek mdr alacsony koncentrdciéban is erdsen befolydsoljdk
a tisztitott CAMK foszforildci6jat. Az id6fiiggé vizsgdlatokhoz hasonléan a 19-AA
peptid jelenlétében nétt a foszforbeépiilés. A 6-, 8-, ill. 12- és 14-AA peptidek hatdsa
hasonl6 volt, ezért az 4brdn csak a 6-€s 14-AA peptidek hatdsa van feltiintetve.



33
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14.4bra. Az endogén kindz foszforildciéja megvéltozott 20 upg szintetikus peptid
hatdsdra. A kétperces inkub4ci6 utdn a legszembet(indbb véltozdst a nyilakkal jelolt 50-
és 60 (58)-kDa fehérjék mutattdk, melyek a CAMK c- és B-alegységeivel lehetnek
azonosak. A:kontroll, B:kontroll peptid, C:6-AA, D:8-AA, E:12-AA, F:14-AA, G:19-AA,
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15.abra. A foszforilaci6 id6beli vdltozdsa sordn a 6-, 8-, 12- és 14-AA peptidek
hasonléan gatoltdk a foszforildcié kialakuldsdt, ezért csak a 6-, 8-, 19- és kontroll
peptidek hatdsit mutatjuk be az 4brdn. Az M, markerek poziciéjit a jobboldalon
tiintettiik fel. Az 50- €s 60(58) kDa-os foszfoproteinek helyzetét nyilak jelzik.
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6.A KISERLETI EREDMENYEK ERTELMEZESE

A proteinek foszforildci6jdt alapvetd fontossdgunak tartjdk a mdsodlagos
hirvivok hatdsmechanizmusdban (70,71, 72). A jelek 4tvitele az intracelluldris recepto-
rokra a SM-ek koncentricidjanak megvaltozdsdn keresztiil valésul meg, és ez szigori
szabdlyozds alatt 41l. A ciklikus nukleotidok anyagcseréje egy specifikus enzimpdrt, a
cikldzt és foszfodiészterdzt érinti, mig a sejten beliili Ca**-koncentricié az iontransz-
port mechanizmuson keresztiil szabdlyozott. A ciklikus nukleotidok koncentrdciéjanak
komplex visszacsatolé szabdlyozdsa feltehetben a Cam hatdsdra, a cikldz-diészterdz
rendszeren keresztiil megy végbe (40). A szabdlyozds még komplikaltabbd vélt az
endoplazmds retikulumbél a hormonok 4ltal indukalt Ca**kidramlds felfedezésével (71).
Ez a jelz6rendszer a Ca®*foszfolipid fiiggd kindzzal egyiitt hat (72), mely pArhuzamosan
dolgozik a Cam-fiiggé PK-zal (73).

Megkiséreltitk leegyszerisiteni a kolcsonhatds komplexitdsdt a jelzérendszerek
szétvdlasztott vizsgdlatdval. Jelen munkdnkban, szemben PARDRIDGE é€s mtsai negativ
eredményeivel (38), a patkdnyagybdl tisztitott mikrokapilldris frakciéban SM hatdsédra
specifikus fehérjék foszforildcigjdt mutattuk ki. Az eltérd eredmények oka az lehet,
hogy van néhdny technikai kiilonbség az 6 munkdjuk és a mi kisérleteink kozott.
El6szor is, PARDRIDGE és mtsai. (38) borji agyat hasznéltak, mely vérelemeket
tartalmazott, mig mi patkdnyagyat, amelyet az izoldlds el6tt perfundéltunk, hogy
kimossuk az erekbdl a vért. A 80- és 86 kDa-os foszfoproteinek, melyek az idegvég-
zGdésekre jellemzGek (szinapszin I és II), PARDRIDGE és mtsai.-tél eltéren,
hidnyoztak a prepardtumokbdl.

A midsik f6 kiilonbség az, hogy a kontroll mintdb6l EGTA-val eltdvolitottuk a
Ca®*-ot. Ezdltal jelentsen megndtt a Ca®*-, valamint a ciklikus nukleotid-fiigg
foszforildci6 detektdlhatésdga. Egy jarulékos technikai el6ny volt a rontgenfilmek
denzitdsdnak szdmit6gépes kiértékelése az autoradiogréafia utdn.

Ezekkel a technikai mddositdsokkal sikeriilt megadni a patkdnyagybdl prepardlt
jol karakteriz4lt mikrokapilldris frakciéban, a Cam-, Ca®*/PL-, cGMP-, cAMP-fiiggd

foszforildci6 elsé bizonyitékat. @w":f
: g 3 .
A cGMP erdsebb aktivitornak bizonyult, mint a 9AL4P’ a més erekben tal4lt

\

NS



36

eredményekkel ellentétben (37). A cGMP-fiiggé PK lokaliz4ci§jdnak vizsgdlatai sordn
patkdnyagyban SCHLICHTER és mtsai (74), szintén markdns immunoreaktivitdst
figyeltek meg az erek simaizomsejtjeiben. |

A cGMP- és cAMP-fiiggd kindzok néhdny esetben ugyan azokon a szubsztrdto-
kon hatnak (pl. 68-, 66-, 40- és 17 kDa-os fehérjék). M4s tanulméanyokbdl ismert (75),
hogy az endothelium-fiiggé vazodilatdtorok, mint- az acetilkolin, a kalcium ionofor
A23187, a nitroprusszid , kozosen eredményezik a miozin konnytldnc cGMP-fiiggé
foszforildcidjat és defoszforildcidjdt a patkdnyagy simaizomsejtjeiben (valoszintileg
ez felel meg a 17 kDa-os polipeptidnek sajit rendszeriinkben). Mé4s vazoaktiv anyagok
mint a hisztamin (76), szerotonin (77) €s a bradikinin (78), permeabilitds néveld hatdsa
tobbnyire specifikus receptorokon keresztiil medidltak az agykapilldrisokban az adeni-
ldt-cikldz rendszerhez kotédve. Igy, amikor az endothel sejteket vazoaktiv anyagokkal
stimuldljuk, megfigyelhetd a ciklikus nukleotidok szdmdnak nodvekedése: melyek vagy
a cirkuldlé vérlemezkékb6l szabadulnak fel, vagy kozvetleniil az endothelsejt
citoplazmdjibol (részleteiben ldsd 79). Ezek mind a cGMP-, cAMP-fiiggd kindzokon
keresztiil hatnak és befolydsolni képesek a transzendothelidlis transzportot. A 68- €s 66
kDa-os ciklikus nukleotid specifikus foszfoproteinek dsszefiiggésben lehetnek az acetilko-
lin nikotinreceptordnak y- és § -alegységével, melyeket mdr kordbban azonositottak,
mint a cAMP-fiigg6 PK szubsztrdtjait (80). A cGMP-fiiggé PK-nak van néhdny mds
specifikus protein szubsztratja, pl. a 33- és 30 kDa-os polipeptid (6. 4bra). Nagyon valé-
szininek tlnik, hogy valamelyik e ketté kozill azonos a DARPP-32 (dopamin €s
cAMP-reguldlt foszfoprotein) kindzzal, amelyet a cCAMP-fiiggé PK foszforildl az agyban
(81). A DARPP-32 egyik foszforildcidés helyének szekvencidja hasonlé, mint amit a
foszfatdz inhibitor-1-ben (82), vagy a cGMP-fiiggé PK G-szubsztritjiban (83) talditak
ezekt6l eltér6en azomban ez a szekvencia ellent 4llt a foszfatdzoknak, vagyis nem
defoszforildlédott.

A szubsztrdt-specifitdsok vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy a cGMP-fiiggd
enzimek foszforiléci\és aktivitdsa szélesebb kord, mint a Cam-fiiggé enzimeké, vagy a
PK-C proteolitikus fragmentjé€. Szembet(ind, hogy az 55 kDa-os k6z0s szubsztrat pro-
tein mind a PK-C, mind a cAMPfiigg6 PK hat4sdra kevésbé foszforildlédik mint cGMP
hatdsédra (4.4bra). ‘

A PK-C legkarakterisztikusabb szubsztritja egy 40 kDa-os protein (86), melynek
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szerepe még nem teljesen tisztdzott, de az ismert, hogy szerotonin hatdsdra egy ehhez
hasonl6 molekulatomegii fehérje erdteljesen foszforildlédik (87,88). A polipeptid PK-
C-vel mutatott foszforildciés kinetikdja lényegesen eltér a ciklikus nukleotidokkal
tapasztaltaktSl. Az eltérd kinetika felveti azt a kérdést, hogy vajon a kiilonb6z6 SM-ek
hatdsdra ugyanaz a polipeptid foszforildlédott-e, €s ha igen, vajon ugyanazon a helyen?
Mindenesetre a PK-C jelenlétében tapasztalhaté gyors reverzibilitds arra utal -mint mds
enzimek esetében mdr 14that6 volt (86)-, hogy a 40 kDa protein maikerként alkalmaz-
haté a mikroszkdpids munkdkban a transzmembrdn szignédlok utjdnak azonositdsdra az
agyi kapilldrisokban.

Néhdny foszfoproteint k6zOs szubsztritként azonositottunk (58(57)-, 55-, SO
kDa-os), melyek mind a négy vizsgdlt enzim hatdsdra mutatott *2p beépiilést. Ezek
foszforildcids kinetikdja, a hozzdadott SM-tGl fiiggden, kiilonbozd. Altaldban véve a
tanulsdg az lehet, hogy azok a fehérjék, amelyeket a ciklikus nukleotid-fiiggdé kindzok
foszforildltak, nagyon gyorsan elérték a foszforiliciés maximumot, de a *?P leadésa
sokkal lassubb volt, mint amit a Ca®*-fiiggé enzimeknél tapasztalhatunk. A specifikus
szubsztrdtok foszforildciéjinak foka a protein-foszfatdzok, és a PK relativ aktivitdsatol
fiigg. Ezeket a foszfatdzokat két csoportba sorolhat juk:

a., azok, amelyek szelektive defoszforildljdk a foszforildz kindz a- €s B-alegysé-

gét

b., az un. 2 tipusd protein foszfatdz, mely a kétértékii kationok hatdsdt gdtolja.

Hasonl6an a PK-okhoz a foszfatdzok mikodését is a SM-ek szabdlyozzdk, ahogy
azt a DARPP-32 é€s a protein foszfatdz-1 esetében tapasztaltdk (41).

A protein foszfatdzok hatdsdt gdtolni is lehet. Kisérleteink tanulsdga szerint, ha
a NaF-ot -Cam jelenlétében- mdr az inkubdci6 kezdd pillanatdtél a kapilldris
homogenizdtumhoz adtuk, az igy nyert foszforildciés mintdzat teljesen véletlenszerivé
vélt, nem mutatott semmilyen értelmezheté idofiiggést (az adatok -nincsennek fel-
tlintetve). Abban az esetben viszont, ha a NaF-ot a foszforildciés maximum elérésekor
(4 percnél) adagoltuk, erételjesen fokozddott a 2p beépiilése a szubsztrdtokba (jelen
esetben a CAMK-ként azonositott alegységekbe; 8. dbra) annak ellenére, hogy EGTA-val
a Ca®*-t elvontuk a rendszertl. Ez azt bizonyitja, hogy a foszfatdzok hatdsa is fiigg a
SM-ekt6l, valamint a szubsztrdt-protein foszforildciés 4llapotdt6l, mint ahogy azt
HASHIMOTO és mtsai (84) a CAMK és a calcineurin esetében leirtdk, valamint azt,
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hogy az endogén kindz autofoszforildlédik, €s ez, mint azt az irodalomb6! mdr
ismerjiik, 1étrehoz egy Ca**/Cam fiiggetlen kindz aktivitdst (61-67).

A kapilldris proteinek Cam-fiiggé foszforildciGjidnak d4ttekintése sordn ismét
érdemes megjegyezniink, hogy az 58- és 50 kDa-os alegységek, az igen erds Cam
fiiggés, az aszimmetrikus kinetikdjuk és a kialakul6 Ca®*/Cam-fiiggetlen aktivit4s
alapjdn, azonosak a CAMK a- és 3-alegységével (4. dbra).

Ezeknek a kapilldris enzimeknek az autofoszforildciéja (vagy mds kindzok
hatdsdra kialakulé foszforildcija) a szekvencidban fellelhet6, Osszesen mintegy 30
szerin és treonin aminosav-oldalldncokon torténhet, amint az MILLER és KENNEDY
(85) tisztitott CAMK-n végzett kisérleteibdl is kideriilt. Ezen 30 potencidlis foszforil4ci-
0s hely koziil csak néhdny tolt be funkciondlis szerepet. Mint azt az irodalmi
dttekintésben is emlitettiik (15. oldal), az alegységekben két azonositott foszforildcios
hely van, melyek a részleges és a teljes Ca>*/calmodulin-fiiggetlen aktivitdsért felelGsek.
Eppen ezért megvizsgéltuk azt, hogy mi torténik akkor, ha ezek koziil a foszforil4cids
helyek koziil valamelyiket legdtoljuk. A kindz feltehetéen kaszkdd-mechanizmus titjdn
foszforildlédik, mégpedig gy, hogy a folymat egyes 1épései szigorian szekvencidlis
rendet kovetnek.

Mindezek ismeretében a kovetkez6 munkahipotézist allitottuk fel: a kindz
inaktivitdsdt, azaz az autofoszforildcids kaszkdd beinduldsdnak gétldsét, egy intramole-
kuldris blokkold rendszer végzi az enzimben. Feltételeztiik, hogy a gitlé hatds a Thr,g,-
on keresztiil érvényesiil, mivel az autofoszforildcié ezen az oldalldncon kezdddik €s
a foszforildlt Thr,s, felelés a részleges Cam-fiiggetlens€g megjelenéséért. A gatl6
mechanizmus, elképzelésiink szerint, a Thr,s, (€s annak kozvetlen kdrnyezete) lefedése
révén érvényesiil: a molekula valahol tartalmaz egy olyan szekvencia részletet, amely
specifikusan kotédik ehhez a ldncszakaszhoz. Az anti-sense peptidekkel végzett
kisérletek tanulsdga szerint a komplementer hidropatids profil specifikus kot6dést bizto-
sit, olyannyira, hogy ezzél szmos hormon recepfor-régiéjét sikeriilt azonositani. A
CAMK esetében analdgidt véltiink felfedezni: itt maga a 'hormon’ (a Thr,g, €s
kornyezete) és a ‘receptor’ (a hozz4 kapcsolddé szekvencia) egyazon molekuldn beliil
helyezkedik el. Olyan ldncszakaszokat kellett keresniink, melyeknek ellentétes a hidro-
fobicitdsa a Thr,ge-al €s kozvetlen kornyezetével (9.4bra). Amennyiben taldlunk ilyen
régiét, melynek hidropétidja ellentétes -legaldbbis kozel ellentétes- a 'k6dols’ régidval,
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akkor ez a szekvencia pdros képes lehet az autoinhibitor funkcidt betdlteni.

A C-termindlisrél, az erds hidrof6b jellege miatt, azt mondhafjuk, hogy az a
holoenzim belsejében van, és az alegységek Osszekapcsoldsdban jitszik szerepet. Ezért
az N-termindlist vizsgdltuk alaposabban. Feltiint, hogy a legjobb illeszkedés a
feltételezett ATP-kot6 régidndl taldlhaté. Taldn éppen ez okozza azt, hogy a Cam
nélkiil -vagyis a kontroll mintdban- nem képes foszfort (ill. ATP-t) kdtni, mint ahogy azt
az 4.4bra is bizonyitja. Ezek azt vetitették elore, hogy taldn maga az ATP-kot6 hely
lehet az, mely a kindz inaktiv 4llapotdban az autoinhibitor régidhoz, konkrétabban a
283-286-ndl 1€v§ foszforildciés helyhez kot6dik. Ezt az dllapotot a SM-ek aktivdl6
hatédsa sziinteti meg.

Mindezeket a felvetéseket gy igyekeztiink ellendrizni, hogy tisztitott CAMK-t,
melyet prof. Solingt6l kaptunk Gottingenbdl, Cam €és kiilonboz6 peptidek jeleﬁlétében
inkubdltuk. Ezek a peptidek az ATP-kot régié kiilonbdz6é hosszisdgui szekvencidit
tartalmaztdk (10.4bra).

Vizsgdlatainkban azt tapasztaltuk, hogy a 6-, 8-, 12- és 14-AA hosszusigu
peptidek mind id6ben, mind kiilénb6z8 koncentrdciban kifejezetten gétoltdk a foszfor
beépiilését. Annak, hogy kisérleteinkben kb. 25%-os gdtldst kaptunk, viszonylag
egyszerl statisztikai okai vannak. Mint mdr emlitettiik, szdmos szerzd$ utal arra, hogy
a két mdr azonositott foszforildciés helyen kiviil létezik egy harmadik is. Igy, ha a
Thr,e-t legdtoljuk, akkor elméletileg 33%-os maximdlis gdtldst kellene kapnunk. Ezt
azonban egyéb faktorok még csokkentik. A vdrhaté gdtlds végiil kb. 20-25 %. Bér a
statisztikai szdmitdsok igazolni l4tszanak a kisérleti értékeket, fontos megjegyezni,
hogy a Thr,g.-nak tulajdonitott kulcsszerep alapjdn -az autokatalitikus foszforilacid
beinduldsa és a részleges Cam-fiiggetlen aktivitds kialakuldsa- erGsebb gétldst vartunk
volna. Nem szabad azonban megfeledkezniink arrél, hogy a proteinek tisztitdsa sordn
alkalmazott viszonylag durva (de a harmadlagos szerkezetet nem médosit6) médszerek
-ammoniumszulfatos kicsapdsok sorozata- a holoenzim széteséséhez vezethet. Ezért az
alegységek kozotti igen jol szabdlyozott kooperativitds hatdsa az autokatalitikus foszfo-
rildcidéra kiesik, illetve az intraholoenzimatikus foszforildcié helyett az egyes kiilondll6
alegységek foszforildljak egymdst, egy minGségileg mds reakcidkinetikai mechanizmus
dtjdn. I | |

Hogy ez valéban igy torténhet, azt a kapilldrisban taldlhat6 CAMK (endogén
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kindz) foszforildci6ja mutatja (14. 15.4bra). Ha az el6zéekben alkalmazott koriil-
ményeknek megfeleléen a peptidek jelenlétében vizsgdltuk az endogén CAMK
foszforildcigjat, a peptidek - bdr egymdstdl kissé eltéré erdsséggel- csaknem teljesen
legétoltdk az a- és B-alegységek foszforildcidjat.

A négy peptid koziil legjobb gdtiénak az a 6-AA peptid bizonyult, melynek
szekvencidja a feltételezétt ATP-ko6t6 hellyel egyezik meg. Az autokatalitikus foszfori-
l4ci6 csaknem teljesen megsziint.

Az sem kizdrt, hogy a vdltozdsok oka a peptidek specifitdsa, hiszen a peptideket
a B alegység alapjdn szintetizdltuk. A két alegység magas homoldgidja ellenére ez a
teriilet nem teljesen azonos a két alegységben. Ezek szerint a 25%-os gdtlds annak
koszonhetd, hogy csak a B alegységet blokkoituk le, mig az endogén kindz esetén
kapott kozel 100%-os gdtlds, arra a mdr mdsok 4ltal is lefrt folyamatra utal, mely
szerint a B-alegysé€g kitlintetett szereppel bir a kindz autokatalitikus miikodésében. Ez
a holoenzimen beliili szabdlyozé funkciét jelenti, mig az «-alegység ‘kiszolgald’
szerepet télt be. Erre utalnak azok a megfigyelések, melyekben az egyedfe;jlédés sordn
vizsgdltdk az alegységek ardnydnak vdltozdsdt, €s azt tapasztaltdk, hogy az autogenezis
korai szakaszdban csak B-alegység van jelen, majd kés6bb fokozatosan az a-ra tevidik
at a tilsidly. Mdrpedig a fejlédés korai szakaszaiban szdmos olyan folyamat zajlik, mely
a kés6bbiekben dontden befolydsolja az egyedek életét, viselkedését.

Nem széltunk eddig a 19-AA peptidrél, mely magédban foglalja mind a négy
eddig vizsgdlt peptidet. Mind kinetikai, mind koncentrdciofiiggé foszforildciéndl ezen
peptid hatdsdra a foszforbeépiilés szignifikdnsan, 50%-kal, megnidvekedett. Tortént ez
akkor, amikor 6ndll6an -kindz nélkiil- egyik peptid sem kotott foszfort. (Ez utébbi azt
jelenti, hogy a Cam és a peptidek egymdsra hatdsa nem okoznak olyan véltozist,
amelyek eredményeinket megkérddjelezhetnék.)

Ezek utdn teljesen értetleniil 4lltunk szemben a 19-AA peptidnek az endogén
kindzon okozott hatdsdval, miszerint csaknem 100%-kal gitolta az alegységek foszforild-
ciéjat. Ennek az ellentétes hatdsnak a magyardzatit még nem tudjuk, de a leg-
val6szinlibb az, hogy ez a peptid valamilyen médon szubsztritja is lehet a kindznak.
Tisztitott kindz esetén végzett vizsgdlatokban nétt a foszfdt beépiilés, hiszen mind a
foszforildlédott kindz, mind a foszforildlédott peptid felkot6dik a méréshez hasznilt
korongokra. Endogén CAMK esetén viszont a 19-AA peptid, a kis molekulasiilyd fehér-
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jékkel és az endogén peptidekkel egylitt, a festékfronttal futa a gélekben, igy .nem
tapasztalhat6 novekedés a foszfor beépiilésbeh sem az a-, sem a f3-alegység esetén.

Az is elképzelhetd, hogy a 19-AA peptid méar elég hosszi ahhoz, hogy stabil
konformdciGja legyen, €s ez eltérd médon hasson az alegységekbdl 4116 tisztitott
kindzra és az endogén holoenzimre.

A peptidek vizsgdlatdhoz kezdetben egy ’kontroll’-nak nevezett peptidet
haszndltunk (szekvencidja: Ser-Lys-(Arg),). Ezzel azt szerettiik volna bizonyitani, hogy
nem a peptidszintézis sordn visszamaradd termékek, szennyezGdések okoznak vdltozdst.
Meglepetésiinkre ez a peptid teljesen azonos mddon hatott a foszforildciéra, mint a
19-AA peptid. Ezekre az eredményekre még nincs egzakt magyardzatunk, de reméljiik,
hogy jelenleg folyé kisérleteink majd erre a jelenségre is megadjdk a vélaszt.

Kisérleti adataink alapjin egy modellt alkottunk a CAMK mikddésére. Mieldtt
ezt ismertetnénk, roviden Osszefoglaljuk a mdr ismert funkciondlis szekvencidk elhelyez-

kedését az aminosav lancban:

a B
ATP-k6t6 régié, mely
a lehetséges nukleotid-koto 20-41 21-42
G-X-G-X-X-S szekvencidt
tartalmazza
ATP-k6téshez sziikséges lizin 42 43
Cam-k6td régié mely
tartalmazza az A-R-R-K 289-309 290-310
Cam-két6 helyet €és
a pszeudoszubsztrat-helyet
foszforildcids helyek
részleges Cam-fiiggetlenség 283-286 284-287

teljes Cam-fiiggetlenség 311-314 - 312-315
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A kindz inaktiv dllapotdban a kisérleteinkben .feltérképezett ATP-k6t6 régid
hozzédkotédik a CAMK autoinhibitor tartoménydhoz. Ezzel lefedi a Thf286-os foszforild-
cids helyet, megakaddlyozva ezzel a foszfor beépiilését, mdsrészr6l az ATP-kéitéstAis
blokkolja (16.1. 4bra).

Cam hatdsdra olyan konformdci6-véltozds torténik, melynek sordn az ATP-kot6
régié felszabadul (16.2. 4dbra), és ATP-t k6t meg (16.3. 4bra). EI6bb az N-terminilis
felé es6 foszforildcids hely (Thr,ge), majd a Ser,,, foszfort vesz fel (16.4. dbra), ennek
kovetkeztében olyan toltéseltolédds jon létre, mely megakadédlyozza a ATP-k6t6 régié
visszak6tGdését €s ezdltal a kindz inaktivdléddsat (16.5. 4bra).

A folyamat sordn az enzim, a Lys,; kozremikodésével, ATP-t k6t meg. Ha a
részleges Ca®*/Cam-fiiggetlenségért felelés szekvencia (Thr,g,) eddig még nem
foszforildlédott volna meg, akkor ez most biztos megtérténne ezen ATP molekula leadott
foszfdtjanak hatdsdra (intraholoenzimatikus foszforildci6), megakaddlyozva ezzel az
ATP-k6t6 régié ismételt visszakotGdését, azaz a kindz inaktivaléddsat. Igy johet
létre az dgynevezett részleges Ca®*/calmodulin-fiiggetlen aktivités.

A teljes Cam-fliggetlenség a Ser,,, foszforildlod4sdval alakul ki (feltehetéen
intraholoenzimatikus foszforildcié révén) (16.5. dbra).

Az egész folyamat lényege tulajdonképpen az, hogy az igen rovid Ca* impulzust
a foszforildci6 prolongdlja, €s egy hosszitdvi hatdst képes létrehozni. Ek6zben, az
autofoszforildci6 kialakitdsa utdn, a CAMK, szubsztrdtjainak foszforildcidjaval
tovdbbitja azt az "informdaciét’, melyet a sejten kiviili térbdl kapott.

A szubsztrdtok foszforildcidja valészindleg hasonlé mechanizmussal megy végbe,
mint az intraholoenzimatikus foszforildci6. Ahhoz, hogy ez végbemehessen, sziikség van
szubsztrdtfelismer6 régiéra. Ez a szekvencia hozzdkot6dik a pszeudoszubsztrit
régiéhoz (pl.: a miozin konnyl ldnc kindz esetén (MLCK)) és blokkolja azt. (A CAMK
autoinhibitor tartom4nydt a MLCK-val valé Osszehasonlitds sordn azonositottdk.) A
foszforildci6 az ATP-kotGhely 4ltal megkotott nukleotid foszfat csoportjainak egyikérdl
torténhet. Nem elképzelhetetlen, €s eredményeink is ezt latszanak megerdsiteni, hogy
a szubsztrtok felismerését a CAMK esetében -az elGbbitdl eltéré mechanizmussal-
maga a ATP-kotbhely végzi.

A bevezetében szé volt a memdria, a foszforildcié és a CAMK lehetséges
kapcsolatdrdl. Természetesen nem szabad arra gondolni, hogy a kapilldris endothel sejtek
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gondolkodndnak. Az azonban elképzelhetd, hogy bizonyos sejtszint(i informdcidkat
tirolni tudnak. Hogy ezek a tdrolt informéciék hogyan befolydsoljdk a sejt életét,
miikodését, még nem tudjuk. Ezekre a vdlaszt a most kezdGdott in vivo kisérletekbdl

szeretnénk megkapni.

16.4bra. A CAMK mikodési modellje. 1: inaktiv dllapotban az ATP-koété régié
dsszekapcsoldik az autoinhibitor szekvencidval. 2: a Ca®*/Cam komplex ezt a kitést
felszabaditja, hozzaférhetdvé téve ezzel az ATP- és foszfit-kotShelyeket. 3: az ATP
megkotdik, 4: megtorténik a foszforildcid. 5: az igy kialakul6 toltéseltol6dds miatt
az ATP-k6t6 régié mdr nem tud visszakapcsolédni az autoinhibitor szekvencidhoz.
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7.0SSZEFOGLALAS

Az agyszovetekbll izoldlt mikroerek vizsgdlata sordn igazoltuk, hogy a SM
rendszer elemei dltal aktivdlt legfontosabb -igynevezett multifunkciondlis- proteink kind-
zok, mint a PK-C, cAMPPK, cGMPPK és a CAMK, jelen vannak prepardtumunkban. Ez
is bizonyitja, hogy az endothel sejtekben zajlé transzportfolyamatok hasonlé elveken
szabdlyozédnak, mint bdrmely mds sejt ill. szovettipus .mﬁkfidése.

FeltinGen erds foszforildcidja miatt felfigyeltink az 50- ill. 60-(58) kDa
fehérjékre, melyek erds calmodulin-fiiggése, aszimmetrikus foszforildciés kinetikdja,
molekulasiilya €s az eredeti szekvencidbdl szintetizdlt peptidek hatdsdra bekovetkezett

foszforildcids vdltozdsok alapjin a CAMK a- és B-alegységeiként azonositottunk.

Peptid

. 6-AA 8-AA 12-AA 14=-AA 19-AA | Random
Enzim

e ||| 110000000
i

Az irodalomban a kindz t6bb funkciondlis teriiletét azonositottdk, az azonban
ismeretlen volt, hogy a kindz inaktiv dllapotdt hogyan lehet értelmezni. Vizsgélataink-
ban kisérletet tettiink arra, hogy szintetikus peptidek segitségével erre a kérdésre
vdlaszt adjunk. Eredményeinket roviden a tdbldzat foglalja dssze. |

Eredményeink alapjdn azt A4llithatjuk, hogy a CAMK foszforildciéjit az
ATP-kot6 régié és az autoinhibitor tartomdny k6zotti kapcsolat szabdlyozza. Fontos
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kiemelniink, hogy a nukleotid-kotd fehérjék, koztiik a protein kindzok, térszerkezetét
részletesen tanulmdnyoztdk (116,117,118), és kideriilt, hogy a rib6z gyﬁrﬁt' megkotd
G-X-G-X-X-G szekvencia egy B lemez-a hélix- B lemez mdsodlagos szerkezet( régié
els6 B tdjére esik. Ez viszont azt jelenti, hogy -amint azt a térszerkezetkutatds egyik
alaptétele 4llitja- ez a szekvenciarészlet a molekula felszinén, az olddszerrel érintkezve
helyezkedik el. Ez a tény is bizonyitja, hogy hozzidférhetd az autoinhibitor peptidrészlet
szdmdra. |

A szintetikus peptidek hatdsdt vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy a 19-AA peptid
eltéré modon viselkedik a tisztitott €s a nativ enzimmel szemben. Hasonlé eredményeket
kaptunk a kontrollként heszndlt peptidre is. Ezekre az ellentétes hatdsokra még nem
ismerjiik a pontos vélaszt, de reméljiik, hogy jelenleg folyé kis€rleteink elvezetnek a
helyes megoldashoz.

Arra, hogy a kindznak szerepe lehet a vér-agy gdt transzport-folyamatainak
szabdlyozdsdban, azok az in vivo kisérletek szolgdltatnak adatokat, melyeket dr.Kovacs
Jozseffel (SZOTE Gyermek Klinika) a kézelmuiltban kezdtiink el. El6kisérleteink szerint
a 19-AA peptid rovid id6 alatt 4tjarhatévd teszi a vér-agy gdtat a Na-fluoreszcein
szdmdra. Ennek mechanizmusa jelenleg még ismeretlen, de a biztatd kezdeti eredmények
azt jelzik, hogy esélyiink van a folyamat hétterének felderitésére, €s a molekuldris

folyamatok megismerésére.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Ezen a helyen is szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik hozzdasegitet-
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