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ELOSZ0

A tudomanyban fontosak a jol megfogalmazott kérdések.
A j6 kérdéseknél pedig talan csak az ezekre adott j6 valaszok
érnek tobbet. A fehérjekindzok szerepe a sejtszint(i jelatvi-
telben az utdbbi hdrom évtized intenziven kutatott teriilete,
amely latvanyosan fejlédott az elsé kindz térszerkezetének a
meghatirozdsa utin; hasonl6an ahhoz, ahogyan sok-sok év-
vel ezelStt az anatdmia mint az emberi szervezet struktura-
janak tudomdanya nagy 16kést adott a kés6bbi humanélet-
tani kutatdsoknak. A sejtes jelatvitel olyan bioldgiai folyamat,
amely soran sejtjeink a kiilvilagbdl érkezé ingerekre azok
Osszességének megfeleld, sejten beliili fiziologiai valaszokat
adnak. Ezek alapjain nem meglepd, hogy az orvosbiologia
szdmadra is fontos teriiletrél van szd, ahol ma mar az atomi
struktura ismeretében torténhet a gyogyszerhatéanyag-fej-
lesztés. A konyv célja, hogy betekintést nydjtson vegyészek,
biologusok és orvosok szamadra a sejtes jelatviteli folyama-
tokat meghatdarozé fehérjekindazok vilagaba, valamint be-
mutassa a biokémiai szerkezet és a bioldgiai funkcid Gssze-
fliggéseit.
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A kiném (azaz a kindzokat kddold gének Gsszessége egy
organizmusom beliil) az emberben t6bb mint 500 gént tar-
talmaz. Ezek legnagyobb része olyan enzimet kddol, amely a
fehérjék miikodését foszforilacio révén modositja. Ez a faj-
ta poszttranszlacios modositds az emberi fehérjék tobb mint
egyharmadat érinti — bar ez a szdm a foszfoproteomikai
technikdk érzékenységének fejl6désével folyamatosan no-
vekszik. Egyes tanulmanyok ma mir 50-80% ilyen fehérjérél
irnak - igy ez a folyamat a sejtes élet szinte minden aspektu-
sat (példaul novekedés, osztddas, haldl, differenciicié, moz-
gas) befolyédsolja. A fehérjekindzok molekularis kapcsoloként
mikodnek, ahol 6k maguk is gyakran fehérjefoszforilacié ré-
vén szabalyozhatodak. A foszfotranszfer-reakciot végrehajto
kindzdomén meglepGen egységes szerkezeti felépitést mutat,
de a kindzok hét nagy csoportjahoz tartozé fehérjék (CMGC,
CAMK, AGC, CKi, STE, TKL, TK) teljes felépitése és szabalyo-
zasa eltérd. A koriilbelil fél évszazada tart6 funkcionalis kuta-
tasok, amelyeket mar 1992-ben orvosi Nobel-dijjal jutalmaz-
tak, az utobbi harom évtizedben kiegésziiltek a fehérjekinazok
3D szerkezetének feltardsdval, ami lehet6vé tette a szerke-
zetalapu raciondlis gydgyszerhatéanyag-fejlesztést olyan
betegségek ellen, mint a rdk vagy a kronikus gyulladdsok.

A konyv 12 fejezetében targyaltak az egyes fejezetek alci-
mében feltett konkrét kérdéshez kapcsolddnak, és a jelensé-
gek mogotti szerkezeti okokra vagy az ezekbdl ered$ funk-
ciondlis lehet&ségekre és korlatokra fokuszalnak. Szamomra
a funkciénak, amit biokémikusként vizsgalok, mindig van egy
szerkezeti aspektusa, és az olvasot is arra biztatom, hogy vizs-
galjuk meg az aldbbi kérdéseket a szerkezet-funkci6 6sszefiig-
gések szemszogébdl:



Hogyan segitett a szerkezeti biokémia a fehérjekindz alapt
jelatvitel megértésében?

Miért a foszforilacio lett a legelterjedtebb fehérjemddosités
a sejtes jelatvitelben?

Miért nincs minden kindznak egy semlegesité foszfatiza?
Hogyan miikodnek a fehérjekindzok mint molekularis kap-
csolok?

Hany fehérjekindza van az embernek?

Milyen konkrét jelpalyakban mtikodnek a szerin-/treonin-,
illetve a tirozinkinazok?

Mire jok a katalitikus aktivitds nélkiili alkindzok?

Milyen kolcsonhatdsok biztositjdk a fehérjekindzok specifi-
citdsat?

Miért foszforilaljak egymadst a kindzok?

Hol vannak a fehérjekindzok gyenge pontjai?

Hogyan tervezhetiink fehérjekinazok mtikodését befolyasold
vegyiileteket?

Hogyan segiti a szerkezeti biokémia a fehérjefoszforilacié
rendszerszintd lefrasat?

A sejtes jelatvitel szakirodalma hatalmas és tematikailag is
valtozatos. A kindzoknak meghatdrozé szerepiik van abban,
ahogyan a sejtek a kiilvilig milliényi ingerére reagélnak, de
természetesen ezt mds fehérjékkel (példaul receptorok, mas
koztes enzimek, transzkripcios faktorok) egyiittmiikodve te-
szik. A biokémiai jelenségen tilmutaté bioldgiai funkcidk
ezekkel a fehérjékkel egyiitt targyalva valnak nyilvanval6va,
a kinazok szerepe pedig ebben a nagyobb kontextusban nyer
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értelmet. Munkdm soran sokszor meglep6dtem azon - és ab-
ban bizom, hogy az olvasét is érik majd ehhez hasonl6 él-
mények -, hogy latszdélag komplex jelenségek mogott milyen
egyszeri biokémiai torvényszer(iségek rejlenek.

Végiil itt szeretném megkoszonni Reményi Franciskdnak
az dbrak elkészitésében nyujtott nélkiilozhetetlen segitségét.

Budaors, 2022. marcius
Reményi Attila



1. BEVEZETES

HOGYAN SEGITETT A SZERKEZETI BIOKEMIA
A FEHERJEKINAZ ALAPU JELATVITEL MEGERTESEBEN?

Az elsé bizonyiték arrdl, hogy a foszfatcsoport beépiilhet fe-
hérjékbe, 1906-bdl szarmazik, hiisz évvel kés6bb pedig az is
kideriilt, hogy ez egyfajta enzimatikus folyamat eredménye.
Az els8, ATP-t igényl6 konkrét fehérjemddositas biokémiai
felfedezése egy szerin aminosav foszforilacidjanak igazolasa-
val tortént a glikogén foszforiliz enzimben, tobb mint 60 éve
(Pawson & Scott 2005). Ezt kovette az elsé fehérjetirozin ami-
nosav médositasanak a bizonyitdsa 1979-ben (Eckhart et al.
1979). Az els6 haromdimenzids képet egy fehérjefoszforilacios
esemény altal kivaltott szerkezeti valtozasrol a glikogén
foszforildz példajan keresztiil ismerhettiik meg 1989-ben
(Barford & Johnson 1989), amit aztidn két évvel késébb ko-
vetett az els6 fehérjekindz, a proteinkindz A (PKA) haromdi-
menzids szerkezetének meghatirozdsa (Knighton et al. 1991).

Ett6l az id8szaktdl kezd6dGen meglehetésen stirtin ko-
vették egymast a fehérjekindzokhoz kapcsolédé tudoma-
nyos felfedezések (lasd Pawson & Scott 2005). Egyrészt egyre
tobbet tudtunk meg a fehérjekindzok kiillonb6z6 organiz-
musokban betdltott szerepérdl (2. fejezet), felfedezték a fe-
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hérjefoszfatazokat (3. fejezet), megismertiik a kdzos, ugyan-
akkor az egyes csoportokat megkiilonboztetd szerkezeti
biokémiai és funkcionalis jellegzetességeket (4. fejezet), majd
az emberi genom DNS-szekvencidjanak meghatarozasaval le-
het6vé valt a teljes humdn kindm megismerése (5. fejezetet).
Ezzel parhuzamosan a fehérjefoszforilaciét mint széles kor-
ben hasznilt, poszttranszliciés fehérjemtikodést modositd
mechanizmust is vizsgéltak. A fehérjekinazok szerkezet-funk-
ci6 vizsgalata tehdt osszekapcsolddott az altaluk okozott, mds
fehérjékre és sokszor egymasra is gyakorolt szerkezeti valto-
zasok megismerésével (6. fejezet).

Az els6 kérdés, amit tisztdzni kellett, hogy a fehérjekindzok
altali foszforilacié pontosan hogyan viltoztatja meg a fehér-
jék miikodését. A legkézenfekvibb hipotézis talin az lehetne,
hogy a nagy lokalis negativ toltéssel rendelkez6 foszfatcso-
port aminosav-oldallancokhoz csatlakozva, kozvetlen médon
valtoztatja meg a fehérjék miikodését. Ez az allosztérikus me-
chanizmus - amely egyébként leginkdbb a kindzok egymasra
gyakorolt hatdsa esetén bizonyult igaznak - viszont azt fel-
tételezi, hogy a kindzok 4ltal modositott aminosavak szerke-
zetileg rendezett doménekben helyezkednek el. Nos, idével
kidertilt, hogy a legtobb fehérje foszforilacios helye tgyne-
vezett rendezetlen régidkban van (lakoucheva et al. 2004).
Hogyan véltoztatja meg egy akar tobb szdz aminosavas régio
funkcidjat egy foszfatcsoport? Bar sok példat talalunk arra,
hogy a fehérjék a kritikus szakaszaikon nemcsak egyszeres,
hanem t6bbszoros foszforildcion mennek keresztiil kozeli po-
zicidkban, és igy az adott régié elektrosztatikus tulajdonsa-
gai nagymértékben véltozhatnak, a rendezetlen szakasz akir
egy adott aminosavanak moédositasa is sokszor elégnek bizo-



nyult. Ennek oka, hogy léteznek foszfo-aminosav felismeré-
sére szakosodott, ugynevezett moduldris domének (példiul
14-3-3 vagy Src homoldgia 2, SH2, domén) (Yaffe & Elia 2001,
Pawson 2004).

A mult szdzad végére vilagossa vilt, hogy az evolicios
szempontbdl gyorsan véltozo jelatviteli szabalyozé fehérjék-
ben elterjedt a funkcionalis modularitas, azaz a fehérje-fehér-
je kolesonhatasok specificitisiért, illetve az enzimatikus akti-
vitasért felelds struktarak elkiiloniilnek egy polipeptidlancon
beliil (Bhattacharyya et al. 20006a). Ez lehet6vé tette, hogy bi-
zonyos kindzok elveszitsék eredeti katalitikus aktivitdsu-
kat, és a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok szervezésére sza-
kosodjanak (7. fejezet). A kindzdoméneken felfedeztiink
dedikalt fehérjekotd felszineket, illetve értelmezhet6vé valt
a tobbdoménes felépités jelentGsége, mert kideriilt, hogy ezek
el&segitik a katalitikus kindzdomén szelektiv kotését mas fe-
hérjékhez (8. fejezet). Egyedi kindzok biokémiai és szerkeze-
ti analizisén tilmutato, jelpalyaszinti vizsgalatok feltartak,
hogy a fehérjekinazok sokszor kaszkadokba szervez&dnek,
ami lehet6vé teszi, hogy egy adott kindz mas jelatviteli kasz-
kadok aktivitasatol fiiggé mdodon kozvetitsen jeleket, illetve
hogy komplex, nem linedris tipusu valaszok kialakitdsdaban
vegyen részt (9. fejezet).

A fehérjekinazok szerkezeti biokémiai vizsgalata, ami
1991-ben indult, majd a 2000-es évek elejétdl teljesedett ki
és a mai napig tart, feltirta szdmos, jelatviteli hiban alapulé
betegség (példaul rak vagy kronikus gyulladas) konkrét mo-
lekularis hatterét (10. fejezet), és megteremtette a raciona-
lis, szerkezetalapu hatéanyag-tervezés alapjait (11. fejezet).
Hasonléan ahhoz, ahogy az utébbi harom évtizedben a fe-
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hérjekinazok 3D struktirdjanak a meghatarozasa segitette az
egyes kindzok mtikodésének a megértését, a kovetkezs évek-
ben, amikor a hangsuly egyre inkdbb a kindzok mas fehérjék-
kel alkotott komplexeire helyez8dik at, a jelatviteli folyama-
tok magasabb rend(i m(ikddésére vonatkozdan varunk majd
Gjabb eredményeket (12. fejezet).

A fehérjeszerkezetet vizsgdlé modszerekrél nem lesz szo,
de ezek néhany mondatban az aldbbiakban 6sszegezhet6k.
A fehérjekristalyok rontgendiffrakciéjan alapulé médszer a
legelterjedtebb technika a fehérjekindzok atomi felbontasu
szerkezeteinek a meghatirozdsara. A nukledris migneses re-
zonancia (NMR) technika is alkalmazhat6 kisebb méretti fe-
hérjékre, és segitségével a szerkezetek dinamikai valtozasai-
rol is tudunk adatokat gytjteni. A kis szogii rontgenszdris
(angol roviditéssel SAXS) haszndlhat6 tobbdoménes kindzok
nagyobb 1éptékii szerkezetanalizisére, bar csak kisebb fel-
bontdson. A krio-elektronmikroszkoépia (angol roviditéssel
cryo-EM) pedig napjainkban egyre elterjedtebb hasznélatot
nyer a szerkezeti vizsgdlatokban, s a modszerrel megfelels-
en merev szerkezetti fehérjék és nagyobb méreti komplexeik
esetében az atomi felbontas is elérhetd.

A kovetkez&kben hiarom kiilonb6z6 fehérjekinaz szer-
kezetének a részletesebb bemutatdsara kertil sor, ami szem-
1élteti ennek a jeldtviteli enzimcsoportnak a miikodését.
A proteinkindz A (PKA) a sejten beliili ciklikus adenozin-
monofoszfit ((AMP) masodlagos hirvivé molekula érzéke-
lésére szakosodott enzim. A PKA holoenzimként miikodik:
két-két regulator (R) és katalitikus (C) alegységbdl 4ll. A C al-
egység, ami a holoenzim fehérjekinaz részének felel meg,
6nmagaban aktiv, de az R alegységhez kotédve inaktiv alla-



potban van. Ennek oka, hogy az R alegység tartalmaz egy
inhibitorszakaszt (IS), ami az enzim szubsztratkot&zsebéhez
koétve pszeudoszubsztratként mtikodik, és blokkolja a C al-
egység szubsztratjainak a kotését. Sejten beliili cAMP-szint-
novekedés hatdsira az R alegység megkoti a kismoleku-
la hirvivét, amit a G-fehérje kapcsolt receptorok (GPCR)
aktivdldddsa utdn az adenilat-ciklaz nevil enzim hoz lét-
re, s ami miatt az R alegység szerkezete uigy valtozik meg,
hogy elengedi a C alegységet. Ennek hatasara a fehérjekinaz
szubsztratkotzsebe felszabadul, és megtorténik a bekotott
4j szubsztratoknak az enzim aktiv centruma éltali médo-
sitdsa. A PKA C alegységének szerkezete 1991-ben vilt els-
szOr ismertté, el§tte nem volt informacidink arrdl, hogy a
fehérjekindzok szekvencidjiban koribban felismert ha-
sonldsidgok pontosan milyen szerkezeti okokra vezethe-
t6k vissza (Hanks et al. 1988). Ez az els§ haromdimenzids
szerkezet egy csapdsra megmagyardzta az ismert kindzok
szekvenciahasonldsdga mogott rejlé okokat, mert bemu-
tatta a glicingazdag G-hurok szerepét az ATP-kotésben,
a DFG-szekvencia szerepét a katalizishez sziikséges Mg™ ion
kotésében, az APE-szekvencia jelent&ségét a szubsztrat ko-
tésében szerepet jatszo P+1 hurkon, illetve tisztdzta a kata-
litikus hurkon 1év6 HRD-motivum és az aktivacioés hurkon
elhelyezked§ foszforilacids hely jelent&ségét az enzim akti-
vitdsdban. A fehérjekindaz-domének nagymértékidi hasonlé-
sdga miatt a PKA rontgendiffrakcios szerkezetét a mai na-
pig egyfajta referenciaszerkezetnek tekintjiik: itt deriilt fény
elészor arra, hogy a kindzok egy féleg a-hélixekbdl all6 kom-
pakt C-termindlis és p-lemezekbdl all6 N-termindlis lebeny-
bdl allnak, amelyeket a flexibilis csuklorégié kot ossze. Az
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ATP kofaktor a két lebeny kozotti mély hasadékba kot, mig
a szubsztratkot6zseb egy meglehetdsen sekély felszin, ahol a
katalizisért felel6s oldallancok az ATP y-foszfat-csoportjanak
a kozelében helyezkednek el (1. dbra). Ez a kétlebenyes struk-
tura lehet8vé teszi, hogy a foszfotranszfer-reakcié szabalyo-
zott mddon valésuljon meg, de az enzim katalitikus ratija
mégis nagy legyen az aktivélt dllapotban. Mdr a statikus ront-
genszerkezet alapjan is konnyen elképzelhet6vé valt, hogy egy
ilyen felépitésii enzim szabalyozdsanak milyen strukturdlis le-
het@ségei vannak. Azt mar korabbi funkcionalis vizsgalatok-
bdl tudni lehetett, hogy a legtobb fehérjekindznak két funk-
ciondlis dllapota van (inaktiv és aktiv), és a kinazok is sokszor
foszforilacid révén aktivdlédnak: a fehérjekindzok egyfajta
molekuldris kapcsoldként miikodnek a jelatviteli palydkban.
A szerkezeti biokémiai vizsgalat pedig feltdrta azt az atomi
strukturat, amellyel ez mechanisztikailag lehetséges. Az ezt
kovets években egyre gyorsul6 titemben kovették egymast az
Ujabb és tjabb fehérjekindz-szerkezetek, amelyek bemutattdk
a kétlebenyes struktira konkrét valtozatait, és feltartak az en-
zimaktivitds szabdlyozdsanak kiilonb6z6 mddozatait.
Funkcionalis vizsgdlatokbdl tudtuk, hogy a sejtek no-
vekedési jelpalydinak egyik kozponti enzime az ERK2 nevli
kindz (angolul: extracellular signal regulated kinase 2).
Extracelluldris hormonok sejtfelszini receptorokhoz kétéd-
ve — amelyek egyébként maguk is lehetnek kindzaktivitassal
biré enzimek - bekapcsoljak az ugynevezett mitogénaktivalt
proteinkindz (MAPK) jelpalyakat. Az ERK2 egy tobblépcsss
kindzkaszkad utolsé tagjaként foszforilaci6 révén aktivalodik,
a felsébb szintli kindz mindig ugyanazt az ERK2 aktivacids
hurkon elhelyezkedd két aminosavat foszforilalja. A defosz-
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G-hurok, ATP-kotés

N-lebeny

.. DFG,Mg?* koordinaci6é

csuklo

.- HRD, katalitikus hurok

)-{ktivéciés hurok,
- foszforilaciotol figgd
. aktivitas szabalyozas

C-lebeny

} APE, szubsztratkotés
7 szubsztrat

I. dbra. A PKA holoenzim (2R+2C) és a C katalitikus alegység szer-
kezete és szabdlyozdsa

A bal oldali alsé szerkezeti dbra a PKA katalitikus alegység (C)
felszinét, illetve egy pszeudoszubsztratként mi(ikodé peptidet
(fekete) mutatja (PDB ID: 1ATP). A jobb oldali 4bran a kinaz
masodlagos szerkezeti elemei (a-hélixek és p-lemezek) latsza-
nak, az aktiv hely aszpartat aminosava (D160), illetve a MgATP

kofaktor feketével van kiemelve.

forilalt ERK2, azaz az inaktiv enzim szerkezete 1994-ben
valt ismertté, ezt 1997-ben kovette az aktivalt dllapotd en-
zim szerkezetének a meghatdrozisa (Zhang et al. 1994,
Canagarajah et al. 1997). A két szerkezet Osszehasonlitdsa-
bdl rogton latszott, hogy az aktivacios hurok foszforilacidja
miért aktivilhatja az enzimet: a foszforilacié okozta lokalis
szerkezeti véltozds révén a szubsztratkotézseb olyan szer-
kezetet vesz fel, amely konnyebben kotheti a szubsztratot
(2. dbra). Ezek a szerkezeti biokémiai vizsgilatok bemutattak
egy a PKA-t6l részleteiben alapvetGen kiilonb6z6 szabdlyozasi



