ZAROJELENTES
A Caskin fehérje szerepének vizsgalata (K61555)

Palyazatunk munkatervében az irtuk, hogy tanulmanyozzuk a Caskin fehérjecsalad szerepét
az idegsejtek mukodésében. Vallaltuk tovabba, hogy elkészitjiik a Caskinl ¢és Caskin2
génkiiitott egereket. Terveink nagy részét sikeresen megvaldsitottuk, bar tobb eredmény
esetén a publikacié az OTKA palyazat lezarasa utanra nyulik ki. Ennek alapvetden az az oka,
hogy — irodalmi adatok alapjan - a Caskin fehérjék vizsgalatan jelenleg kizarolag
munkacsoportunk dolgozik a vilagon, igy a fehérjék miikodésének felderitésében uttord
szerepet vallaltunk. A masik ok az, hogy a TaconicArtemisPharma céggel egyiittmikddésben
készitettiik el a feltételesen génhianyos Caskin egereket, s ezek koziil a Caskin2 egér estében
csak tobbedik kisérletre sikeriilt chiméra egereket eldallitani.

A kisérleti terveknek megfeleléen a Tomas Siidhof (Denver, USA) laboratoriumatol elkért
Caskinl fehérjét emlds expresszids vektorba klonoztuk, illetve a fehérje egyes doménjeibdl
GST fuzios fehérjéket allitottunk eld. Azért, hogy az endogén fehérjét is tanulmanyozni
tudjuk, ellenanyagokat is termeltettiik a Caskinl fehérje ellen: két poliklonalis ellenanyagot,
illetve ujfajta technikaval, az ABSerotec céggel egyiittmiikodésben egy rekombinans, human
monoklonalis ellenanyagot. Mind a 3 ellenanyag kivaléan immunprecipitalja a fehérjét, illetve
alkalmas immunblot kisérletre. A monoklonalis ellenanyag ezen kiviil jol alkalmazhato
immunhisztokémidra is.

A Caskinl fehérje szerkezete, illetve az idegsejtek poszt-szinaptikus denzitasaban (PSD) valo
bedtisulasa alapjan valosziniisithetd, hogy a protein un. allvanyfehérjeként miikodik [1]. Ez
azt jelenti, hogy szdmos fehérjével alkothat komplexet. Ennek vizsgdlatdra molekularis
bioldgiai eszkozokkel ,,feldaraboltuk™ a fehérjét, és egyes doménjeit GST fuzids fehérjeként
expresszaltuk E. coliban. A tisztitott fehérjéket glutation-Agarose gyantan hagytuk, majd
ezzel a gyantaval fehérjéket probaltunk izolalni patkany agy kivonatabol. Sajnos tobbszori
kisérletiinkre sem kaptunk tomegspektormetriaval azonositasra alkalmas fehérjecsikot az SDS
gélelektroforézist kovetden. Ugyancsak nem bizonyult sikeresnek az a megkdzelités sem,
hogy meglévd ellenanyagainkkal immunprecipitaltuk patkany agybodl a Caskinl fehérjét, s az
immunkomplexben probaltunk azonositasra alkalmas fehérjéket talalni. Ezt kdvetéen mas
technikahoz fordultunk. A francia Hybrigenics céggel egyiittmiikodésben éleszté két-hibrid
eljarassal kerestiink asszocialodd fehérjepartnereket. A cég javaslatara nem a teljes fehérjét
hasznaltuk csalinak, hanem a 280. aminosavtol a 963. aminosavig terjedd szakaszt, mely az
SH3 és SAM doméneket tartalmazta, illetve a prolinban-gazdag domén egy részét. Az élesztd
két-hibrid modszerrel szamos fehérje interakcidjat tudtuk kimutatni [2].

Nagyon sok energiat és idoraforditast igényelt, hogy a két-hibrid rendszer alapjan azonositott
¢s valosziniinek tiiné interakciokat bizonyitsuk. Ehhez a fehérjéket egyesével meg kellett
klonozni és cDNS-iiket bakterialis, illetve emlds expresszids vektorokba helyezni. Ahol
elérhetd volt, elkértiik vagy megvettiik a specifikus ellenanyagot, melyek koziil igen sok
sajnos alkalmatlannak bizonyult. Ahol nem volt elérhetd ellenanyag, ott a fehérjét affinitas
cimkével lattuk el. fgy vizsgaltuk a Caskinl interakcidjat a Septind, a Siahl, az EphA2, a
neurexin2, az Abi2 és az Nck fehérjékkel. A Cask fehérjével a kapcsoloddsa mar korabban
ismert volt, hiszen igy talaltak meg a Caskinl-t [1].

Sajnalatos méodon, a szamos vizsgalt fehérje koziil csak néhany esetében tudtuk a két-hibrid
rendszer eredményét validalni. Igy in vitro, illetve in vivo precipitacios kisérletekkel sikertilt



megerdsitettiik az Abi2/Caskinl interakciot. Bizonyitottuk, hogy SH3 domén/prolinban-
gazdag domén kolcsonhatasrdl van szo, ahol pontosan behataroltuk a Caskinl fehérjében
talalhato Abil kotéhelyet [2]. A Caskinl szerkezetét Tompa Péter munkacsoportjaval
egyiittmiitkodésben vizsgalva kimutattuk, hogy a Caskinl teljes C-terminalis fele rendezetlen
fehérje-szerkezetli. Ennek fontos szerepe lehet az allvanyfehérje miikddésében. A Caskinl
fehérje szerkezete alapjan tovabb vizsgalva megallapitottuk, hogy a humén allvanyfehérjék
nagy része tartalmaz rendezetlen fehérjeszakaszokat [2].

Az éllvanyfehérjék jelentds részénél megfigyelhetd, hogy mikodésiiket poszt-transzlacios
modositasok, mint a szerin/treonin foszforilacié szabalyozhatjak. Vizsgalni kezdtiik ezért, a
Caskinl-en talalhato lehetséges foszforilacios helyeket. Kimutattuk, hogy a prolinban-gazdag,
rendezetlen szerkezetli régidban mind a treonin 1065-06s, illetve a szerin 1067-es mind in
vitro, mind in vivo foszforilalodik. Erdekes modon a T1065-t mind a protein kinaz C (PKC),
mind a protein kindz A (PKA) képes foszforilalni. Azért, hogy az in vivo foszforilaciot
bizonyitsuk, a két foszforilacios hely alapjan foszfospecifikus ellenanyagokat szintetizaltunk
(itt eltértiink az eredeti tervhez képes, ahol még izotdpos jelolést igértiink). Bizonyitottuk,
hogy mind farmakologias aktivatorok (forbol észter (TPA) és dibutiril-CAMP), mind
fiziologias stimulusok (izoproterenol, béta-adrenerg receptor agonista, illetve EGF, PKC
aktivator) hatasara a Caskinl foszforilalodik. Sajnos eddig nem tudtuk kimutatni, hogy a
szépen detektalhatd Caskinl foszforilacionak mi lehet a szerepe. Vizsgaltuk, a foszforilacio
szerepét a Caskinl sejten beliilli lokalizacidjara, fehérje-stabilitdsara, a kotdédo
partnerfehérjékkel vald interakciora. Ugyanakkor Schlett Katalinnal (ELTE) torténd
kollaboraci6 eredményeként kimutattuk, hogy egér hipokampuszbol izoldlt primér
neuronsejtekben a PSD-ben lokalizalodo Caskinl fehérje a foszforilaciot el6idézo stimulusok
hatasara feldusul a PSD-ben (a kézirat megiras alatt).

A élesztd két-hibrid kisérlet alapjan felmeriil, hogy a Caskinl az Nck kapcsold fehérjén
keresztiil kotheti az allvanyfehérjét az Eph receptor tirozin kindzokhoz, ezzel szabalyozva a
Nck SH2 doménje révén kotddhet az EphB1 receptor tirozin kindz 494-es foszforilalt
tirozinjahoz. Laboratériumunkban megerdsitettiik ezt az eredményt és sikeriilt in vivo
kimutatni az Nck/EphB1 asszociaciot. Ugyanakkor bizonyitottuk az Nck kapcsolodasat a
Caskinl-hez is. Itt megallapitottunk, hogy az Nck egyik SH3 doménje sem tudja dnmagaban
megkotni a Caskinl, csak az olyan Nck konstrukcid, mely mind a hirom SH3 domént
tartalmazza. Ilyen megfigyelést az Nck ¢és Ber-Abl fehérjék interakcioja esetében
munkacsoportunk mar korabban leirt [3]. Ugyanakkor minden eréfeszitésiink ellenére sem
voltunk  képesek arra, hogy immunprecipitacidé segitségével kimutassuk az
EphB1/Nck/Caskinl harmas komplexét. A kovetkezd technikahoz folyamodtunk ezért: az
EphB1 receptor Nck-t kotni képes foszforilacios helye alapjan elkészitettiink egy
foszfopeptidet, melyet kovalensen Affi Gel 10-es gyantdhoz kotottink. Ugyancsak
készitettlink olyan affinitds gyantikat is, melyek a nem foszforilalt peptidet, illetve olyan
foszforilalt peptideket tartalmaztak, melyekhez az Nck SH2 doménje nem kotddik. A
specifikus foszfopeptidet tartalmazd gyantat patkany agykivonattal inkubaltuk és kimutattuk,
hogy az Nck/Caskinl komplex kotddott a foszfopeptidhez. Ez pedig azt jelenti, hogy az
Nck/Caskinl képes foszfotirozint tartalmazo fehérjével komplexet képezni. Kimutattuk
tovabba, hogy EphBl-et expresszald sejtekben EphrinB ligand hatasara a Caskinl tirozin
oldallancokon foszforilalodik, ami megerdsiti, hogy a kindz és szubsztratja sejten beliil kozel
keriil egyméshoz (kézirat megiras alatt).



4 ¢évvel ezeldtt a kisérleti tervek megirasanal vallaltuk, hogy sejtekben is vizsgalni fogjuk a
Caskinl fehérje miikodését. Be is szereztiink szamos idegsejtbdl szdrmaztatott sejtvonalat,
ilyen volt a PC12 sejtvonal, vagy a Madarasz Emiliatol (KOKI) kapott NE-4C sejtvonal.
Sajnos az NE-4C sejtvonal leszamitva semelyik sejtvonalban sem tudtuk detektalni a fehérje
jelenlétét, bar az Osszes rendelkezésre allo anti-Caskinl ellenanyaggal probalkoztunk. Geiszt
Miklossal (SE, Elettani Intézet) egyiittmiikodésben RT-PCR technikaval kimutattuk, hogy
PC12 sejtekben a Caskinl mRNS-e jelen van, s6t NGF kezelés hatdsara 2-2,5-szeresére
novekszik mennyisége. A biztatd adatok ellenére a fehérjét egyik ellenanyagunk sem
detektalta. Az NE-4C sejtek esetében, bar a fehérje expreszalodik a sejtek reténsavval torténd
differenciaci6 hatasara, a reténsavas kezelés a sejtek szama és mindsége esetében nem
bizonyult annyira reprodukalhatonak, hogy az eredmények érdemben hasznalhatdak lettek
volna.

Tompa Péter laborjaval egyiittmiikodésbe keriiltiink a Caskinl projekt kapcsan, ahol
kimutattuk a Caskinl fehérje C-termindlisanak rendezetlenségét. Bar az OTKA palyazat
terveiben nem szerepelt, megnéztilkk, hogy fbleg vérképzorendszeri daganatokban
expresszalodo fuzios fehérjékbe, mint milyent a Ber-Abl tirozin kinaz, talalhato-e
rendezetlenség. Kimutattuk, hogy a fuziés onkogén fehérjék esetében szinte mindig
rendezetlen az a szakasz, ahol a két gén altal kodolt fehérje fuzionalt [4].

Az OTKA palyazati periddusban felkérést kaptam Julian Downward-dal arra, hogy két
Osszefoglald cikket irjak a Cortacin fehérjérdl (ezzel kolcsonhatasban izolaltuk a Caskinl
fehérjét), illetve a Ras fehérjék aktivaciés mechanizmusairdl [5, 6].
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