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1. Roviditések jegyzéke

()CTP (dezoxi)-citozin-trifoszfat

()GTP (dezoxi)-guanozin-trifoszfat

2,4-D 2,4-diklorfenoxi-ecetsav

28S a riboszéma nagy alegységének RNS molekuléja

35S prométer karfiol mozaik virus ndvényspecifikus promotere

ABA abszcizinsav

ADP adenozin-5’-difoszfat

AHQr alaninban (A), hisztidinben (H) és glutaminban (Q) gazdag régio6

APC anafazis promoting komplex

APS ammoOnium-perszulfat

AtMPK Arabidopsis thaliana MAP kinaz

ATP adenozin-5’-trifoszfat

BiFC bimolekularis fluoreszcencia komplementacid

bp bazispar

BPB bromfenol-kék

BSA marha szérum albumin inhibitor

BY?2 vilagossarga dohanynovény sejtvonal (bright yellow-2)

cAMP ciklikus-adenozin-monofoszfat

CDK ciklin dependens kindz

cDNS komplementer DNS
folyamatos csereforgalmu sejtmentes (continuous-exchange cell-

CECF free)

CFCF folyamatos aramlast sejtmentes (countinous-flow cell-free)

CGMC kinaz csalad, ciklin-dependens kinazok, glikogén-szintaz kinaz 3,
MAPK-ok, kazein kinaz II alapjan elnevezve

c-Src proto-onkogén tirozin fehérje kinaz Src

DEPC dietil-pirokarbonat

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxiribonukleotid-trifoszfat

DsPTP1 kettOs specifitasu fehérje foszfataz 1

DTT ditiotreitol

E. coli Escherichia coli

EB1 mikrotubulus pozitiv vég koto fehérje

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

ERF6 etilén-valasz elem koto faktor 6

ERK extracellularis szignal-regulalt kinaz

flg22 flagellin fragment

GCP4 y-tubulin komplex protein 4

GFP z0ld fluoreszcens fehérje

GOF konstitutivan aktiv (gain-of-function)

GST glutation S-transzferaz

HA hemagglutinin

Halo haloalkan-dehalogenaz (cimke)
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HEPES 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

Hisg 6 db hisztidint tartalmaz6 cimke

HIV human immunodeficiencia virus

HRP torma-peroxidaz

IPAK | p21-aktivalt kinaz

IPTG izopropil-B-tiogalaktopiranozid

JNK c-Jun N-terminalis kindz

kb kilobazis

kDa kilodalton

lacUV5 promoter az E coli vad tipust lac prométerének a DE3 profagbdl szarmazo
variansa

LB Luria-Bertani taptalaj

LIC ligalas-fiiggetlen klonozas

LOF kinaz inaktiv mutans (loss-of-function)

lon proteaz bakterialis, ATP-fligg6 szerin-proteaz

MAP2 mitogén-aktivalt protein 2

MAPK/MPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MAPKK/MKK mitogén-aktivalt protein kinaz kindz

MAPKKK mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz kindz

MBP mielin bazikus fehérje

MKP MAP kinéz foszfataz

MP2C novényi fehérje-foszfataz 2 C

MRNS hirvivd RNS

MS Murashige & Skoog névényi tapoldat

myc a c-myc transzkripcios faktor epitopja (EQKLISEEDL)

NLK Nemo-szerii kindz

NLS nuklearis lokalizacios szekvencia

NMR magneses magrezonancia

NTP nukleotid-trifoszfat

OA okadansav

oD optikai denzitas

ompT proteaz kiils6 membran asszocialt aszpartat-proteaz

ov natrium-ortovanadat

PAGE poliakrilamid gélelektroforézis

PBS foszfat puffert tartalmazo s6oldat

PCR polimeraz lancreakcio

PEG polietilén-glikol

p-ERK foszforilalt ERK

POD torma-peroxidaz konjugalt antitest

PP2A szerin/treonin specifikus foszfataz

PP2C protein foszfataz 2 C

PTP1B tirozin specifikus foszfataz

PVDF poli(vinilidén-fluorid)

RNS ribonukleinsav

ROS reaktiv oxigén gyokok

rpm fordulatszam/perc
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SAMK stressz-aktivalt MAPK utvonal
SDS natrium-dodecil-szulfat

SH3 SRC homologia domén

STIM1 sztromalis kolcsonhatd molekula 1
TAE Tris-ecetsav-EDTA puffer oldat
TBS Tris-NaCl puffer oldat

TE Tris-EDTA puffer oldat

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin
TEV dohany karcolatos virus

Tm olvadasi homérséklet

Tris tris-(hidroximetil)-amino-metan
tRNS transzfer RNS

) unit

UTP uridin-trifoszfat

uv ultraibolya

WT vad tipus (wild-type)
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2. Bevezetés

2.1. A fehérjeszintézis lehetséges modjai

A teljes emberi DNS allomany feltdrdsa ota, az 0j generacios szekvenalas
megjelenésével ma mar kozel 4000 organizmus (304 eukariota, 3365 baktérium és 198
Gsbaktérium) genomjat ismerjiik [1]. A funkciot reprezentald fehérjék szerkezetének és
szerepének feltarasa a modern tudomany egyik kozponti érdeklédési teriilete, az ehhez
kapcsolodo kutatasokat az utdbbi évtizedekben szamtalan Nobel-dijjal jutalmaztak. Az
€16 szervezetekben a fehérje a legnagyobb mennyiségben el6fordulé molekulatipus a viz
utan, mégis az egyes célfehérjék eldallitisa szamit a posztgenomikus kutatasok sziik
keresztmetszetének. A proteomikai vizsgalatoknal kulcskérdés, hogy a vizsgalni kivant
fehérje eldallithato-e nativ térszerkezetben €s preparativ mennyiségben. A célfehérje
eléallitasa alapvetéen harom modon mehet végbe: kémiai szintézissel, in Vivo
expresszioval vagy in vitro sejtmentes fehérjeszintézissel. A rekombinans fehérjék
eldallitasara nincs egy altalanosan elfogadott, optimalis moédszer, minden egyes fehérje
esetében az adott fehérje tulajdonsagait, tervezett felhasznalasat, sziikkséges mennyiségét
és a modszerek koltségeit figyelembe véve sziikséges kidolgozni a legmegfelelébb

modszert.

2.1.1. Kémiai szintézis

A fehérjék kémiai szintézissel torténd eldallitasa, azaz a polipeptidlanc felépitése
aminosav €pitékovekbdl, kémiai reakcidk segitségével, egészen a XX. szazad elejére
nyulik vissza, amikor Emil Fischer el6allitotta az els6 dipeptidet, a glicil-glicint [2]. Egy
évvel késébb Fisher a Nobel-dij atado beszédében eldrevetitette a fehérjék, enzimek
eléallitasanak lehetéségét [3], majd 1907-ben egy 15 glicinbdl és 3 leucinbdl alld
peptidlancot sikeriilt eldallitania, amely akkor elképesztd eredménynek szamitott. Otven
év mulva megalkottak az elsé szintetikus peptidhormont, az oxitocint [4]. A modszer
fejlédésének torténetében attorést jelentett a szilard fazisti peptidszintézis és ennek
automatizalasa, igy allitottak eld Gutte €s Merrifield az elsé szintetikus enzimet a
ribonukledz A-t [5,6], melyért Merrifield-et 1984-ben Nobel-dijjal jutalmaztak. A
folyamat soran az o-amino csoporton és az oldallancon védett aminosavat szilard

hordozéhoz rogzitve, aktivalt aminosavakat hozzdadva novelték a peptidlancot. A
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modszert alkalmazva eléallitottdk a 99 aminosavbdl all6 HIV protedzt, mely lehetévé
tette a proteaz-inhibitor komplex szerkezeti leirasat, illetve az enzim sztereospecifitasat
is bizonyitottdk: a D-aminosavakbol felépitett enzim a D-aminosavakbdl Osszeallitott
peptidet hasitotta [7]. A jelentOs eredmények ellenére a fehérjék mérete korlatot jelentett
a kémia szintézisnek; 40 aminosavnal hosszabb polipeptidlanc esetében mar jelentdsen
romlott a kapcsolas hatékonysaga, a szekvencia hiisége. A természetben eléforduld
atlagos fehérjeméret ezzel szemben koriilbeliil haromszdz aminosavnyi, azaz a legtobb
fehérje nem eldallithatd egyes aminosavak egymashoz vald kapcsolasaval. Attorést
jelentett a ligacioés eljaras, amellyel szintetikus peptidek amidkotésekkel valo
Osszekapcsolasaval épitették fel a teljes fehérjét [8,9,10]. Egy japan kutatocsoport ily
moédon 26 peptidfragmentbdl allitotta Ossze a teljes, 238 aminosavbol allo zold
fluoreszcens fehérjét (GFP), melynek fluoreszcencia spektruma teljesen megegyezett a
nativ GFP-jével, bizonyitva a fehérje funkcionalitasat [11]. Ma mar a kémiai szintézis
ujabb modszereivel akar automatizalva is allitanak elé véralvadasi faktorokat [12,13],
glikozilalt [14], foszforilalt [15], fluoroférral [16] vagy izotoppal [17] jelolt fehérjéket.
Tehat a hatart elméletben csak a kémikusok fantdzidja jelentheti, viszont ezen
modszerek technologiai és miiszer igénye tovabbra is igen magas, igy rutin

alkalmazasra nem alkalmasak

2.1.2. In vivo expressziés rendszerek

Napjainkban az egyik legelterjedtebb €s leghatékonyabb fehérjetermelési modszer
az in vivo expresszios rendszerek alkalmazasa, ahol baktérium-, éleszt6-, eml6s-,
rovarsejtekben vagy egyéb organizmusokban torténik az expresszio. A megfeleld
rendszer kivalasztisanal az expresszids szintet, a poszttranszldcios moédositasok
(melybdl mér tobb mint 200-at azonositottak) és a célfehérje bioldgiai aktivitdsanak
meglétét, a sejtkultira kezelhetdségét és koltségét, illetve a folyamat iddigényét célszerli

figyelembe venni.

2.1.2.1. Bakterialis expresszio

A nagy mennyiségli célfehérje termelésére a rekombinans DNS technologia
segitségével, E. coli alapu rendszerben egyszeriien és gazdasagosan van lehetdség. A
mikroorganizmusok koziil az E. coli genomja viszonylag régota ismert, igy kozel szaz

féle eukariota fehérje termelésre specializalt mutans torzs ¢és tobb széz klonozo vektor
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all a tudomany szolgalataban [18]. A fehérje szintézis hatékonysagat fokozhatjuk a
megfeleld gazdatorzs, plazmid kivalasztasaval, tovabba az mRNS stabilitasanak
novelésével vagy kodon-optimalizalassal [19]. A bakteridlis rendszer legnagyobb
hatranya, hogy nem képes az ecukariota fehérjék megfeleld poszttranszlacios
modositasara, igy a rekombindns eukariota fehérjének gyakran nem sikeriil felvennie a
masodlagos térszerkezetét és zarvanytest formaban kivalik. Ez a probléma legtobbszor a
citoplazmaban torténd fehérjetermelés soran figyelhetd meg, de szekretalt fehérjék
esetén a periplazmas térben is megjelenhetnek zarvanytestek [20]. Hogy melyik
fehérjébdl lesz zarvanytest és melyikbdl nem, bizonyossaggal nem lehet eldérejelezni,
viszont azt kijelenthetjiik, hogy a diszulfid hidat tartalmazé fehérjék nagyobb eséllyel
alkotnak zarvanytesteket. A zarvanytestek és részlegesen hajtogatott fehérjék kozott
dinamikus egyensuly alakul ki, mely olyan paraméterekkel befolydsolhatd, mint a
hémérséklet, az indukcid mértéke, a tapoldat Osszetétele, oldhatdsagot noveld affinitas
cimkék alkalmazasa vagy dajkafehérjék koexpresszidja. A zarvanytestek a proteazokkal
szemben ellenallobbak, kinyerésiik is egyszeriibb, mint az oldott fehérjéké és a kapott
fehérjék minden tovabbi tisztitas nélkiil tobb mint 90%-ban homogének. A sejtekbdl
vald kinyerésiik utan kaotrop vegyiiletekkel (guanidin-hidroklorid, karbamid) oldatba
vihetdk. A kaotrop vegyiiletek hidrogén kotések kiépitésére alkalmasak, igy nagy
koncentracioban allithatd eld vizes oldatuk is. Ezek a vegyiiletek a vizmolekuldk
szabalyos, térhalos szerkezetét megtorik, és igy a fehérjemolekuldknak nagy eséllyel
»Kaotrop burkot” alakitanak ki a hidratburok helyett. Ily modon vizben oldhatatlan
anyagok is oldatba vihet0k. A nativ térszerkezet sikeres kialakitdsara, az Un.
,refoldingra”, nincs altalanos modszer, sokszor nehézségekbe iitkozik a folyamat
optimalizéldsa. Az aggregatum képzés irreverzibilis folyamat, igy a legkézenfekvébb
megoldas, ha a molekuldkat tavol tartjuk egymastol, azaz kihigitjuk az oldatot. Mérések
alapjan a visszahajtogatodas sebessége ezerszeres higitas esetén ezerszeresére csokken,
az aggregatumképzOdés viszont egymilliomod részére [20]. A nativ forma
kialakitasanak megkisérlése torténhet még adszorpcids kromatografids eljarasokkal
vagy dajkafehérjék hozzaadasaval [21]. A visszahajtogatodas optimalizalasa nem
evidens feladat, gyakran nehézségekbe iitkozik, igy a fehérjetiltermelés sordan a

zarvanytestek kialakulasa 4ltalaban nem kivéanatos.
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A leggyakrabban alkalmazott fehérjeexpresszios E. coli térzs a BL21. A
BL21(DE3) torzs pedig a BL21 egy modositott valtozata, mely a lacUV5 promoter
szabalyozasa alatt hordozza a DE3 profag T7 RNS-polimeraz génjét, igy alkalmas IPTG
indukalta génexpressziora. A lacUV5 promoter a lac promoter egy variansa, mely a vad
tipusu promoterhez képest kevésbé érzékeny a katabolit repressziora. Emellett ebben a
BL21(DE3)-ban két endogén proteaz inaktiv, igy ebben a torzsben varhatéan nagyobb
lesz célfehérje stabilitasa mas torzsekhez képes. Az egyik egy ATP-fiiggd szerin-
proteaz, a lon proteaz, melynek feladata a rosszul hajtogatott fehérjék eltavolitasa az
intracellularis térben. A masik egy, a kiilsé membranhoz asszocialt aszpartat-proteaz az
ompT proteaz, amely a fehérjetisztitas soran degradalhatna a fehérjét [22].

A T7 RNS polimeraz alapti pET rendszer 1986 ota a leggyakrabban hasznalt
bakterialis fehérjetultermel6 szisztéma. Lényege, hogy hibridpromoterek és a lac operon
alkalmazasaval, nagy szelektivitdssal indukélhaté a célfehérje termelése. A T7
rendszerekben a baktériumokat egy komplex tapoldatban novesztik a log fazis kozépso
szakaszaig  (ODggonm=0,4-0,6), majd a fehérjetermelés IPTG  (izopropil-B-
tiogalaktopiranozid) hozzdadasaval indukaljdk. A célfehérje mennyisége akéar az
Osszfehérje 50%-at is elérheti harom oOra alatt. A protokoll megkoveteli a sejtnovekedés
optikai denzitds mérésével torténd szigoru ellendrzését,, mivel az indukcionak az
exponencialis novekedési fazisban kell bekovetkeznie.

A hagyomanyos fehérjetermelésre nyujt vonzo6 alternativat az autoindukcios
eljaras, melynek lényege, hogy a baktériumok olyan médiumban ndnek, melyben
szamos nyomelem mellett laktéz és gliikoz is talalhato [23]. A késoi log fazisban a
fehérjeexpresszio automatikusan indukalodik azaltal, hogy a laktézon kiviil minden mas
szénforras elhasznalodik, illetve a cAMP szint megemelkedik. Gliikdz hidnyaban tehat a
sejt laktozt vesz fel, atalakitja glilkdzza és galaktdzza, amibdl az allolaktdz keletkezik,
ami indukalja a lacUV5 promoteren a T7 RNS polimerdz termelését, amely a T7
promoterhez kotve elinditja a célfehérje expresszidjat. A modszer szamos eldnnyel
rendelkezik az IPTG-vel torténd indukcidval szemben: nem sziikséges kontrollalni a
sejtek novekedését az induktor hozzdadasa eldtt, a moddositott koriilmények kozott
felnovo sejtek nagyobb sejttomeget érnek el, magasabb lesz a fehérjehozam, nem
sziikséges beavatkozni a folyamatba, az inkubalas torténhet éjszakan at is, illetve nem

kell szamolni az IPTG magas koltségeivel.
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2.1.2.2. Tranziens fehérjeexpresszié novényi sejtekben

A jelatviteli folyamatok tanulméanyozésa soran célszerli az érdeklddés
kozéppontjaban allo fehérje viselkedését in vivo korilmények kozott, az adott
organizmusban is tanulmanyozni. A rekombinans fehérjéket névényekben is képesek
vagyunk termeltetni, ezt metodikailag legegyszeriibben sejtkultirakban valdsithatjuk
meg. Kiilonb6zé novényekbdl szarmazd szuszpenzids sejtkulturdk mar hossza ideje
léteznek, ugymint a dohany BY2, a kukorica, a petrezselyem, a szdja, a répa vagy a
paradicsom [24].

Az Arabidopsis thaliana, magyarul ludfii, n6vényi modellorganizmus kiilonboz6
részeibdl is készithetdek stabil, homogén, szuszpenzids sejtkultirak, melyeken in vivo
tanulmanyozhatok a ndvényi jelatviteli folyamatok. Az igy novesztett sejtek fenntartasa
nagy koriiltekintést ¢és szakértelmet igényel, megfeleld koriilmények kozott és
megbizhatdé protokoll birtokdban korlatlan osztodasra képesek. Habar bizonyos
folyamatok szovetspecifikusak, az univerzalis jelatviteli 0tvonalak vizsgalatanal
mellékes a sejtek eredete [25]. A szuszpenziobol szarmazo sejtek cellulaz, hemicellulaz
¢s pektindz enzimek keverékével torténd kezeléssel a sejtfal eltavolithatd, azaz
létrehozhatok a protoplasztok, melyek direkt transzformalhatdak a célfehérjét kodolo
plazmid DNS-sel, ¢és egy ¢jszakan at tartdo inkubalast kovetden tranziens
fehérjeexpresszid érhetd el. A folyamat sikerességében dontd szerepet jatszik az
enzimoldat tisztasdga, az alkalmazott ozmotikum (mannitol, szorbit), illetve a ndvényi
minta kora és allapota. Szamos modszer van a DNS protoplasztba vald bejuttatasara,
melyek koziil a leggyakrabban alkalmazott a polietilén-glikol (PEG) medialt
transzformacio. Ez a modszer egyszer(i, hatékony, ¢és lehetdséget nyujt szamos minta
egyidejli kezelésére, mindemellett nincs kiilondosebb eszkoz- és miiszerigénye [26]. A
protoplasztok ozmotikusan stabil kozegben eredeti alakjuktol fiiggetleniil gomb alakot
vesznek fel, és a megfeleld sterilitds és tapoldat esetén azonnal megindul sejtfaluk
visszaépitése (1. abra). A tranziens expresszidhoz altalunk alkalmazott vektor a
munkacsoportunk daltal moédositott, affinitas cimkével ellatott véltozata az eredeti
PRT100 vektornak [27]. A vektor a 35S promotert, a karfiol mozaik virus erds,
novényspecifikus promoterét tartalmazza €s ampicillin antibiotikum rezisztencia gént. A

protoplasztokon a transzformalés utan kiilonféle kezelések is végezhetok.
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1. abra. Arabidopsis thaliana protoplasztok. Gyokér sejtszuszpenziobol szarmazo, AtMPK9-

GFP-t taltermel6 fénymikroszkopos (balra) és fluoreszcens mikroszkopos képe (jobbra).

2.1.3. In vitro transzlacio

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok és az azokon alapuld sejten beliili jelatviteli
folyamatok vizsgalatara szamos modszert ismeriink, ezek koziil — a viszonylagosan
konnyti kivitelezhet6ségiik miatt — nagy jelentOségiik van a kiilonb6z6 in vitro
megkozelitéseknek. Ezeknek az eljarasoknak egyik gyakori limitalé faktora a
vizsgaland6 fehérjékhez valé hozzaférhetdség, mivel a kisérletekhez sziikségiink van a
nativ térszerkezetli, preparativ mennyiségli, szolubilis célfehérjére. A célfehérje
tisztitdsa sejtes tultermeld rendszerekbdl szamos alkalommal nehézségbe {itkozik,
koltséges és kevésse hatékony.

Az 1950-es évek elejére tehetd a sejtmentes biologiai modszerek megjelenése. Az
elképzelés az volt, hogy az Osszetett biologiai rendszerek reprodukélésa,
tanulmanyozasa és a benniik rejlé lehetdségek kiaknazasa megtorténhet €16, intakt sejt
nélkil is. Ily modon a sejtmembran hianya miatt megsziinik a transzport limitald
szerepe ¢s lehetdvé valik a folyamat kovetése, a szubsztratok hozzdadasa, a termékek
eltavolitasa [28]. A sejtmentes in vitro transzlacidos rendszerek megjelenése
mérfoldkdnek szamitott a molekularis biologiai kutatasok szempontjabol. Hiszen
jelenlegi molekularis bioldgiai ismereteink szamottevd részét — a genetikai kodrol, az
transzlacio mechanizmusarol, szabalyozasarol és a hozza sziikséges kofaktorokrol — az

in vitro transzlacids rendszereknek koszonhetjiik.
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Valgjaban a transzlacios rendszer stabilitdsa nem is olyan meglepd, hiszen a sejt
tulélésének egyik kulcsmomentuma lehet, hogy a fehérjék szintézise még kedvezdtlen
koriilmények kozt is milkodjon. A kezdeti sejtkivonaton alapuld rendszerek csak a
voltak képesek. Nirenberg és Matthaei 1961-ben alkalmazott el6szor exogén mRNS
hozzaadasaval muikodo, sejtmentes baktérium lizatumot. Kisérletilk soran E. coli
sejtlizatumot és egy poliuracil RNS-t alkalmaztak, amir6l igy egy kizarolag fenilalanint
tartalmazo polipeptid képz6dott, igy az els6 megfejtett kodon az 6 neviikhoz fiizédik
[29].

A jelenlegi sejtmentes rendszerek elonyei, hogy egyszerlien, gyorsan, nagy
hatékonysdggal képesek preparativ mennyiségli fehérje termelésére. A legtobb
transzlacios rendszer kiilonféle total sejtkivonatokon alapszik, melyek tartalmazzak az
endogén riboszomakat, a transzlacids faktorokat (inicidcios, elongaciods €s terminacios),
aminoacil-tRNS-szintetazokat, tRNS-eket, illetve a hozzaadott mRNS templatot,
kreatin-foszfatot, kreatin-kinazt, aminosavakat. Az elegy az aminosavak aktivalasahoz
ATP regeneralasar6l a kreatin-foszfat, kreatin-kinaz rendszer gondoskodik [30].
Lehetéség van tovabba akar radioaktivan (*°>S-metionin/cisztein, **C-leucin NMR-hez),
fluoreszcensen (Bodipy-FL lizin) jel6lt vagy nem természetes aminosavak beépitésére
[31,32]. A sejtmentes rendszerek szamos teriileten bizonyitottak hasznalhatosagukat,
ugymint a gyogyszeripari fehérjék gyartasa [33,34,35,36], a nagyléptékii mikrobiologiai
fermentacios fehérjetermeld ipari technologiak felvaltasa [37] és fehérje konyvtarak
létrehozasa [38].

Kezdetben egyfazisu in vitro transzlacios rendszereket alkalmaztak — azaz egy
adott térfogatu tesztcsében végezték a reakciot — melynek Korlatait a rovid életido és az
alacsony fehérjehozam jelentették. A transzlaciohoz sziikséges nagy energiaju foszfat
felhasznalasaval anorganikus foszfat halmozodik fel, melyek a magnéziumionnal —
mely ion a riboszoma alkotorészeinek Osszeallasahoz nélkiilozhetetlen — komplexet
képezhetnek, igy gatolhatjdk a fehérjeszintézist. Tovabba, a reakcid6 soran az
energiakomponensek elfogynak vagy a termékek, illetve a melléktermékek
koncentracioja elér egy kritikus hatart, amely mar gatolja a transzlaciot. A késdbbiekben

folyamatosan taplalt rendszereket (countinously fed cell-free system) kezdtek
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alkalmazni, mely révén radikalisan megnétt mind a hozam, mind a reakci6 iddtartama.
A modszer alapelve, hogy folyamatosan eltavolitjak a reakcidtermékeket (fehérjék,
szabad szervetlen foszfat, nukleozid-monofoszfat) és folyamatosan poétoljak a
felhasznalt szubsztratokat (aminosavak, NTP-k, energia regenerald6 komponensek). A
megkozelités hatékonysagat jol jelzi, hogy mig az egyfazisi reakcionak 10-240 perc
volt az ¢életideje, addig az utdbbiban a fehérjetermelés akar két hétig is fenntarthatd volt
¢s 10 mg/ml fehérjehozam is elérhetd volt.

A folyamatosan taplalt rendszerek alapvetéen harom csoportra oszthatok: a
folyamatos csereforgalma (continuous-exchange cell-free, CECF), a folyamatos
aramlasa (continuous-flow cell-free, CFCF) ¢és a kétrétegi rendszerek. A CECF
rendszerben egy dializis membran valasztja el a reakcidelegyet a taplald oldattol, igy
passziv diffuzido kovetkeztében a melléktermékek és a szubsztratok porusméretétol
fliggben kicserélddhetnek a membran két oldalan. A CFCF rendszerekben egy
ultrasziirds membran tartja vissza a transzlacid6 nagyobb komponenseit, mikdzben a
szubsztratokat tartalmazé oldat é4ramlik 4t a reakcid téren. A membranon a
melléktermékek és a termelt fehérje is atdiffunddlhat. A kétrétegli reakcié a
legegyszeriibben kivitelezheté folyamatosan taplalt rendszer, melyben a nagyobb
stiriségli reakcioelegyet a taplalo oldat ala rétegezik. Ebben a feldllasban az inkubacios
1d6 alatt a hatarrétegen atdiffundalnak a komponensek, majd végiil homogén oldat
keletkezik [39].

Az éltalanosan hasznalt, kereskedelmi forgalomban kaphat6 sejtmentes
rendszereknek E. coli sejtek, nyul retikulocitak, buzacsira vagy éppen rovarsejtek teljes
fehérjekivonatai szolgalnak alapul. Erdekességként megemlithetd, hogy léteznek
¢lesztésejt alapu [40], human Hela sejt alapa [41], Leishmania protozoa alapt [42] in
vitro transzlacids rendszerek is. A leggazdasagosabb, legegyszeriibb, legjobban leirt
modszer a prokariota E. coli alapu fehérjeexpresszid, amely 500 ug — 1 mg/ml fehérjét
képes termelni 2 ora alatt egyfazisu reakcioban. Ebben a rendszerben a transzlacio és a
transzkripcid egymashoz kapcsoltan, egy pufferben, gyakorlatilag azonos idében megy
végbe. Az E. coli alapu sejtes és sejtmentes fehérjetermeld rendszerek korlatjai
megegyeznek, azaz az eukariota fehérjék poszttranszlacios modositasai nem
kovetkeznek be és gyakran hajtogatodasuk sem megy végbe megfeleléen. Ugyanakkor

megemlitendd, hogy a bakteridlis transzlacios rendszer reakcid koriilményeit modositva
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diszulfid izomerdz és chaperonok hozzaadasaval diszulfid hiddal rendelkezd fehérjék
szintézisére IS lehet6ség van, melyek terapias vakcinak gyors és gazdasagos eldallitasat
teszik lehetévé [34]. A prokaridta eredetii in vitro transzlacios rendszerekkel szemben
az eukariota rendszerek relativan kevesebb fehérjét termelnek, viszont a szintetizalodott
proteinek jobb eséllyel veszik fel a nativ térszerkezetet, igy alkalmazasuk sok esetben
indokolt.

A sejtmentes modszerek fejlodésének koszonhetden buzacsira kivonatbol egy
rendkiviil stabil és robosztus, kétrétegii in vitro transzlacios rendszert hoztak létre. A
buzacsira embridban az eukariota transzlacios rendszer komponensei dehidratalt, inaktiv
allapotban tarolodnak, csirdzaskor viszont hatalmas mértékii fehérjeszintézis indul be. A
buzacsira alapu in vitro transzlacios rendszer kifejlesztésében és késobbi sikereiben
kulcsfontossagli volt, hogy a fehérjekivonatban azonositottdk a fehérjeszintézist
drasztikusan csokkentd inhibitorokat. Ezek kozott talalhato a tritin, egy olyan endogén
riboszoma inhibitor, amely RNS N-glikozidaz aktivitiasa révén egy adenint tavolit el a
riboszoémalis 28S RNS egy konzervalt hurokjarol [43]. A tovabbiakban azonositottak a
transzlacio iniciaciojat gatlo tionint is [44]. Ezek az inhibitorok az endospermiumban
lokalizalodnak és funkcionalisan valdsziniisithetéen a magasabb rendii névények
virusok elleni védekezésben jatszhatnak szerepet [45], de az is elképzelhetd, hogy a
novények sajat transzlacios apparatusanak szabalyozasat szolgaljdk. A korabbiakban
készlilt buzacsira alapt in vitro transzlacidés elegyek hatékonysagat radikalisan
csokkentették ezek az inhibitorok, a jelenleg alkalmazott protokollok azonban a csira
intenziv mosdsaval eliminaljdk az endospermiumot, igy fokozzdk a kapott rendszer
transzlacios aktivitasat [46].

A fehérjék eldallitdsanal komoly kihivast jelenthet a célfehérje tiszta forméaban
torténd kinyerése. Ebbdl a szempontbol a sejtes rendszerekhez hasonlé nehézség meriil
fel az in vitro transzlacié soran is, nevezetesen a magas endogén fehérje koncentracio.
Megfeleld affinitds cimkék haszndlataval és nagy hatékonysagt affinitds tisztitasi
technikdk alkalmazasaval ez a probléma altaldban legy6zhetd. Mivel a fehérjeszintézis
komponensei részletesen ismertek, az endogén fehérje hattér a lehetd legnagyobb
mérteklli minimalizdldsa egy Ujabb alternativa a fehérjék tiszta forméban valo
eléallitasara. Az ezt a logikat kovetd rendszer tartalmaz 32, Hisg-cimkével ellatott,

rekombinans fehérjét: a prokaridta iniciacids, elongacids, elbocsajtd (release)
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faktorokat, T7 RNS polimerazt, metionil-tRNS-transzformilazt, 20 aminoacil-tRNS-
szintetazt és a baktériumbdl tisztitott riboszomakat. Emellett talalhaté benne 46 tRNS,
NTP-k, kreatin-foszfat, 10-formil-5,6,7,8-tetrahidrofolsav, 20 aminosav, kreatin-kinaz,
miokinaz, nukleozid-foszfat-kinaz, pirofoszfatdz. A transzlaciot egy centrifugalas
koveti, mellyel eltavolitjak a riboszomakat. A kovetkezd 1épes egy ,.reverz” affinitas
kromatografia mivel a Ni-kelat affinitas tisztito oszlop segitségével a Hisg-cimkével
ellatott komponenseket eltavolitjuk, igy célfehérje nagy tisztasaggal kinyerhetd a
feliiliszobol [47]. A modszer hatranya, hogy hianyoznak bel6le a fehérje hajtogatodasat

segitd dajkafehérjék, igy a fehérje nativ térszerkezetének kialakuldsa kétséges.

2.1.3.1. Kétrétegii buzacsira alapu in vitro transzlacio

A Dbuizacsira alapt in vitro transzlacios rendszerhez exogén mRNS hozzaadasa
lehetséges ¢és sziikséges. Ennek az az oka, hogy az elegy készitése soran a sejtmagot is
eltavolitjak, igy RNS polimeraz sincs jelen. A pEU vektor a rendszerhez kifejlesztett
plazmid, amely specidlis szekvencidkat tartalmaz a transzlacid iniciacio
hatékonysaganak és az mRNS templat stabilitdsanak novelése érdekében. Az mRNS két
végének modositasat az in vivo poszttranszkripciés modifikacioktol eltéréen érték el,
mivel a 5’-mGpppG sapka ¢és 3’-poli(A) farok kialakitasa modszertanilag
megnehezitette a transzlaciosan aktiv mRNS nagy tisztasdgban torténd kinyerését. A
sapka helyett a dohdnymozaik virus transzlacidt fokozd Q szekvencia és a GAA
nukleotidtriplet beépitésével elérték, hogy a transzlacid hatékonysaga megkozelitette a
természetes 5° végli mRNS-r6l torténd fehérjeszintézisét. A plazmidot eldallito
kutatocsoport igazolta azt is, hogy a 3’ poli(A) faroknak csupdn a hossza a Iényeges a
transzlacidé hatékonysaganak szempontjabol. Azt talaltak, hogy az 5° végén GAAQ
szekvenciat tartalmazd ¢és A4ltaluk alkalmazott leghosszabb (1626 bp) 3’ nem
transzlalodo régioval rendelkezd mRNS-rdl transzlalodo fehérjeszintézis sebessége a
hagyomanyos mdédon modositott mRNS-r6l torténd szintézissel 6sszemérheto [48,49].

A kivant fehérjét kodoldo DNS pEU in vitro transzlacidos vektorba torténd
klonozasa a fehérjeszintézis folyamatdnak elsé lépése, az igy elkésziilt rekombinans
plazmid szolgal templatul az in vitro transzkripcidhoz (2. abra). A ¢cDNS klonozésa az
eredeti pEU vektorokba restrikciés enzimekkel torténd klonozéassal zajlik.
Munkacsoportunk modositotta az eredeti plazmidot, igy a tovabbfejlesztett, pEULIC

vektorokba a cDNS inszertalasa ligalas independens klonozassal torténik, mely nagyobb
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hatékonysagot  biztosit, foként nagyszdmua klon létrehozdsa esetén. A
laboratériumunkban tovabbfejlesztett vektor tartalmaz egy adott, N-terminalis affinitas
cimkét (Hisg, GST, biotin vagy Halo), melyet a TEV (dohany karcolatos virus) proteaz
hasité helyének ENLYFQS aminosav szekvencidja koveti, igy a cimke igény szerint
eltavolithato az elkésziilt rekombinans fehérjérdl [50]. Az in vitro transzkripcié T7 RNS
polimerdz alapt rendszerben zajlik, igy a plazmid tartalmaz egy T7 promotert is. A
modositott pEU plazmidokba in vitro mutagenezissel 1étrehoztunk egy Notl restrikciods
endonukledz hasitohelyet, mely egy ritka hasitohely, igy tobb plazmidkonstrukciot lehet
egységesen (ugyanazzal az enzimmel) linearizalni a transzkripcid hatékonysaganak
novelése érdekében. Az emésztés az irodalmi adatok alapjan a stop kodon utédn

kortilbeliil 1600 bp tavolsadgban torténik.

> transzlaciot affinitas
T7 promoter fokoz6 szekv. cimke TEM HC
Notl
pEULIC

Amp'

2. abra. A transzlaciés pEULIC vektor sematikus képe. T7 promoter, transzlaciot fokozo
szekvencia, affinitas cimke: GST, Hisg, Halo, biotin, TEV: TEV proteaz hasitohely, LIC:
ligalas-fiiggetlen klonozohely, Amp': ampicillin reziszrencia gén, Notl: Notl restrikcios

endonukleaz hasitohely.

A kétrétegli  transzlaciés reakcid  Osszedllitdsakor az  aminosavakat,
energiakomponenseket, kofaktorokat és egyéb reagenseket tartalmazd szubsztratoldat

ald rétegezziik a transzlacios elegyet, mely tartalmazza a riboszomakat, a transzlacios
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faktorokat (inicidcids, elongacios €s terminacids), aminoacil tRNS szintetdzokat, tRNS-

eket, a hozzaadott mRNS templatot, kreatin-foszfatot és kreatin-kinazt (3.4bra).

linearizalt vektor
ATP, GTP, CTP, UTP

enzimoldat
RNaz inhibitor
DNS kettdsréteg készitése
A
v =
inkubalas
A
 a ™~
SUB-AMIX®
mRNS
inkubalas

WEPRO-t tartalmazé
transzlaciés elegy fehérje

3.abra. Az in vitro transzKkripicé és a kétrétegii in vitro transzlaciés rendszer. A

narancssarga szin a transzlacios elegyet, a kék szin a taplalé oldatot jeloli.

Az elegy az aminosavak aktivalasdhoz sziikséges ATP-t, a fehérjék
elongacidjahoz sziikséges GTP-t is tartalmazza, mig az ATP regeneralasarol a kreatin-

foszat, kreatin-kinaz rendszer gondoskodik (4. abra) [30].

riboszéma
A 60}0 bp
transzlaciés faktorok GAAQ ..&,-.,—L“i’l‘-sv\‘,—w‘
NN ‘
&7 tRNS-ek 1
J <
T %,
O% aminosavak %&(.7
GTP GDP + P,
ADP ATP
ADP ATP
kreatin-foszfat  kreatin L ATP, :
regeneralo
rendszer

kreatin-foszfat  kreatin

4. abra. Az in vitro transzlaciéo miikodése és komponensei. Lila szinnel 1athat6 a riboszoma,

kékkel az mRNS, pirossal az ujonnan szintetizalt polipeptidlanc.
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Az altalunk alkalmazott fehérjeszintézis teljes folyamata kovetkezOképpen

foglalhato Ossze: a célgén felsokszorositasa, ligalas independens klonozas a megfeleld

pEU vektorba, a vektor bakterialisan torténd felszaporitasa, linearizalas, in vitro

transzkripcid, in Vitro transzlacié és fehérje tisztitasa affinitis-kromatografiaval. A

bemutatott optimalizalt modszerrel idedlis koriilmények kozott négy nap alatt

eljuthatunk a cDNS-t6l az affinitas cimkével ellatott, szolubilis, nativ térszerkezetii

célfehérjéig.

A buzacsira alapu, kétrétegii in vitro transzlacios rendszer eldnyei 6sszefoglalva

tehat a kovetkezok:

alkalmazasa egyszeri, koltséghatékony ¢és kereskedelmi forgalombol is
beszerezhetd

minimalis az endogén mRNS tartalma

az inhibitorok eltavolitasa utan természetes modon stabil, -80 °C-on vagy
liofilizalva évekig tarolhato

akar 1 g/100 ml fehérje termelésére is képes

magas kodonhasznélat tolerancia (mds organizmusbodl szarmazd fehérje esetén)
automatizalhat6, igy parhuzamos, nagyléptékii, genomi-szintli fehérjetermelés is
vizsgalhato

a célfehérjék mar a transzlacio soran jeldlhetdek fluoreszcens vagy radioaktiv
aminosavakkal

nagy fehérjéket is képes termelni az in Vivo transzlacioval Osszemérhetd
sebesseggel

citotoxikus -, membranfehérjék is eldallithatdak

a termelt fehérjék nagyrészt nativ térszerkezetiiek és szolubilisak

etikai kérdések vagy biologiai veszélyek nem meriilnek fel, mert nincs €l6,

rekombinans organizmus
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2.2. A mitogén-aktivalt protein kinazok

A sejtben zajlé metabolikus folyamatok, stresszvalaszok, sejtosztodds ¢és
differencialodas szabalyozasat tobbnyire tranziens fehérje kolcsonhatasok komplex
halozata végzi. Az intenziv kutatdsok ellenére még szamos jelatviteli utvonal
ismeretlen, illetve tobb jol ismert Gtvonal is tartalmaz felderitetlen kapcsolatokat. A
folyamatok  helyes mikodése ¢és  szabdlyozdsa  kiilonbozé  fehérje-fehérje
kolcsonhatasokon alapul. A  metabolikus folyamatokban résztvevd enzimek
kapcsolataira a fehérjék kozti nagy érintkezési feliileten torténd, altalaban két globularis
domén kolcsonhatasan alapuld, erds kapcsolodas a jellemz6é. Ezzel szemben a
folyamatosan valtozd és sokoldald stimulusokra vélaszt add jelatviteli utvonalak
sajatsagai a kisebb feliilethez kapcsolhatod, rugalmas fehérje-fehérje kolcsonhatdsok
[51]. Az interakciok mindkét esetben nagymértékben fiiggenek a fehérjemolekulak
poszttranszlaciés modositasatol, melyek koziil a foszforilaci6 a legaltalanosabb
mechanizmus. A fehérje foszforilacidjat végzo kindzok és defoszforilacigjat végzo
foszfatdzok dinamikus egyensulya meghatirozza a fehérje aktivitasat, sejten beliili
lokalizaciojat, stabilitdsat, kolcsonhatasat mas fehérjékkel. Ezen mechanizmusok
evoluciodsan konzervaltak, prokaridtiban €s eukariotaban is fellelhetéek €s a biokémiai
folyamatok Osszetett szabalyozasaért is felelések [52].

A MAP kinazok a CGMC kinazok szupercsaladjaba tartoznak, mely az azt alkoto
csaladok angol nevének kezddbetliibdl kapta elnevezését: ciklin-dependens kindzok,
glikogén-kinaz 3, MAP kinazok, kazein-kinaz II. A mitogén-aktivalt protein kinazok
(MAPK) a Ser/Thr-kinazok kozé tartoznak, 11 szubdoménnel és két lebennyel
rendelkeznek. A mitogén-aktivalt protein kinazokat eredetileg olyan fehérjeként irtak le,
mely a MAP2 neuronalis mikrotubulus-asszocialt fehérje inzulin hatasara torténd
foszforilacigjaban vesz részt [53]. A MAP kinazok az Osszes eukaridta szervezet
evolucidsan konzervalt jelatviteli utvonalaiban megtalalhatoak, igymint a ndvényekben,
gombdkban, allatokban. Minimum harom tagbol all6 kaszkadot alkotnak: a MAP kinaz
kindz kindz (MAPKKK/MKKK) a modul els6¢ tagja. A MAPKKK extracellularis
stimulus hatasara altalaban Ser/Thr-on torténd foszforilacio révén aktivalodik, majd
foszforilalja a kovetkezd MAP kinaz kinazt (MAPKK/MKK) annak Ser/Thr-X-X-X-
Ser/Thr (emlésok esetén), illetve Ser/Thr-X-X-X-X-X-Ser/Thr (névények esetén)

motivumanak szerin és treonin aminosavanak hidroxilcsoportjait (az X barmilyen
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aminosavat jelenthet). A MAPKK-ok foszforilaljak a MAP kinazok (MAPK) aktivacios
hurkanak Thr-X-Tyr (TXY) motivumat. A kaszkad végsé elemeit alkotd célfehérjék
szerin €s treonin oldallancait a MAP kinazok foszforilaljak.

Szerkezetileg minden eukariota MAP kindz hasonld: rendelkeznek egy kortilbeliil
250 aminosav hosszisagu katalitikus doménnel, egy rovid, B-redokbdl all6 N-terminalis

lebenybdl és egy hosszabb, a-hélixekbdl allo C-terminalis lebenybdl all (5. abra).

ATP
kotéarok

dokkold

kotGarok dokkol6

kotéarok

5. abra. Az ERK2 kinaz rontgenszerkezete (balra) és sematikus képe (jobbra). A z5ld szin
az N-terminalis lebenyt, a rozsaszin a C-terminalis lebenyt, a narancssarga szin az ATP
kotoarkot, a magenta szin a dokkolo kotéarkot jeldli, az aktivacios hurok Tyr és Thr aminosava

a jobb oldali abran kertilt feltiintetésre [54].

Az ATP kotohely a két lebeny kozott talalhatd, a szubsztrat kotésére szolgald un.
dokkolo6 kotéarok pedig elébbi mentén. A kinaz katalitikus doménjében egy konzervalt
aminosav szekvencia felelés az ATP y-foszfat csoportjdnak atviteléért a szubsztratban
1év6 Ser, Thr vagy Tyr aminosavra [51]. A MAP kinazokat két dolog kiilonbozteti meg
az egyeb kindzoktol. Jellemzd rajuk egy koriilbeliil 50 aminosav hosszisagu, flexibilis
régio a C-terminalis lebenyben [55], emellett egyes alcsaladok esetén egy rendezetlen
szerkezetil és valtozé hosszsagu, illetve aminosav Osszetételii, a C-terminalis lebenyt

meghosszabbitd régid jelenléte. A flexibilis régio, illetve a C-terminalis extenzid
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funkcidja még nem teljesen tisztazott, viszont tomegspektrometridval megallapitottak,
hogy ezek fehérjekotd felszinként jatszhatnak szerepet [56].

A  MAPK kaszkad funkcionalis tanulmanyozasa érdekében in  vitro
mutagenezissel létrehozhatok a kinazok kiilonb6zé varidnsai. A negativan toltott
aminosavak imitalhatjdk az oldallancon bekodvetkezd foszforilaciot, igy konstitutivan
aktiv (GOF, gain-of-function) MAPKK-ok allithatok el6 a szerin/treonin foszfoakceptor
aminosav glutamatra/aszpartatra torténd cseréjével [57], viszont MAPK-ok konstitutiv
aktivacidja ily médon nem lehetséges. Foszfomimetikus aminosav beépitése szdmos
esetben nem képes helyettesiteni a foszforilalt aminosavat. Ennek oka lehet egyrészt az
a tény, hogy a foszforilacid helye adapter fehérje kotdhely is egyben, igy a
foszfomimetikus aminosavval ellatott mutdns a térbeli viszonyok miatt képtelen lesz a
kotédésre. Masrészt a negativ oldallanc aminosav t6ltése -1, amely nem egyezik meg
pontosan a foszforilalt aminosav toltésével amely -1,5 [58]. Ugyancsak in vitro
mutagenezis révén, az ATP kotdhely konzervalt lizinjének argininre/metioninra torténd
cseréjével megalkothatok a MAP kinazok inaktiv (LOF, loss-of-function) mutans
valtozatai.

A MAP kinazokat aktivalodasi mechanizmusuk szerint két csoportra oszthatjuk,

ugymint klasszikus és atipikus MAP kinazok (6. abra).

Klasszikus MAP kinazok Atipikus MAP kinazok
MEKK2/3 Raf-1/A/B MEKK1-4, DLK, MLK2 @) @) TAKA
Tpl-2 c-Mos Tpl-2, TAK1, TAO1/2
| | | | | | |
MEK1 MEK3 MEK4 ERK3/4 % =
NEKS MEK2 MEK6 MEK?7 IPAK (?) @ HIEKR2 (2)
d ' | | } | '
ERK5 ERK1/2 p38a/B(y/d) JNK1/2/3 ERK3/4 ERK7/8 NLK
| . l
| | | = |
v ~aV v B .
RSK1-4 MNK2 MSK1-2 MK2-3 MK5
MNKA1

6. abra. A human MAP kinaz itvonalak és a kinazok csoportositasa. A klasszikus MAP
kinazok zold, az atipikus MAP kindzok sarga alapon jeloltek [59].
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A klasszikus csoport tagjai a konzervalt MAPK kaszkadon keresztiil
foszforilalédnak és nyerik el aktivitdsukat. E csoport emlds képviseldi az ERK
(extracellularis szignal-regulalt kinaz) 1/2, a INK-k (c-Jun N-terminalis kinaz), a p38
kinaz és az ERKD5, melyek a feltiintetett sorrendnek megfeleléen, a kovetkez6 kinazok
altal foszforilalodnak: MKK1/MKK2, MKK4/MKK7, MKK3/MKK6 ¢s MKKS5 [59]. A
klasszikus MAP kindzok kozds jellemzdje az aktivacios hurok TXY motivuma a
katalitikus doménben, mely motivum foszfoakceptor aminosavain torténd kettOs,
egymast kovetd foszforilacio a kinaz teljes aktivalodasanak feltétele. Az ERK1/2 és az
ERKS a TEY, az emlés p38 MAPK a TGY, a INK MAPK-ok pedig a TPY motivumot
tartalmazzak. Kimutattak, hogy az ERK1/2 kettds foszforilacidoval szabdlyozott, mely a
Thr183 ¢és Tyrl85 aminosavon torténik, és a kindz aktivitdsa igy 1000-szeresére nd
[60,61,62,63]. Ismert, hogy a MAPK-ok prolin iranyitott kinazok, mivel alapesetben
szubsztratjaikat a prolin mellett N-terminalis irdnyban elhelyezkedd szerin és treonin
aminosavak oldallancan foszforilaljak. Igazoltak azt is, hogy a TPY motivummal
rendelkez6 MAPK-ok autofoszforilaciora is képesek [64].

Az atipikus kinazokra jellemz6, hogy specialis, MAPKK-fiiggetlen uton
aktivalodnak. Allati sejtekben az ERK3/4, ERK7/8 és a NLK (Nemo-szerii kinaz)
tartozik az atipikus MAP kinazok kozé. Ezen ERK kindzok kozott alacsony a
homoldgia, de szerkezetileg annyiban hasonloak, hogy a konzervalt kindz domén;jiikkon
kiviil rendelkeznek egy egyedi és nagyrészt ismeretlen funkciojii C-terminalis doménnel
[65]. Tovabbi eltérés még, hogy az ERK 3/4-ben az aktivacidos hurok aminosav
sorrendje eltér a klasszikus MAP kinazokétol (Ser-Glu-Gly) [66], az ERK7/8 pedig az
ERK1/2-h6z és az ERK5-h6z hasonldoan TEY foszfoakceptor motivummal rendelkezik
[67,68]. A csaladba tartozo kindzok mind aktivacidjukban, mind szabalyozasukban,
mind pedig fiziologids szereplikben eltérnek a klasszikus alcsaladba tartozo6 MAP

kinazoktol.

2.2.1. Az atipikus MAP Kkindzok szabalyozasa

Az atipikus MAP kinazok tagjainak szabdlyozasarol, szubsztratspecifitasarol,
fiziologiai szerepérdl lényegesen kevesebb ismeretiink van, mint a klasszikus MAP
kindzokérol. A dolgozat keretein beliil kizarolag ezen kinazok autofoszforilacids

szabalyozasi mechanizmusainak részleteit mutatom be, funkcionalis szerepiikre nem
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térek ki. A csalddba az ERK3/ERK4, a NLK (Nemo-szerii kindz) és a ERK7/8 kindzok
tartoznak, melyek sematikus szerkezete a 7. abra lathato.

ERK3 ase doma C34

ERK4 [l s —

ERK7/8 | e B

Atypical MAPKs

Nk (Loanor

7. abra. A human atipikus MAP kindzok sematikus abrazolasa. Lilaval a kindz domén
lathatd, felette a betlik az aktivacids hurok karakterisztikus aminosav tripletjét mutatjak,
sziirkével az extra N- és C-terminalis régiok jelennek meg. NLS: nuklearis lokalizacios

szekvencia; C34: ERK3/4-re jellemzd konzervalt régio (conserved region in ERK3/4); AHQr,
alaninban (A), hisztidinben (H) és glutaminban (Q) gazdag régid. A feltiintetett hossziisagok

méretaranyosak [59].

Az ERK3 ¢és ERK4 fehérjék kozos jellemzdje, hogy tartalmaznak egy kinaz
domént ¢és egy C-termindlis domént. A két fehérje kindz doménje egymadssal 73%-0s
homolégiat mutat. A C-termindlis domén elsé 150 aminosavja 50%-0s azonossagot
mutat a két fehérje kozott, mig a tovabbi rész teljes mértékben kiilonb6zd. Ez a C-
terminalis domén a gerincesek evolucidja soran konzervalt, igy feltételezhetéen fontos,
bar jelen pillanatban még ismeretlen funkcio tulajdonithaté neki. Habar e két fehérje
kindz doménje 45%, illetve 42% hasonlosagot mutat az ERK1 kindz doménjével, két {6
kiilonbség is van kozottiik. Egyik, hogy az ERK3 és az ERK4 az ERK1-ben taldlhato
TXY aktivaciés motivum helyett SEG motivummal rendelkezik, azaz csak egy
foszfoakceptor helyet tartalmaznak. A masik eltérés, hogy az ERK3 ¢és az ERK4 kinaz
doménjében az ERK1-ben talalhatd Ala-Pro-Glu motivum helyett Ser-Pro-Arg talalhato
[69]. Az arginin jelenléte a human kinazok esetében egyediilallo, az esetek 93%-ban
glutamat taldlhaté ebben a pozicidban, amely bar nem vesz részt a katalizisben,
szerkezet stabilizalo jelleggel bir. A vad tipust ERK3-ban kimutattak a SEG motivum
Serl89-en torténd autofoszforilacidjat és kapcsolatat a kinaz aktivitassal. A foszforilacid

a transz-autofoszforilaciok csoportjdba sorolhatd, azaz az aktivacié soran két molekula
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keresztfoszforilalja egymast. Ezt bizonyitotta, hogy a kinaz inaktiv mutdnsban
detektaltdk a megfeleld foszfoszerint, abban az esetben mikor hozzaadtak a vad tipust
fehérjét [70]. A hagyomanyos TXY foszforilaciés motivummal rendelkez6 kinazoknal a
két foszforilalt aminosav két arginin tartalmu, foszfat kotdé zsebbel hat koleson a
molekulan beliil [71]. Annak ellenére, hogy az ERK3 csak egy helyen foszforilalodik,
rendelkezik a masodik foszfat koté zsebbel is. Ennek pontos funkcioja eddig még
tisztazatlan, valoszinlsitik, hogy szerepe lehet foszfoszubsztratokhoz valod specifikus
kotédésben [65]. Amellett, hogy az ERK3/4 autofoszforilalodik és MAPKK-0k nem
aktivaljak oket, az IPAK-ok (I p21-aktivalt kinaz) képesek foszforilalni 6ket, igy ezek
aktivator kindzuknak tekinthet6k [61]. Eddig nem azonositottak egyetlen ERK3/4
szubsztratot sem. Az ERK3 expresszios szabalyozasa nagyrészt ismeretlen, azt viszont
megallapitottak, hogy proteaszoma inhibitor kezelés hatasara szintje megné, azaz
poliubikvitinacidé nyoman degradaloédik [72], és az ismert, hogy az ERK3
nagymértékben instabil fehérje, féléletideje mindossze 30-45 perc [73]. Ezzel szemben
az ERK4 turnover-jének szabalyozasardl nincs ismert adat, viszont az ismert, hogy az
ERK4 stabilitasa szamottevéen nagyobb [65].

A NLK (Nemo-szeri kinaz) egy kozponti kinaz doménnal rendelkezik, mely egy
N- és egy C-terminalis tilnyuld régidval hatarolt. Az N-terminalis doménben talalhatod
egy glutaminban, alaninban ¢és hisztidinben gazdag régid, mely hasonlosdgot mutat
transzkripcids faktorok ismétl6dd régidival. Ezen régid az NLK ortoldgjai kozt kevéssé
konzervalt és jelenleg funkcidja sem ismert. A C-termindlis domén evolucidsan
konzervalt és szerepet jatszhat egyéb fehérjékkel valo kolcsonhatasban [74]. Habar az
NLK-ban TQE aktivaciés hurok motivum taldlhato, mely a CDK2 (ciklin dependens
kindz 2) THE mintazatara hasonlit, viszont az NLK kindz doménje nagyobb
hasonlésagot mutat a MAPK-0k kindaz doménjével, mint a CDK-k kindz doménjével.
Feltételezték, hogy az aktivacids hurok treoninjanak foszforildcidja vezet az NLK
aktivalodasahoz, melyet végiil ki is mutattak, viszont érdekes méddon ezt még nem
sikerlilt in vivo kisérletekkel igazolni [75]. Bizonyos sejttipusokban 0Osszefiiggést
talaltak a Ca®*/kalmodulin jelatvitel és az NLK aktivacioja kozott [76]. Néhany kinazrél
ismert, hogy szerepet jatszanak az NLK aktivalasaban [76,77], viszont a pontos

mechanizmus még feltaratlan.
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Az ERK?7 kinazban a kinaz doménon kiviil egy 204 aminsavbol all6 C-terminalis
régio talalhatd. Kindz doménje az ERK1 kindz doménjével 45%-o0s hasonldsdgot mutat,
a C-terminalis régid aminosav sorrendje viszont nem hasonlit semmilyen mas fehérjére.
Utébbiban két prolinban gazdag régid talalhatdo, mely SH3 domén ligandként
szerepelhet, illetve egy feltételezett nukledris lokalizacios szekvencia is azonositottak
ebben a doménben Az ERK7-ben aktivacios hurkaban TEY motivum talalhat6, melyr6l
eddig még nem bizonyitott, hogy barmely MAPKK aktivalna, ellenben
autofoszforilacioja széleskoriien tanulmanyozott és bizonyitott [67]. Az ERK7 a MAP
kinazok kozott egyediilalld szabalyozassal rendelkezik. Azt talaltak, hogy az ERK7
fiziologidsan, mindennemii stressz nélkiil is magas aktivitissal rendelkezik, azaz
konstitutivan aktiv. In vivo kisérletekkel kimutattak, hogy a kinaz inaktiv ERK7 kinaz
nem foszforilaloédik a TEY motivumon, mely azt sugallja, hogy az ERK7
autofoszforilacioval aktivalodik. Aktivitasara nem hatnak MAPKK inhibitorok és nem
aktivalhatbak MAPKK-okkal. A foszforilaci6 természetének vizsgalata érdekében vad
tipustt ERK7-hez adtak kinaz inaktiv ERK7-et ndvekvd koncentracidban, majd in vitro
kin4z reakcidt végeztek. A mutdns nem foszforildlodott a vad tipusu aktivitdsa pedig
nem valtozott, igy megallapitottdk, hogy az aktivalodas cisz-foszforilacidval, azaz
intramolekularis foszforilacioval megy végbe. Létrehoztadk az ERK7 C-terminalis
doménen trunkalt mutansait, és azt talaltak, hogy a legalacsonyabb aktivitdsa annak a
kinaznak van, mely a legkisebb C-terminalis régiot tartalmazza [78]. Feltételezhetéen a
C-terminalis kolcsonhat a kindz doménnel és indukalja aktivalodasat, vagy eléfordulhat,
hogy valamely eddig nem azonositott mas fehérje kotddik a C-terminalis doménhez.
TEY hurok mutansok eldallitasakor megallapitottak, hogy azok nem rendelkeznek kinaz
aktivitassal, azaz a TEY motivum foszforilacidja nélkiilozhetetlen a kinaz aktivitdsdhoz.
Bakteridlisan  eldallitott ERK7 fehérje defoszforilacidja esetén a  treonin
defoszforilacidja a tirozin defoszforilacidjanal sokkal nagyobb mértékben csokkenti a
kindz aktivitasat. gy megallapithato, hogy az ERK7 aktivitasanak f6 meghatarozoja az
aktivacidos hurokban bekovetkezd treonin foszforildcid. Az ERK3-hoz hasonléan az
ERKY7 mennyisége fizioldgidsan poliubikvitindcioval szabalyozott és proteolizis altal
befolyésolt, melyért a kinaz domén N-terminalis részen elhelyezkedd 20 aminosavnyi

régio a felelds [79].
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Az ERK7 human fehérje legkozelebbi homologja a patkdny ERKS, szerkezeti
felépitése hasonld, viszont aminosav szekvencidjukban csupan 69%-os homologiat
mutatnak. Azt talaltdk, hogy az ERK8 C-termindlisan elhelyezkedd két SH3 domén
koté motivum révén kotédik az c-Src SH3 doménjéhez és ily modon aktivalodik [68]. A
foszforilalt aktivacidos hurokra specifikus anti-p-ERK ellenanyaggal vizsgalva a
bakteridlisan eldallitott ERKS kimutathatd, bar az ERK7-hez képest 1ényegesebben
alacsonyabb affinitassal kotdédik hozzd az ellenagyag. Mivel viszont igen kicsi az
es¢lye, hogy egy eukariota kinaz a baktériumban aktivalodjon mas kinazok altal, igy
ebbdl autofoszforilacios aktivalodasra kovetkeztethetink. Az autofoszforilaciot
alatamasztja, hogy a kinaz inaktiv mutans anti-p-ERK ellenanyaggal nem volt
detektalhatd. Csakigy, mint az ERK7 esetében, az ERK8-ndl is kimutattdk a TEY
motivum foszforildcidjanak sziikségességét a kinaz aktivitdshoz. Tovabba a
foszforilacids hurok egyszeres mutansai esetén tomegspektrometriaval azonositottak a
masik foszfoaminosavat — a T175A esetén a foszfotreonint, az Y177F esetén pedig a
foszfotirozint — viszont ezek a mutansok nem rendelkeztek kinaz aktivitassal. Erdekes
modon azt talaltdk, hogy a human HEK-293 sejtben expresszalt ERK8 szdzszor kevésbé
aktiv, mint a bakterialisan eléallitott fehérje [80]. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az
aktiv és inaktiv ERK8 mennyiségéért, azaz az autofoszforilacié és a defoszforilacio
kozti dinamikus egyensulyért, a baktérium sejtekbdl hianyzo foszfatazok feleldsek.
Megvizsgaltak az egyes foszfatdzok hatasat: a bakterialisan expresszalt ERKS8 aktivitasa
— az ERKY7-hez hasonléoan — 95%-kal csokkent a szerin/treonin specifikus foszfataz
(PP2A) altal torténd kezelés hatasara, viszont a tirozin specifikus foszfataz (PTP1B)
csupan 15-20%-kal csokkentette az enzim aktivitasat. Tehat az ERKS aktivitasahoz
foként a treonin foszforildcidja sziikséges, a tirozin foszforilacidja masodlagos.
Foszfataz inhibitorokkal kezelt sejteken azt talaltak, hogy az okadansav, mely a PP1 és
PP2A foszfoprotein-foszfatazokat gatolja, 6tszords aktivitas emelkedést okozott, mig a
foszfotirozin-foszfatazokat, illetve a kettds specifitaist  MKP-okat (MAP kinaz
foszfatdzokat) gatlo ortovanadat esetén valtozas nem volt megfigyelhetd. A vad tipust
kindz tdmegspektrometrias analizisével azonositottak az aktivacidos hurok aminosavai
mellett egyéb foszfoaminosavakat (Ser192, Ser331, Thr352, Ser362, Ser378 és Thr380),
mig a mutans fehérjében az aminosavak nem voltak foszforiladlva. Ez az eredmény Gjabb

bizonyitékként szolgalt az autofoszforilacié mellett. A Ser362-t és a Thr380-at prolin
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kovette, amely megfelel az altalanos MAP kindz foszforilacios helynek, mig a tobbi
foszforilalt aminosav szomszédsagaban mas aminosav helyezkedett el [80]. Tehat
megallapithatd, hogy az ERK8 képes a Ser-Pro/Thr-Pro mintazattol eltéré aminosavakat

is foszforilalni.

2.2.2. Arabidopsis thaliana MAP kinazok

A ndvényi nodvekedési jelatvitel tanulmanyozdsa mind mezdgazdasagi, mind
tudomanyos szemszOgbdl igen fontos. A novények az €16 kornyezetiink részei,
¢lelmiszereink és szamtalan gyogyaszati hatéanyag forrasai, illetve egyre né
jelentéségiik a meghjuld energiaforrasok szempontjabol is. A magasabbrendi
novényeknek folyamatosan alkalmazkodniuk kell az 4llanddan véltoz6 kornyezethez
helyhez kotott életmodjuk miatt, adaptalédnak példaul a hémérséklethez, a fényhez, a
szarassaghoz. Ehhez az adaptacidhoz gyors és dinamikus valtozasok sziikségesek az
enzimaktivitasokban ¢és a génexpresszios szintekben egyardnt. A foszforilacios-
defoszforilacios modositasok kézponti szerepet jatszanak a jelatviteli utvonalakban, igy
nem meglepd, hogy a z6ld novények genomjanak 5%-a kodol kinazt [81], melyek
mintegy 10%-a az MAPK kaszkadba tartozik [82]. Az eukaridtak koziil a novények
rendelkeznek legszerteagazobb MAPK halozattal, bizonyitva ezen jelatviteli rendszerek
rendkiviili sokoldaliisagat. Genetikai kutatasok kimutattak, hogy a névényi MAPK-ok
nemcsak a biotikus és az abiotikus stresszre adott valaszban, hanem a hormonalis és
novekedési szignalizacioban is részt vesznek. Bar az emldsokben a MAPK jelatviteli
folyamatok sémaja ¢€s tagjai jol ismertek, e tudas sajnalatos modon nem alkalmazhat6 a
novényi szervezetekre. Szdmos jol karakterizalt emlds kindz homoldgja egyszeriien nem
talalhatd6 meg a ndvényekben, rdadasul a foszforilacids helyet prediktdld programok a
novényi foszforilacios helyek 40%-at képtelenek kimutatni [83].

Arabidopsisban 20 MAPK, 10 MAPKK, 60 MAPKKK ismert, amely a ndvényi
MAPK szignal transzdukcios halozatok nagyfoku specializaltsagara és Osszetettségére
utal [84]. Mivel a MAPKK-0k és a MAPK-0k szama a MAPKKK-0k szamanal joval
alacsonyabb, a kaszkadban jelatviteli konvergencia valosul meg.

A novényi kindzok homologidjukat tekintetbe véve négy alcsaladba, a TXY
foszfoakceptor hely aminosav sorrendjét tekintve pedig két csoportra oszthatok (8.
abra). A MAP kinazok A-alcsaladjanak tagjai tObbnyire kornyezeti és hormonalis

valaszokban, a B-alcsalad tagjainak nagyrészt a sejtciklus szabalyozasaban, valamint
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né¢hanyuk a kornyezeti stresszvalaszban kap szerepet, a C- ¢és D-alcsaladrol
rendelkezésiinkre 4ll6 informéciok jelenleg korlatozottak, igy fiziologids funkcidjuk is

jorészt ismeretlen [85].
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TRENDS in Plant Science

8. abra. A novényi MAP kinazok csoportositasa. Pirossal jelolve az Arabidopsis thaliana
MAPK-ok, az AtMPK?9 a D-alcsaladban talalhaté meg. Sarga szin jeloli a MAPK domént,
sziirke szin a talnyul6 régiokat, tobbek kdzott a C-terminalis domént, a fehér szin a szerinben, a
z0ld szin pedig a glutamatban gazdag régiot [84].
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A ndvényi MAP kinazok elsé csoportjaba sorolhatok azon fehérjék, melyek aktiv
centrumaban TEY motivum taldlhat6 és rendelkeznek a C-termindlisukban dokkold
doménnel (CD: common docking), azaz az A-, a B- és a C-alcsalad. A CD domén
megfeleltethetd az emlés MAP kindzokra jellemz6 dokkold kotéaroknak. A MAPK
kaszkadok specificitasa a kaszkad komponenseiben azonositott dokkolé domének és a
hozzajuk k6t6dé D-motivumok jelenlétének koszonhetd. Erdekes modon a D-motivum
nemcsak a MAPK-ok szubsztratjaiban talalhatdé meg, hanem az aktivaldo MAPKK-
okban, deaktivalo foszfatazokban, illetve allvanyfehérjékben is [86]. A MAPK kaszkad
komponensei sok esetben nem kozvetleniil hatnak koOlcson egymassal, hanem
allvanyfehérjék biztositjak a térbeli kozelséget €s a specifikus kapcsoldodast. A novényi
MAPK kaszkadokban szerepld allvanyfehérjét viszont eddig még nem azonositottak
[87]. Az A-, B-, C-alcsalad tagjai MAPKK-o0k altal aktivalodva vesznek részt klasszikus
MAPK kinaz Gtvonalakban [85].

A masik csoport egyetlen D-alcsaladja 8 Arabidopsis MAPK-t foglal magaba és a
specifikus TDY aminosav mintazat jellemzé ra. A D-alcsalad tovabbi jellemzdje, hogy
tagjai rendelkeznek egy hosszabb C-terminalis doménnel, illetve hogy a CD doménre
jellemzO savas aminosavakat bazikus aminosavak helyettesitik [88]. Emellett
megfigyeltek egy extra, 60-80 aminosav hosszisagh szekvenciat is az AtMPKO9,
AtMPKS és az AtMPK15 fehérjék N-terminalisan, ezen beliil pedig az AtMPKS8-ban
egy szerinben, az AtMPKO9-ben pedig egy glumatinsavban gazdag régiot is
azonositottak [84]. Az ide tartozo MAP kinazok a felsorolt szerkezeti jellegzetességeik
alapjan valoszinlileg a klasszikus kinazoktol eltérd funkcioval is rendelkeznek.
Megjegyzendd, hogy a TGY motivumot tartalmazo p38 kindzoknak, illetve a TPY
motivumot tartalmazé JNK MAP kindzoknak nem talalhat6 ndvényi homolodgja.
Erdekes megfigyelés, hogy a D-alcsaladra jellemz$ C-terminélis domén az algik D-
alcsaladd-beli MAP kinazaindl még nem volt jelen, igy feltételezhetd, hogy a szaraz{foldi
novények korai evolucidja soran jelent meg ez a MAPK alcsalad [88].

Az AtMPKS8-r6l, mint a D-alcsalad egyetlen eddig tanulmanyozott tagjarol
kimutattak, hogy in planta az AtMKK3 ¢s a kalmodulin aktivacioja sziikséges a teljes
aktivitdsahoz, a TDY hurok AtMKK3 altali foszforilaciojat viszont nem tudtak
kimutatni [89]. A kalmodulinnal valé koélesonhatast igazoltak élesztd kettGs hibriddel és

bimolekularis fluoreszcencia komplementacioval (BiFC, bimolecular fluorescence
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complementation) is. Azt talaltak, hogy a kalmodulinnal t6rténd tranziens koexpresszio
révén mind a vad tipusu, mind a foszforilaciés hurok egyes, illetve kettds mutans
fehérjének megnd az aktivitasa.

Egy kozleményben az ismert 20 MAPK és 10 MAPKK kozotti €lesztd kettds
hibrid, in vitro és in planta kisérletek alapjan bizonyitott kolcsonhatasok haldzatat
alkottak meg és abrazoltak grafikusan (9. abra) [90]. Ezek alapjan kijelenthetd, hogy
egy adott MAPK tobbféle MAPKK altal képes aktivalodni, a legtobb kolcsonhatast az
AtMPK®6-tal, az AtMPK3-mal és az AtMPK4-gyel kapcsolatban mutattak ki. A D-
alcsaladban talalhaté MAPK-0k esetén 1ényeges alacsonyabb szamu kdlcsonhatas volt
kimutathat6, illetve az AtMPK9, AtMPK12, AtMPKI18 és az AtMPK19 egyetlen
MAPKK-zal sem hat kélcson.

MKK8_

MKK4 | MKKS &
MKK7 )

(_ MKK9 ) 3
> - ( MKK10 )

{_ MKK3 ) MKK4 MKKS

Group B Group C

9. abra. A novényi MAPKK/MAPK/szubsztrat rendszer foszforilacios halézata [90]. A
szinek az egyes rokoni kapcsolatokat jeldlik, a felsé sorban az ¢élesztd kettos hibriddel
azonositott kolcsonhatasok lathatok, az alson pedig in vitro vagy in planta eredmények. A

fekete vonalak azt jelentik, hogy a kdlcsonhatas mellett foszforilaciot is kimutattak.
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A 10. abra MAPK foszforildcios kaszkdd és szubsztratjai kapcsolatanak
Osszetettségét szemlélteti [91]. Popescu ¢és tarsai egy nagyszabast kisérletben
microarray segitségével vizsgaltak 2158 Arabidopsis fehérjét. Az analizist MAPK
kinazokkal aktivalt MAP kindzokkal és 2158 potencialis szubsztrattal végezték. A
vizsgélt szubsztratok fele feltételezett transzkripcios faktor, 34%-a feltételezett
nukleinsav koto fehérje, 16%-a pedig fehérje kindz volt. Ezeket a szubsztrat fehérjéket
felilethez rogzitették, majd hozzaadtdk az aktivalt kindzt radioaktivan jelolt ATP
jelenlétében. Végiil 570 potencialis MAPK szubsztratot taldltak és megallapitottak,
hogy koziilik atlagosan 128-at foszforilalnak az egyes MAP kinazok, az AtMPKG6
rendelkezik a legszélesebb szubsztratspecificitassal (184 fehérje), mig a legkevésbé
aktiv az AtMPKS ¢s az AtMPK16 (mindossze 40, illetve 69 azonositott szubsztrattal).
Erdekes médon 290 kolcsonhatas specifikusnak bizonyult, azaz a fehérjék csak egy
MAPK altal foszforilalodtak. Tehat kijelenthetjiik, hogy az egyes MAPK-k
szekvenciajukat tekintve hiaba mutatnak rokonsagot, szubsztratspecifitasuk — az in vitro

adatok alapjan — egyedi [91].

MKK T—MPK —Targets

10. abra. MAPKK/MAPK/szubsztrat foszforilaciés halézat fehérje microarray adatok
alapjan [91]. Az abra 589 pontot, 9 MAPKK-t, 10 MAPK-t és 570 szubsztratot abrazol, a
csomopontok mérete aranyos a kapcsolatok mértékével. A halozat 1331 ¢éle az azonositott

foszforilacios eseményeket mutatja.
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A MAP kinaz foszfatizok (MKP-0k) a MAP kinaz kaszkad fontos negativ
szabalyozd komponensei. Az aktivacidés hurok treonin és/vagy tirozin aminosavan
torténd defoszforilacio a kinaz inaktivalasahoz vezet. Az Arabidopsis thaliana genomja
minddssze 5 MKP-t kodol a 20 MAPK-zal szemben, mely azt sugallja, hogy egy
foszfataz tobb MAPK-t is szabéalyozhat, melybdl eddig 5 kolcsonhatast azonositottak
[92]. Legnagyobb jelentdsége a kettds specifitasu foszfatazoknak van, melyek képesek a
foszfoszerin/foszfotreonin, illetve a foszfotirozin defoszforilalasara. Az els6 névényben
azonositott MKP a szerin/treonin specifikus, PP2C (protein foszfatdz 2 C) csaladba
tartozo foszfatdz, az MP2C (ndvényi fehérje foszfatdz 2 C) fehérje volt, melyrdl
igazoltak, hogy képes inaktivalni a stressz-aktivalt MAPK (SAMK) jelatviteli titvonalat
[93]. Arabidopsisban az els6 azonositott kett6s specifitasu foszfataz a DsPTP1 (kettOs
specifitasu fehérje foszfataz 1) fehérje volt, melyrdl kimutattdk, hogy az AtMPK4 és az
AtMPK6 negativ regulatora [94]. Kisérletes eredményekbdl lathatdé, hogy ezen
foszfatazok szintje is fligg a kdrnyezeti stressztdl, igy vehetnek részt a ndvényi jelatvitel

finomhangolasaban, am ezen folyamatok részletei jelenleg kevéssé ismertek.

2.2.3. Az AtMPK9

Az érdeklddésiink kozéppontjdban 1évé AtMPK9 a ndvényi MAP kinazok
legkevésbé ismert, D-alcsaladjaba tartozik. Az AtMPK9-nek sem funkcidja, sem
aktivator MAPKK-a, sem egyéb kolcsonhato fehérjéje nem ismert jelenleg.

Az TUPred program segitségével igazoltuk [95], hogy az AtMPK9 fehérjének els6
380 aminosavnyi része globularis és rendezett szerkezetli (MAP kindz domén), utolsé

100-120 aminosavnyi régidja pedig rendezetlen szerkezeti (11. abra).
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11. abra. Az AtMPK9 IUPred altal josolt szerkezeti rendezetlensége. A 0 a teljes
rendezettséget, 1 teljes rendezetlenséget jeloli. 0,5 feletti érték esetén az adott régido mar

rendezetlennek tekinthetd.
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Az UbPred online predikciés szoftver segitségével az AtMPKO9-ben
megjosolhatok azon lizin aminosavak, melyek az ubikvitinacios helyekként jatszhatnak
szerepet [96]. Ezek jelenléte kapcsolatba hozhato a fehérje féléletidejének
szabalyozasaval. A program 0t nagy valoszinliségli helyet talalt a C-terminalis részén
(12. abra), ami alapjan feltételezhetjiilk, hogy mas atipikus kinazhoz hasonldan, az
AtMPK9 sejten beliili koncentracidja a fehérje proteaszomalis lebomlasaval is

regulalhato.

12. abra Az AtMPKO feltételezett ubikvitinacios helyei. Az AtMPK9 aminosav
szekvenciajaban piros szinnel a nagy, kék szinnel a kdzepes, zold szinnel a kis valosziniiségii
ubikvitinacios helyek lathatok. A fehérjében talalhato egyéb lizinek sziirkével vannak jeldlve. A

predikcié az UbPred szoftverrel tortént.

Az AtMPKO is tartalmaz egy D-alcsaladra jellemzd, ismeretlen funkcioja C-

terminalis domént (13. abra), mely az alcsaladon beliil nagyfoku diverzitdst mutat

(Fiiggelék I. abra)

13. abra. Az AtMPK9 I-TASSER program altal prediktalt szerkezete [97]. A kinaz domén
kékkel-z6lddel-pirossal jelolve, a rendezetlen C-terminalis régio pedig narancs-, illetve

citromsargaval.
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Sejten beliili lokalizacidjat tekintve eltéré adatokat talalunk az irodalomban,
kimutattak mar a citoszolban és a sejtmagban [98], illetve a mitokondriumban is [99].
expresszalodik, az ABA-indukalt sztomazarddasban vesz részt, a reaktiv oxigéngyokok
termelésének aktivatora, az ABA jelatviteli utvonalban pozitiv szabalyozdja a
citoplazmatikus kalcium oszcillacidjanak, illetve az AtMPK12-vel egyiitt kapcsolatot
teremthet a két jelatviteli utvonal kozt [100]. Egy publikacioban megemlitik, hogy
élesztében a MPK9 kalmodulinnal kélcsonhat [89].

2.3. AtMPKG és feltételezett szubsztratjai

A novények ndvekedésére mind kdrnyezeti, mind fejlédési stimulusok is hatdssal
vannak, szabalyozzak a sejtosztodast, a differencialodast és a citoszkeleton
elrendezddését [101]. Amellett, hogy a MAPK-ok célfehérjéi foként transzkripcids
faktorok, szabalyoznak citoszkeletdlis fehérjéket is. Novényekben mindeddig csak
néhany MAPK szubsztratot azonositottak, citoszkeletalis fehérjék foszforilacidjarol
pedig kevés ismeretiink van [102].

A MAPK jelatvitel és a citoszkeleton kapcsolata I1étrejohet citoszkeletalis fehérjék
direkt foszforilacigjaval, illetve a citoszkeletdlis fehérjék szerepelhetnek
allvanyfehérjeként a MAP kinazok és azok aktivatorai, szubsztratjai kozott [103]. Allati
és ¢€lesztd sejtekben szamos példat talalunk MAPK-ok ¢és mikrotubuléris fehérjek
kolcsonhatasara. Elesztdben kimutattdk, hogy a mikrotubulus atrendez8dést MAP
kinazok regulaljak ozmotikus stressz esetén [104]. Megallapitottak tovabba, hogy sertés
oocitakban a kinetochor és MAPK-ok kapcsolatban allnak [105], illetve, hogy aktiv
ERK-ek jatszanak szerepet a mikrotubulusok elrendezddésében egér oocitak érése soran
[106]. Habar a novényi MAPK-ok szerepe intenziven tanulmanyozott csak néhany
mikrotubularis fehérje azonositott, mint kdolcsonhatd partner, illetve szubsztrat:
Arabidopsisban a MAP65-1, MAP65-2, MAP65-3 [53], dohany ndvényben pedig a
MAPG65-1a/b [101].

A mikrotubulusok falat az o- és a B-tubulin alegységekbdl allo polipeptidek
alkotjak. A sejtekben eldfordul még egy harmadik tubulin tipus a y-tubulin (14. dbra). A
y-tubulin a mikrotubulus térbeli rendezettségének kialakitasaban jatszik fontos szerepet,
oly moddon, hogy a negativ végéhez kapcsolddik, igy segiti a mikrotubulusok

beagyazodasat a centroszoma anyagaba. Igy egyrészt az egész mikrotubuléris apparatus
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polaritasra tesz szert (ndvekvd végek kifelé néznek), masrészt pedig a negativ végek
stabilizalodnak, azaz az asszocidcid/disszociacio gatlodik.

Az EBI1 (pozitiv vég kotd fehérje 1) egy mikrotubulus-asszocialt fehérje, mely a
sejtosztodads interfazisa soran a mikrotubulus pozitiv végéhez kot és az anafazis
promo6tald komplexszel (APC) is kolesonhat [107]. Kimutattak azt is, hogy mikor az
endoplazmas retikulum depletalt Ca®* szintjének kovetkeztében az ERK1/2 aktivalodik
¢és foszforilalja a STIMI1-et (sztromalis kolcsonhato fehérje 1), minek kovetkeztében a
STIM1 ledisszocial az EB1-r6l [108]. Az EBlc az EB1 fehérjék novényspecifikus
formdja, az EBla-val és az EB1b-vel ellentétben talalhatd benne prediktalt MAPK kot

motivum ¢és foszforilacios hely is.

pozitiv vég

y-tubulin

GCP2
GCEP3

GCP4
GCP5
GCP6

negativ vég

14. abra. A mikrotubulus sematikus szerkezeti képe. A y-tubulin z6ld szinnel, a GCP4

fehérje barna szinnel, az EB1 pedig sargéval lathato.

A GCP4 (y-tubulin komplex fehérje 4) a y-tubulin komplex része, és valdsziniileg
a mikrotubulusok elagazasainak létrehozasaban jatszik szerepet [109]. A GCP4
fehérjében is talalhato prediktalt MAPK foszforilacios hely és kotd motivum.

Egylittmikddd partnereink a novényi sejtosztodas egyes szakaszait vizsgalva in
vivo és in vitro kisérletekkel kimutattak, hogy az aktiv AtMPK6 koélcsonhat a y-
tubulinnal és az EBlc-vel. Utobbiban azonositottak egy tirozin foszforilaciot, mely A-

foszfataz hatasara eltinik és MAP kinaz gatl6o MKK inhibitor hatdsara ezen
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foszforilaci6 mértéke csokken. Emellett megallapitottdk, hogy a novényi
mikrotubulusokhoz a y-tubulin, a GCP4, az EBI1 fehérjék és az aktiv AtMPKG6 is
kapcsolodhat [110]. Igy felmeriilhet a kérdés, hogy az AtMPK6 szubsztratjaiként

foszforilalja-e ezen fehérjéket.

2.3.1. In vitro transzlacion alapulé Kinaz szubsztrat azonositas

A human genom 500 kinazt tartalmaz [111], mig Arabidopsisban tobb mint ezer
kinaz talalhato [112], igy nem meglepd, hogy a kindz szubsztrat azonositas egyik
kozponti témaja a biokémiai és a gyogyszerészeti kutatasoknak. Annak ellenére, hogy
az azonositott kindzok szama egyre nd, a legtobb szubsztratjuk még nem ismert.
Belathat6, hogy ezen kinaz-szubsztrat kolcsonhatasok azonositisa elengedhetetlen a
jelatviteli utvonalak pontos feltérképezéséhez. Egy kinaz fizioldgias szubsztratjanak
felderitése kiilonféle modszereket alkalmazo, 0sszetett biokémiai, sejtbioldgiai feladat,
amely két okbdl is kihivast jelent. ElsOsorban, a legtobb kindz ¢és szubsztrat
fiziologiasan csak kis mennyiségben fordul elé a sejtben, a kinidzok affinitdsa
szubsztratukhoz pedig viszonylag gyenge. Ezen limitaciok kovetkeztében a kinaz-
szubsztrat komplex vagy a célfehérje kivonasa gyakran megvaldsithatatlan.
Masodsorban, az eukariota multidomén fehérjék gyakran nem termeltethetdk
hatékonyan E. coli alapt fehérje expresszids rendszerben, zarvanytesteket alkothatnak.

Annak ellenére, hogy szamos eldrelépés tortént a prokariota fehérje eldallitas
terén és a kiilonféle human sejtvonalak is hasznalhatoak rutin fehérjetermelésre, a
sejtmentes in vitro transzlacid egy hianypotld modszerként alkalmazhato aktiv
rekombinans kinazok eléallitasara [113]. Az in vitro transzlacios rendszerek elonyeit
részletesen a 2.1.3. fejezet mutatja be.

Hogy bebizonyitsuk egy fehérjérdl, hogy valdban szubsztratja egy adott kinaznak,
in vitro foszforilacids reakciot kell végezniink. A kinaz reakcionak két hagyomanyos
modja ismert: egyik a radioaktiv y-foszfatot tartalmazd ATP haszndlatdval a masik
pedig foszfoaminosav specifikus antitesteken alapszik. Habar mindkét modszer nagy
érzekenységii €s jol leirt, az elsd esetében specialis laboratoriumra van sziikség, illetve
veszélyes anyaggal kell dolgoznunk, utdobbi moddszer alkalmazhatésaga pedig az
1d6tényezOn és az antitest mindségén alapul. A kereskedelmi forgalomban kaphato,

foszfospecifikus festék alkalmazasa egy vonzé alternativat jelenthet a foszfoszerint,
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foszfotirozint és foszfotreonint tartalmazdé aminosavak PAGE gélben torténd
kimutatasaban [114].

Laboratoriumunkban optimalizaltuk az in vitro transzlacion és kinaz reakcion
alapul6 szubsztrat azonositast, az AtMPK6 feltételezett szubsztratjait ezen technikakkal

kivantuk igazolni [113].
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3. Célkitiizések

A sejten beliili jelatviteli folyamatok kdzponti eleme a fehérjék foszforilacios-
defoszforilaciés ciklusa, ennek modja, szabdlyozdsa ¢és funkcidja ndvényekben
nagyrészt feltaratlan. A MAP kinazok szerepe a sejtosztodastol a sejthalalig szamos
jelatviteli folyamatban szamottevo, aktivalodasuk torténhet a klasszikus MAPK kaszkad
altal (tipikus MAPK-0K), illetve autofoszforilacio révén is (atipikus MAPK-0k).

Munkank soran az Arabidopsis thaliana modellorganizmus mindeddig ismeretlen
aktivacioji és szabalyozasu képviseldjét, a D-alcsalddba tartozo atipikus kinazt, az
AtMPK9-et kivantuk tanulméanyozni. Egyetlen kivételtdl eltekintve a ndvényi atipikus
MAP kinazok aktivalodasa nem ismert. Munkacsoportunk el6zetes tapasztalatai alapjan
a sejtmentes, buzacsira kivonaton alapuld fehérjetermeld rendszer idealis eukariota
kinazok eldallitasara: a transzlacioval oldott allapotban 1év0, nativ térszerkezetli fehérje
allithato el6 preparativ mennyiségben. Az in vitro adatok egyszeriien megerdsithetéek
in vivo koriilmények kozt Arabidopsis thaliana sejtszuszpenzion végzett tranziens
fehérje expresszioval. Az atipikus MAP kindzokra jellemz6 autofoszforilacidval torténd
aktivacié eredményeképp foszforilaloddo aminosavak azonositasat szegedi kollégaink
kozremiikodésével,  tomegspektrometrids  foszfopeptid  analizissel — kivantuk
megvalositani. Tovabba egy kozos nemzetkdzi palyazat keretein beliil egy altalunk
kidolgozott kindz szubsztrat azonositasi modszerrel kivantunk hozzajarulni cseh
kollégaink kutatasi eredményeihez.

Kisérletes munkank sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a véalaszt:

- Eldallithato-e funkcionalis vizsgalatokra alkalmas AtMPK9 in vitro transzlacios,
illetve bakteridlis rendszerben?

- Kimutathato-e a D-alcsaladra jellemz6, TDY aktivacios hurok foszforilacidja in
vivo és in vitro?

- Milyen mechanizmussal aktivalodik az AtMPK9? Autofoszforilacio esetén cisz-
vagy transz-autofoszforilacio torténik?

- Aktivalja-e az AtMPK9-et barmely MAPK kindaz az in vivo tranziens
expresszios rendszerben?

- Mely egyéb aminosavak foszforilalodnak az aktivalt AtMPK9-ben?
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- Az in vitro transzlacioval eléallitott AtMPK6 mely fehérjéket foszforilalja

feltételezett, mikrotubulus-asszocialt szubsztratjai koziil?
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4. Modszerek
4.1. Klénozas, vektorok tisztitasa

4.1.1. Alkalmazott anyagok, primerek, vektorkonstrukciok

A kisérleteink soran alkalmazott anyagok, primerek, illetve vektorok listajat a

Fliggelék tartalmazza.

4.1.2. Fehérje kodolo DNS szakaszok felsokszorositasa

A rekombinans vektorkonstrukciok létrehozasdhoz az inszertet polimeraz
lancreakcié (PCR) segitségével allitjuk elé. Az amplifikdci6 DNS templatrol
(Arabidopsis thaliana ¢DNS konyvtar vagy plazmid konstrukcio) torténik. A
fidelity), proofreading, azaz 3'-5' exonukleaz aktivitassal rendelkez6 enzimet (iProof
High Fidelity Polymerase) és CleanAmp dNTP mix-et, azaz Hot-Start nukleotidokat
alkalmazunk. A ligalasok eredményességének kolonia PCR-rel torténd ellenérzésére
megfeleld az altalanosan hasznalt, proofreading aktivitassal nem rendelkezé Taq DNS
polimeraz.

A iProof PCR: reakcio térfogat 50 ul;
10 pl 5x iProof™ HF puffer
1 ul 10 mM CleanAmp dNTP mix
2,5 ul 10 pM 3’ primer
2,5 ul 10 uM 5’ primer
1 ul templat (néhany pg plazmid vagy néhany ng cDNS konyvtar)
0,2 pl iProof enzim
50 pl végtérfogatra kiegészitve nukleazmentes vizzel.
A PCR program:
95 °C, 5 perc (els6dleges denaturalas)
95 °C, 10 masodperc (denaturalas)
50-55 °C, (az alkalmazott primerek Tm-je+3 °C) 10 masodperc (annealing)
72 °C, az inszert hosszatol fliggéen 15-30 masodperc/kb (Ianchosszabbitas)

n=30 (2. és 4. kozotti 1épések i1smétlésének szama)
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72 °C, 3 perc (végso lanchosszabbités)

inkubalas 4 °C-on
Az elkésziilt PCR reakcioelegybdl 5 pl-t kivesziink és megfuttatunk agar6z gélen
ellendrzés céljabol, a maradék 45 pl-t PCR Clean Up pufferrel Kicsapjuk.

A kolénia PCR: reakcid térfogat 20 pl

10 pul 2x PCR MasterMix (Taq DNS polimerazt tartalmaz)

8 ul desztillalt viz

I ul 10 uM 3’ primer

1 pul 10 uM 5’ primer
Templatként egy ¢jszakan at ndvesztett, ligdtummal transzformalt baktérium koldnia
szolgal, melybdl pipettaheggyel kis mennyiséget a reakcidelegyet tartalmazd PCR cs6be
mosunk. A kivalasztott koloniakrol master plate-et készitiink.

A PCR program:

95 °C, 5 perc (elsddleges denaturalas)

95 °C, 30 masodperc (denaturalas)

50-55 °C, (az alkalmazott primerek Tm-je-5 °C) 10 masodperc (annealing)

72 °C, az inszert hosszatol figgben 1 perc/kb (lanchosszabbitas)

n=30 (2. és 4. kozotti Iépések ismétlésének szama)

72 °C, 3 perc (végso lanchosszabbitas)

inkubalés 4 °C-on

Az elkésziilt PCR reakcioelegybdl 10 pl-t megfuttatunk agardz gélen ellenérzés

céljabol. A PCR Clean Up pufferrel a PCR reakciobol az inszert kicsaphatd, a
dezoxiribonukleotidok ¢és primerek eltavolithatoak. A PCR terméeket 100 pl-re
kiegészitjiik nukledzmentes desztillalt vizzel, majd azonos térfogatt PEG PCR Clean
Up puffert adunk hozza. Az oldatot vortexeljiik, majd 20 percig szobahdmérsékleten
inkubaljuk. Az elegyet 13000 rpm sebességen 10 percig centrifugaljuk, majd leszivjuk a
feliiliszot. A pelletet 1 ml abszolut etanollal mossuk, majd 13000 rpm sebességen Gjra
10 percig centrifugdljuk, a feliiliszot eltavolitjuk. Utdbbi l1épést kétszer ismételjiik. A
csapadékot vakuum centrifugaban szaritjuk, majd 10 pl nukledzmentes desztillalt

crcr

meg.
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4.1.3. Agaroz gélelektroforézis

A PCR reakciok, restrikcios emésztések, in vitro transzkripcio sikerességét agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik. Kisérletek sordn hasznalt gélek 0,8-1,5% agarozt
tartalmaznak 1x TAE elektroforézis pufferben feloldva. A mintakhoz felvitel elott 6x
Loading Dye festéket adunk, a gélt 100 V-on 30-40 percig futatjuk, majd GelGreen
DNS interkalalo festékkel festjiik, UV fényben detektaljuk.

4.1.4. DNS izolalasa agaroz gélbol

Az agar6z gélelektroforézist kovetden a gél az ismertetett modon festjiik, majd a
DNS fragmens kivagasakor az UV fénnyel miikdddé géldokumentécios rendszer helyett
lathato kék fényt emittdlo, LED-es fényforrast alkalmaztunk, hogy elkeriiljiik az UV
sugarzas esetleges DNS karositdé hatasat. A kivant méreti DNS izolalasat a
kereskedelemben kaphat6, PureLink Quick Gel Extraction and Combo Kit kittel
veégezziik. A DNS kotd oszloprol desztillalt vizzel elualjuk a tisztitandd DNS-t, tovabbi

felhasznalasig -20 °C-on taroljuk.

4.1.5. Plazmid DNS tisztitasa és transzformalas kompetens sejtbe

Az adott plazmiddal transzformalt baktériumtorzset egy éjszakan at (16 ora), 37
°C-on, 220 rpm razatas mellett, 5 ml (mini prep) illetve 25 ml (midi prep) LB
tapoldatban  tenyésztjiik a baktériumsejtbe juttatott plazmidnak megfeleld
antibiotikummal: 100 pg/ml karbenicillin a pET28a-t tartalmazé XL10-GOLD sejtek
esetén, 35 pug/ml kléramfenikol és 100ug/ml karbenicillin a pET28a-at tartalmazo BL21
sejtek esetén, illetve 100 pg/ml karbenicillin a pRT és pEU plazmidokat tartalmazé
XL10-GOLD sejteknél. A plazmid baktériumokbdl torténd izolalasat a kereskedelmi
forgalomban kaphato kittel valositjuk meg (PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit,
illetve QIAGEN Plasmid Midi Kit). Az izolalt plazmidot végil 50 pul 65 °C-ra
eldmelegitett nukleazmentes vizzel eludljuk, NanoDrop spektrofotométerrel
koncentraciot mériink, majd a DNS-t -20 °C-on taroljuk a tovabbi felhasznélésig.

Mind a gyari, mind laborunk altal készitett kompetens sejteket 50 pl-es adagokban
taroljuk -80 °C-on. A transzformalas kezdete el6tt 20 perc alatt jégen kiolvasztjuk, majd
50 pl sejtszuszpenzidhoz maximum 5 pl ligatumot adunk, 6vatosan pocogtetjiik, majd

jégen inkubaljuk tjabb 20 percig. A transzformalast 1 perces, 42 °C-os hésokkal
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végezzik. A csovet 2 percig jégen tartjuk, majd hozzaadunk 500 pl szobahémérsékletii
SOC oldatot és 1 oran at inkubaljuk 37 °C-on, 220 rpm razatas mellett. Ezutan 4000
rpm-en 5 percig centrifugaljuk, majd a feliiluszot leszivjuk, gy hogy kortlbelil 100 pl
maradjon a csapadékon. Ebben felszuszpendaljuk a sejteket és antibiotikumot
tartalmazoé szilard LB taptalajra szélesztjiik. A lemezt 1égtermosztatban egy ¢jszakan at

(16 6ran at) novesztjiik 37 °C-on.

4.1.6. Klonozas restrikcios endonukleazokkal

A pRTHA névényi expresszios vektorba restrikcios klonozassal helyezziik a vad
tipustt és a kinaz inaktiv AtMPKO9-et. A PCR reakcidhoz a mar kész transzlacios
vektorok  szolgalnak  templatként, az  alkalmazott primerek pedig a
pRTHA_ AtMPK9WTfor és a pRTHA_AtMPK9WTrev. 500 ng pRTHA vektort és 500
ng inszertet emésztjiikk: 1-1 pl Ncol és Notl enzimekkel, 2 pl 10x FastDigest pufferrel,
majd 20 pl-re kiegészitjiik nukleazmentes vizzel és 10 percig 37 °C-on inkubaljuk. A
mintdkat PCR Clean Up pufferrel tisztitjuk. A ligalast az altaldnosan alkalmazott 1:3
vektor:inszert aranyban, a leiratban megadott protokoll szerint allitjuk 6ssze, gy hogy
100 ng legyen a DNS 6sszmennyisége. A ligalast 4 °C-on egy ¢€jszakan at végezzik,
majd masnap 5 pl ligdtumot transzformalunk XL10-GOLD kompetens sejtekbe a
korabban ismertetett modon. A pET28a bakteridlis expresszidos vektornal ugyanigy
jarunk el, a pET28a AtMPKOfor és pET28a AtMPKO9rev primereket hasznalva. A
transzformalt baktérium sejteket karbenicillint (pRT), illetve kanamicint (pET28a)
tartalmazo6 lemezre szélesztjiik és 37 °C-on, 16 oran at novesztjiik. Masnap pRTfor és
pRTrev, illetve pET28afor és pET28arev primerekkel kolonia PCR segitségével
valasztjuk ki a pozitiv telepeket. A kivalasztott klonokat leoltjuk 5 ml LB +
karbenicillin (pRT), illetve kanamicin (pET28a) tapoldatba és 37 °C-on, 220 rpm-mel
razatva novesztetjiik egy éjszakdn at. A plazmidot a korabban ismertetett mdodon

tisztitjuk.

4.1.7. Klénozas Gateway rendszerrel

A Gateway klonozas az Invitrogen cég altal kifejlesztett technika, melynél a A-
bakteriofag ¢letciklusat hasznaljak ki: a gyari enzimkeverékkel egy alapvektor (entry) és
egy célvektor (destination) kozti rekombinacidt hozunk 1étre, az inszertet ’atugratjuk’ az

alapvektorbol a célvektorba. A Gateway klonozas kiilondsen eldnyds, ha az inszertlinket
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késébb nagyobb szamu, kiilonféle vektorba szeretnénk atvinni. Laborunkban a legtobb
MAPK ¢és MAPKK megtalalhaté a pENTR4 alapvektorban.

A Gateway klonozasi reakciohoz a Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix kit-et
hasznaljuk. A reakcié Osszetétele az alabbi: 100 ng pENTR4_myc-AtMKK4-GOF
alapvektor, 100 ng pEU-NII-CassetteA célvektor, 4 ul-re kiegészitve TE pufferrel (pH
8,0), 1 ul LR Clonase II enzimkeverék. Egy o6ras, 25 °C-on torténd inkubacio utan 1 ul
Proteinase K-t adunk hozza és 37 °C-on inkubaljuk 10 percig, hogy leallitsuk a reakciot,
azaz degradaljuk az enzimkeveréket. 1 ul ligaitumot végiil a-select kompetens sejtekbe
transzformalunk, majd karbenicillint tartalmazé lemezre szélesztjik és 37 °C-on, 16
oran at novesztjiik. Masnap a pEU-NIIfor és pEUrev primerek alkalmazasaval kolonia
PCR-rel valasztjuk ki az inszert méretének megfeleld terméket add, pozitiv klonokat. A
pozitiv klonokat 5 ml LB + Kkarbenicillin tapoldatba oltjuk és 37 °C-on, 220 rpm-mel
razatva novesztjiik egy ¢jszakan at. A plazmidot gyari plazmid tisztito kittel tisztitjuk,
célvektorokat tigy alkottak meg, hogy a két rekombinacids hely kozott talalhato egy
negativ szelekcios marker, a ccdB gén (F-plazmid eredetii DNS-giraz inhibitor), amely
ha a helyén marad (azaz nem torténik meg a rekombinaci6) akadalyozni fogja az atlagos
(nem ccdB rezisztens) E. coli sejtek novekedését, igy a csak olyan telepek nének fel,
amelyek a kivant inszertet tartalmazé plazmiddal rendelkeznek. Az iires célvektorok
felsokszorositasara olyan kompetens sejt alkalmas, amely ccdB rezisztens (pl. ccdB
survival vagy DB3.1)). Kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy bar az altalunk
altalanosan hasznalt XL10-GOLD nem ccdB rezisztens sejtvonal, az F plazmidot
tartalmazza, igy novekedett ccdB rezisztenciaval bir, Gateway klonozasbol szarmazo
ligatum transzformalasakor nagy hatteret ad [115]. Tehat a Gateway klonozas esetén

késobbi kisérleteinkben kertiltiik az XL10-GOLD E. coli sejtvonal alkalmazasat.

4.1.8. Ligalas-fiiggetlen klonozas

A ligdlas-fiiggetlen klonozas egyszertien kivitelezhetd, mivel csak egy
enzimreakciora van sziikség; univerzalis, mert nem korladtozzédk a klénozandd6 DNS
szekvenciaban talalhato restrikcidos endonukleaz helyek. Az inszerteket PCR reakcioval
amplifikaljuk. A primereket ugy tervezziik, hogy 18 nukleotid hossziisag talnyuld
véggel rendelkezzenek, melyek komplementerek a vektor megfeleld szakaszaval (LIC

szekvencia). A modszer a T4 DNS polimeraz 3°—5’ exonukleaz aktivitdsan alapszik,
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amely ragados végeket generdl az inszerten €s a linearizalt vektoron egyarant. A primer
tulnytlo végeibdl hianyzik az egyik nukleotid, esetiinkben a dGTP, a vektor ezen
esetétn dCTP, a vektor esetén dGTP jelenlétében a 3’-végtdl kezdve eltavolitja a
nukleotidokat, amig elér az elsd citozinig ill. guaninig a templaton, ahova beépitheti az
hozzaadott nukleotidot (dezoxi-guanint ill. dezoxi-citozint). Az ily médon moédositott,
tapados végekkel rendelkezd inszert és vektor Gsszekapcsoldodasaval bekovetkezik a
gylrivé zarddas. A 1étrejott, PCR fragmenst tartalmazo vektor kozvetleniil, ligalas
nélkiil alkalmazhatdé bakterialis kompetens sejtek transzformalasara. Ez esetben a
baktérium endogén ligdza alakitja ki a hidnyzé foszfodiészter kotéseket.
Munkacsoportunk a buzacsira alapt transzlacios rendszerhez alkalmas, gyarté (Cell
Free Sciences) altal forgalmazott, pEU-MCS vektort fejlesztette tovabb, melynek sordn
affinitdas cimke mellett ligalas-fiiggetlen klonozashoz sziikséges szekvenciarész (LIC)
kertilt bele [50]. A transzkripcio eldtt sziikséges linearizalas egységesitésére in vitro
mutagenezissel létrehoztunk egy ritkdn el6forduld, Notl restrikcids helyet a
vektorokban, az ijabb konstrukciok esetén mar ezeket hasznaltuk.

Kisérleteinkhez a vad tipusu és mutans AtMPKO9, illetve az AtMPK6 pEU3-NII-
HLIC vektorba, utobbi feltételezett szubsztratjai (y-tubulin, EBla, EB1lc, GCP4) pedig a
pPEU3-NII-GLICNot vektorba keriiltek. Eldszor 3 pg vektort 30 U FastDigest Sspl
enzimmel 30 percig inkubalunk 37 °C-on, mely soran a LIC szekvenciat a kozepén
hasitjuk, tompa végeket 1étrehozva. A linearizalt plazmidot agar6z gélen valasztjuk el az
esetlegesen emésztetlen formaban maradt vektortol, majd gélbdl tisztitjuk. A klonozas
kritikus Iépésének szamit a tiszta, linearizalt vektor. A T4 DNS polimeraz kezeléshez
500 ng linearizélt plazmidhoz 2 pul 10 mM dGTP, 2 pl 10x NEB2+1% BSA, 0,2 pl T4
DNS polimerazt adunk, a reakcidelegyet desztillalt vizzel egészitjik ki 20 pl
végtérfogatra. Az inszertek kezelése esetén dCTP-t hasznalunk. A reakcioelegyet 37 °C-
on inkubaljuk 10 percen keresztiil, majd tovabbi 20 percig 75 °C-on az enzim
inaktivalasa érdekében. A felhasznalt mintdkban kertiltiik a TE puffer jelenlétét, mivel
az EDTA megkoti a magnéziumot, amely a T4 DNS polimeraz kofaktora.
Megkozelitéleg 50 ng T4 kezelt vektorhoz az 1:3 vektor:inszert moélarany szerint
sziikséges T4 kezelt PCR terméket adunk. 1,25 pl 50 mM EDTA hozzédadasa utan a

reakcioelegyet 12,5 ul végtérfogatra desztillalt vizzel egészitjiik ki. Szobahdmérsékleten
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inkubaljuk 20 percig, XL10-GOLD kompetens sejtbe transzformaljuk, majd
karbenicillin tartalma lemezre szélesztjiik, 37 °C-on 16 6ran at inkubaljuk. A varhato
koloniak szdma 20-30. Mivel a ligdlds independens klonozas hatékonysaga kozel 100%-
os, a gyakorlatban 2 klon ellendrzése leggyakrabban elegendd minden konstrukcio
esetében ahhoz, hogy pozitiv klonokat taldljunk. Masnap a pEU3-NllIfor és pEUrev
primerekkel kolonia PCR segitségével valasztjuk ki a pozitiv telepeket. A pozitiv
klonokat leoltjuk 5 ml LB + karbenicillin tapoldatba és 37 °C-on névesztettiik a sejteket

egy ¢jszakan at. A kivalasztott plazmidot tisztitottuk a korabban ismertetett modon.

4.1.9. In vitro mutagenezis

A megfelel6 mutaciokat kodold primereket alkalmazo, PCR alap in vitro
mutagenezis egy altalanosan elfogadott modszer a fehérjék szerkezete és funkcioja kozti
kapcsolatok feltarasara. A kindz inaktiv (loss-of-function; LOF) AtMPK9-ben az
aminosavcsere az ATP kotOhelyet érinti, egy lizin argininre torténd cseréjével a kinaz

képtelen lesz kotni az ATP-t, igy nem rendelkezik kinaz aktivitassal.
WT E K v A I K K I N D V F E

LOF E K v A I R K I N D V F E

A TDY hurok mutdnsaindl az alabbi aminosavcseréket hajtottuk végre:
WT Pp s A I F W T D Y V A T R W Y
T185A p s A I ¥F WA DY V A T R W Y
Y18T7W p s A I ¥ W T D F V A T R W Y
T185A/Y187W p s A I ¥ WA D F V A T R W Y

Az in vitro mutagenezis soran a QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit-
et hasznaltuk. Ugyelniink kell r4, hogy a templatként hasznélt plazmidok felszaporitasat
biztosan ne dam- (JM110 vagy SCS110), azaz DNS metilacio deficiens kompetens
sejtekben  végezzilk. A templatok a pEU3HLIC_AtMPKOWT illetve a
PRTHA_ AtMPKOWT vektorok voltak.
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A a PCR reakcid:

5 pl 10x reakcid puffer

10-100 ng dsDNS templat

125 ng 5’ primer

125 ng 3’ primer

1 ul 2 mM dNTP mix

1,5 pl QuickSolution reagens

50 pl-re desztillalt vizzel kiegészitve
1 pl QuikChange Lightning Enzyme
A aPCR program:

95 °C, 2 perc (elsddleges denaturalas)
95 °C, 20 masodperc (denaturalas)
60-70 °C, (az alkalmazott primerek Tm-je+3 °C) 10 masodperc (annealing)
68 °C, az inszert hosszatol fiiggéen 30 masodperc/kb (lanchosszabbitas)
n=18 (2. és 4. kozotti 1épések ismétlésének szama)
68 °C, 5 perc (végso lanchosszabbitas)
inkubalas 4 °C-on
A PCR reakcidé végeztével az elegyhez 1 pl Dpnl enzimet adunk, mely a
templatként hasznalt, metilalt DNS eliminalasaért felelos. Ovatosan Osszekeverjiik, 5
percig 37 °C-on tartjuk, majd 2 ul elegyet transzformalunk XL10-GOLD kompetens
sejtekbe, antibiotikumot tartalmazo lemezre szélesztjiik, 37 °C-on 16 6ran at inkubaljuk.
Masnap szintén koloénia PCR-t végziink, azonban a mutéacié bekovetkeztérdl csak a
szekvenalas utan gyézddhetiink meg teljes biztonsaggal.
A plazmidokban, illetve az inszertek nukleinsav szekvencidjanak ellendrzését a
Macrogen Europe cég végezte. A mintdkat a vektornak megfeleld szekvenald
primerekkel kiildtiik el vizsgalatra. A szekvenalds eredményét ChromasLite €s Clone

Manager programok segitségével értékeltiik.
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4.2. Bakterialis fehérjeexpresszio

4.2.1. Bakterialis fehérjetermelés autoindukcioval

Az indit6 kultara elkészitéséhez steril flilkében a pET28a AtMPKOWT
vektorkonstrukcioval transzformalt, kloramfenikol és karbenicillin rezisztens E. coli
BL21(DE3) baktérium telepekbdl 1-1 kiilonallo telepet oltunk le 2 ml, 35 pg/ml
kléramfenikolt és 100 pg/ml karbenicillint tartalmazé folyékony LB taptalajba, majd 16
oran at inkubaljuk 37 °C-on, 220 rpm razatds mellett. A fenti inditd kultirabol 1 ml
MDG + 1 pl karbenicillin oldataba leoltunk 100 pl-t, majd hat 6ran at 250 rpm-en, 37
°C-on inkubaljuk. Ezutan 350 pl-t atoltunk 700 ml ZYM 5052 puffer + 700 pl
karbenicillin tipoldatba. 1 ml mintat kivesziink az indukci6 el6tti mintabol, majd 2
literes, steril Erlenmeyer lombikban 37 °C-on, 250 rpm-en egy éjszakan at inkubaljuk.
Az indukci6 utan, 1 ml mintat ugyancsak félretesziink, majd a szuszpenziot 4000 rpm-
en, 4 °C-on, 10 percig centrifugdljuk. A feliilisz6t ledntjiik, a csapadékot azonnal
feltarjuk vagy -20 °C-on taroljuk. A csapadékot 3 ml feltaro pufferben hatszor 30
masodpercig szonikaljuk (a szonikalasok kozott 20 mésodpercig jégen tartjuk), majd 2
ml-es Eppendorf csévekben 13000 rpm-en 4 °C-on 20 percig centrifugaljuk a feltart
baktérium szuszpenziot. A feliiliszot leszivjuk, tovabbi felhasznalasig jégen tartjuk, a
csapadékot pedig Ujra felszuszpendaljuk 3 ml feltaro pufferben. Az indukcio elétti és az
indukalt bakterialis szuszpenziokbol 1-1 ml-t Eppendorf csében, 13000 rpm-en egy
percig centrifugaljuk szobahdmérsékleten, majd a feliiliszot eltavolitjuk. A
visszamarado csapadékot 100 pl, illetve 10 pl 5x Laemmli mintapufferben
felszuszpendaljuk, majd 5 percig szarazblokkban inkubéljuk 95 °C-on. Az indukcio6
sikerességének ellendrzésére SDS-poliakrilamid gélre 5-5 pl mintat visziink fel minden

mintabol.

4.3. Protoplaszt tranziens expresszié

4.3.1. A novényi sejtek fenntartasa, protoplasztalas

Az alabbi kisérleteket steril fiilkében, steril oldatok és miilanyag 4ru
felhasznalasaval végeztiik. Sejtes kisérleteinket Arabidopsis thaliana Columbia

Okotipusu, gyokeérbdl izolalt sejtkultaran végeztiik. A sejteket 100 ml MS tapoldatban
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tartjuk fenn, 23 °C hémérsékleten allanddo 110 fordulat/perc sebességii vizszintes
razoinkubatorban, sotétben [116]. Hetente 5 ml 1 hetes sejteket adtunk 100 ml uj
tapoldathoz. Protoplaszt izolalashoz 4-5 napos Arabidopsis sejtszuszpenzids kultarat
hasznalunk. 50 ml sejtszuszpenziot 50 ml-es Falcon csében, 1500 rpm-en 5 percig
centrifugdljuk, majd ledntjiik a tapfolyadékot. A sejteket 25 ml steril enzimoldatban
szuszpendaljuk, majd steril nagyméretii Petri csészébe ontjiik, hozzaadunk még 25 ml
0,34 M GM oldatot és vizszintes razén 3 oran keresztiil 110 rpm fordulatszamon
sotétben inkubaljuk. Oranként mikroszkop alatt ellendriztiik a protoplasztalési
folyamatot: mikor teljesen végbement, tokéletesen kerek, kiilonalld, sejtfal nélkiili
sejteket latunk. A protoplaszt szuszpenzidt 50 ml-es Falcon csében 1500 rpm-en
centrifugaljuk 5 percig, majd 25 ml 0,34 M GM oldatban tortén6 szuszpendalast, Gjabb
centrifugalds kévet 1000 rpm-en 5 percig. A feliiluszot eltavolitjuk, majd 5 ml 0,28 M
GM oldattal ujra felszuszpendaljuk a protoplasztokat, majd 6vatosan 10 ml-es leoltod
csObe oOntjik at oket. 5 perces, alacsony sebességii (800 rpm) centrifugalast kovetéen a
j6 mindségli protoplasztok felusznak, és egy jol elkiiloniilé gyliriit formalnak az oldat
tetején. Ezt széles végli, 5 ml-es Pasteur pipettaval dvatosan Gsszegytijtottiik egy 2 ml-
es Eppendorf csébe. Nyolcszoros higitas készitése utdn a protoplasztok szadmat
tripankék oldat hozzaadasat kovetd Biirker kamras szamolassal hatdrozzuk meg.
Transzformacionként legalabb 5x10° sejthez adunk 5 pg nagytisztasagi plazmid DNS-t,
a protoplaszt oldatot 0,28 M GM oldattal higitjuk, ha sziikséges. 50 ul protoplaszthoz 15
pl plazmidot adtunk (desztillalt vizzel kiegészitve 15 pl-re), majd azonnal 150 ul PEG
oldattal keverjik 0Ossze Ovatosan pocogtetve. A pK2GW7_myc-AtMKK-GOF
plazmidokkal torténd kotranszfekcido esetén 5:1 aranyt alkalmaztunk, tehat az 5 pg
PRTHA_AtMPKOWT-hez 1 pg pK2GW7 myc-AtMKK-GOF-ot adtunk. (A PEG
oldatot -20 °C-on taroljuk, 5 ml-es adagokban. Hasznalat eldtt felolvasztjuk és azonnal
felhasznaljuk.) A transzformalt sejteket 15-30 percen keresztiill sotétben tartjuk
szobah6mérsékleten. Ezt kovetden két 1épésben 500 ul 0.275 M Ca(NOs), oldatot adunk
a transzformalt protoplasztokhoz. Gyengéd Osszerdzas utan 5 perces, 1500 rpm-en
torténd centrifugalassal kiilonitjiik el a PEG-es oldatot a sejtektdl. A PEG-es feliiliszo
eltavolitasa utan 0,5 ml 0,34 M GM oldatban vessziik vissza a sejteket, majd 24 kamras
lemezbe helyezziik és sotétben tartjuk 22 °C allandé homérséklet mellett masnapig (12-

24 ora), amikor a lemezbdl atmérjiik 1,5 mm-es Eppendorf Safe-Lock csévekbe.
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Kezelés esetén ezen a ponton adjuk hozzd az alabbi stresszorokat: 500 nM flagellin
(flg22), 250 mM NacCl, 20 nM H,0, 10, illetve 30 percig. A hideg kezelés esetén jégre
helyezziik a csoveket szintén 10 és 30 percig. A foszfatdz inhibitor kezelést 100 nM
illetve 1 pM okadansav (OA) és 100 puM illetve 1 mM natrium-ortovanadat (OV)
hozzaadasaval végeztiik 1 oran at. Alacsony fordulatszamon (1-2 g) 30 masodpercig
centrifugaljuk a csoveket, a feliilluszot fecskenddvel leszivjuk, a lezart csdveket

folyékony nitrogénbe dobjuk, majd azonnal feltarjuk vagy feltarasig -20 °C-on taroljuk.

4.4. In vitro transzKkripcié és transzlacio

4.4.1. In vitro transzkripcié

A transzkripcié hatékonysdga novelhetd, ha a plazmidkonstrukciot elébb
linearizaljuk. Erre a célra a stop kodon utan, koriilbeliil 1600 bp tavolsagra talalhato,
altalunk  1étrehozott  Notl  restrikciés  hasitohely alkalmas. A  korabbi
vektorkonstrukciokban, melyek nem tartalmaztdk még a Notl hasitohelyet, az Scal
enzimet hasznaltuk. A reakci6 az alabbi Osszetevokbdl allt: 5 pg plazmid, 5 pl (50 U)
enzim, 5 pl 10x FastDigest puffer, 50 pl végtérfogatra kiegészités desztillalt vizzel, 1
ora inkubalas 37 °C-on, majd a PEG PCR Clean Up eljards szerint kicsaptuk a
linearizalt plazmidot és 10 pl nukleazmentes vizben oldottuk fel.

A reakcidelegyet jégen, RNaz-mentes korilmények kozott, steril fiilkében
készitettiik eld. A transzkripcids keverék elkészitéséhez az alabbi anyagokra volt
sziikség: 1 pg linearizalt plazmid, 8 pul NTP mix (egyenként 100 mM), 4 ul 5x
TranscriptAid Reaction Buffer, 2 ul TranscriptAid Enzyme mix, 20 pl-re kiegészitve
DEPC kezelt vizzel, mely szintén a kit (TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit)
része volt. A reakcidelegyet 2 oran keresztiil inkubéltuk 37 °C-on. A fehér csapadék
(magnézium-pirofoszfat) megjelenése a reakcido sikerességét jelzi. Az mRNS
kicsapasahoz 55 pl 7,5 M ammonium-acetatot, 875 ul el6hiitott abszolat etanolt és
330 pl nukledzmentes vizet adunk hozzéa. Rovid vortexelés utan jégen tartjuk 15 percig,
majd 15 percig 4 °C-on 13000 rpm-en centrifugaljuk. Az mRNS az Eppendorf aljan
Osszegyllt fehér csapadékként talalhato, a feliiliszot eltavolitjuk. 1 ml elShtitott
abszolut etanolt pipettazunk a csapadékra, a csdvet néhanyszor atforditjuk, majd jbol

15 percig centrifugaljuk. Az etanolt eltavolitjuk, a csapadékot pedig 5 percig szaritjuk a

51



DOI:10.14753/SE.2015.1851

maradék etanol eltavolitasa végett steril fiilke alatt, majd 21 pl 1x SUB-AMIX oldatban
felszuszpendaljuk. A templat mRNS mindségének ellendrzéséhez 1 pl-t futtattunk meg
0,8%-o0s agar6z gélen. A felhasznalt SUB-AMIX oldatot mindig frissen készitjiik el 40x
S1, S2, S3 és S4 oldatokbdl steril desztillalt vizzel.

4.4.2. In vitro transzlacio

Az in vitro transzlacidhoz az alabbi kitet hasznaltuk: ENDEXT Technology
Wheat Germ Cell-Free Expression System. A reakcidelegyet a gyartd altal javasolt
utasitasokat kovetve raktuk Ossze: a komponenseket jégen olvasztottuk fel és a
miiveletek soran RNaz-mentes, steril koriilményeket biztositottunk. Steril 96-well
mikrotiter lemezbe 206 pl 1x SUB-AMIX oldatot pipettazunk, majd egy Eppendorf
csOben Osszemérjiik a transzlacios elegyet (20,8 pl végtérfogatban): 5 ul (15 npg)
MRNS, 10 ul WEPRO oldat (buzacsira alapu transzlaciés keverék), 0,8 ul kreatin-kinaz
¢s 5 pl Ix SUB-AMIX oldat. A Hisg-AtMPKG6 aktivalasakor tovabbi 0,5 ul myc-
AtMKK4-GOF mRNS-t adunk az oldathoz. Ezt 6vatosan Osszepipettazzuk, ligyelve
hogy ne keletkezzen buborék, majd a taplald oldat ala rétegezziik. A parolgas elkeriilése
érdekében foliaval leragasztjuk a kamrakat. A transzlacids reakciot 20 oran at
inkubaljuk 20 °C-on légtermosztitban. Masnap a célfehérjét tartalmazod transzlacios
elegyet Eppendorf cs6be pipettaztuk, majd a tovabbi felhasznalasig jégen taroltuk. A
transzlacid eredményességét SDS-poliakrilamid gélelektroforézist kovetd Coomassie
festéssel (5 pl total transzlacios elegy) és Western Blottal (1 pl total transzlacios elegy)

is ellenOriztik.

4.5. Fehérje tisztitas, Western blot, kinaz reakcio

4.5.1. Poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjék molekulatomege alapjan torténd elvalasztasat 10%-os poliakrilamid
gélen végeztiik. A Fiiggelékben lathato I11. tdblazat tartalmazza az 6sszetevoket és azok
pontos mennyiségét. Coomassie festéshez 0,7 mm-es, Western Blothoz 1,5 mm-es gélt
hasznaltunk. A mintakhoz futtatas elétt 5x SDS DTT mintapuffert adunk, 6sszekeverjiik
és 5 percig 95 °C-on inkubaljuk. A gélfuttatast 1xX Laemmlie futtaté pufferrel végezziik.

Coomassie festés esetén festetlen, Western Blothoz festett fehérje markert alkalmazunk.
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Az elvélasztast 20 mA aramerdsséggel végezziik 0,7 mm-es gél esetén, illetve 30 mA-
en 1,5 mm-es gél esetén; a fesziiltséget 200 V-on maximalizaljuk. A futtatds utan a
tomorité gélt eltavolitjuk és Coomassie Blue-val (PageBlue Protein Staining Solution)
festjiik, a gyarto altal javasolt protokoll szerint, Western blot esetén pedig blottolassal
folytatjuk.

4.5.2. Western Blot

A fehérjék specifikus detektalasara és mennyiségiik szemikvantitativ mérésére a
Western blot technikat alkalmazzuk. A poliakrilamid gélelektroforézis utan a gélt
félszaraz blottolassal PVDF membranra vissziikk at. A szlrdpapirok és a PVDF
membran mérete a gél méretével megegyezik: 8,5 cm x 6 cm. Két szlir6papirt az andd I,
egy szurépapirt az anod 11, harom szlirGpapirt pedig a katdd pufferbe aztatunk. A gélt a
katod pufferben mossuk. A PVDF membrant metanolban megnedvesitjik, igy
aktivaljuk, majd ledblitjiik a katod pufferben. (A p-ERK ellenanyag esetén nitrocelluloz
membrant hasznaltunk, melyet nem sziikséges metanolban aktivalni.) A blottoléba az
alabbi sorrendben helyezziik az dsszeteviket: 2 db anod I pufferbe aztatott sziirdpapir, 1
db anéd 11 pufferbe aztatott szlirdpapir, aktivalt PVDF membran, katod pufferbe aztatott
g¢l, 3 db katdd pufferbe aztatott szlir6papir. Az alkalmazott aramerdsség: a gél teriilete
(cm?) x 4 mA (8,5 cm x 6 cm, azaz 51 (cm?) x 4 mA = 204 mA), blottols idétartama:
20 perc. A membran blokkolasat 5%-0s tejpor + 0,05% TWEEN PBS-ben végezziik 1
oran at szobahOmérsékleten billegtetve. (Az anti-P-ERK ellenanyag esetén
foszfatmentes, 5% BSA + 0,05% TWEEN TBS pufferrel blokkolunk.) Ezt kovetéen az
elsédleges antitesttel 2 oOrat inkubaljuk a membrant razatassal, szobahémérsékleten.
Héromszor 10 perces, PBS + 0,2% TWEEN pufferben torténd, intenziv razatas utan a
masodlagos antitesttel inkubaljuk a membrant 1 O6rdn at, szobahOmérsékleten
billegtetve. Az elsddleges ellenanyagokat 2000x-es higitasban alkalmazzuk, kivéve az
anti-P-ERK  ellenanyagot, amelyet 1000x higitasban, a masodlagos ellenanyagokat
pedig 5000x-es higitasban. Az alkalmazott higitasokat 2,5%-0s tejpor + 0,025%
TWEEN PBS-ben végezziik. (A HRP konjugalt, elsddleges antitestekkel 1,5 oraig
inkubaljuk a membrant.) Ujabb 3x10 perces, PBS + 0,2% TWEEN pufferes mosast
kovetden a detektalast Western Lightning Plus-ECL elnevezésii kit-et hasznaljuk. A két
Osszetevobol 1-1 ml-rel 5 percig inkubaljuk a membrant, majd az el6hivd folyadék

eltavolitasat kovetden sotét szobaban fényérzékeny rontgen filmre el6hivjuk azt. Mikor
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egy membrant tobb antitesttel is el6hivunk, a membrant 2 x 10 percig mossuk PBS-ben,
majd 10 perces, stripping pufferben torténd, intenziv razatassal tavolitjuk el a fehérjéhez
kotott antitesteket. Ezutan a blokkolastol folytatjuk a Western blotot az 0j antitesttel.

Minden esetben a gyengébb jelet add antitestet alkalmazzuk eldszor.

4.5.3. Fehérje tisztitasa affinitas kromatografiaval

Az in vitro transzlacioval eldallitott Hisg-, illetve GST-cimkével eldallitott
fehérjéket nagy tisztasagot add, magneses affinitds gyongyokkel tisztitottuk. A tranziens
expresszalt, HA cimkével rendelkez6 fehérjéket anti-HA-agardz affinitds gyongyokkel

tisztitottuk.

4.5.3.1. Hisg-cimkével ellatott fehérje esetén

15 ul TALON® Metal affinitas agyat 300 pl His moso- és kapcsolo pufferrel
ekvilibralunk 1,5 ml-es Eppendorf csében. Egy percig forgatjuk, majd magneses
allvanyra helyezziik, mely lehet6évé teszi, hogy konnyedén eltavolitsuk a feliilaszot. A
lépést még kétszer ismételjiik. A transzlacios elegyet 1:1 aranyban kiegészitjiik 2x His
moso- és kapcsold pufferrel és 30 percig forgatva inkubaljuk szobahdmérsékleten. Az
inkubacios 1d6 letelte utan magneses allvanyra helyezve leszivjuk a feliiluszot. 300 pl
mosopuffert adunk az agyhoz, 5 percig forgatjuk szobahdémérsékleten, majd 0jbol
leszivjuk a feliiliszot magneses allvanyra helyezve. A mosasi 1épést még kétszer
ismételjilk, majd 50 pl mosdpufferben, jégen vagy 4 °C-on taroljuk a késdbbi
felhasznalasig. Sziikség esetén 50 pl frissen készitett elucios pufferben, enyhe

razatassal, 1 ora alatt elualjuk az affinitas tisztitott fehérjéket.

4.5.3.2. GST-cimkével ellatott fehérje esetén

25 pl Glutathione Magnetic Bead agyat 300 ul GST mosoé- €s kapcsold pufferrel
ekvilibralunk 1,5 ml-es Eppendorf csében. Egy percig forgatjuk, majd magneses
allvanyra helyezziik, mely lehet6vé teszi, hogy konnyedén eltavolitsuk a feliilaszot. A
1épést még kétszer ismételjiik. A transzlacios elegyet 300 pl-re kiegészitjiik GST moso-
és kapcsolo pufferrel és 1 oraig forgatva inkubaljuk szobahdmérsékleten. Az inkubacios
1d6 letelte utan magneses allvanyra helyezve leszivjuk a feliiluszot. 300 pl mosopuffert

adunk az agyhoz, 5 percig forgatjuk szobahdmérsékleten, majd 0jbol leszivjuk a
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feliiluszot magneses allvanyra helyezve. A mosasi 1épést még kétszer ismételjiik, majd
50 ul mosépufterben, jégen vagy 4 °C-on taroljuk a késdbbi felhasznalasig.

A tisztitas ellendrizhetd az agyhoz kapcsolt, tisztitott fehérjék 1/10-ének SDS-
poliakrilamid gélen torténd futatasaval és azt kovetd Coomassie festésével valamit 1/20-

anak Western Blot analizisével.

4.5.3.3. HA-cimkével ellatott fehérje esetén

A frissen centrifugalt vagy lefagyasztott sejteket 100 pl Lacus pufferben [117]
felszuszpendaljuk, majd 1 percig vizfiirdos ultraszonikaloban szonikaljuk. Ezt kvetden
15 percig, 4 °C-on 13 000 rpm-en centrifugaljuk, majd a feliilaszot Gj Eppendorf csébe
tessziik at. Az AtMPK9-HA-t tartalmazoé sejtlizatumot anti-HA-agardz agyon tisztitjuk
a gyartd utasitasai szerint, majd 50 ul Lacus pufferben taroljuk tovabbi felhasznalasig

jégen.
4.5.4. Foszfataz kezelés

A transzlacios buzacsira kivonat egy koncentralt fehérjeoldat, melyben kindzok is
megtalalhatoak. A transzlalt célfehérje igy foszforilalt allapotban lehet, mely a kinaz
reakcid szempontjabol fals negativ eredményt adhat. fgy egyes kisérleteinkhez sziikség
volt az affinitds 4gyhoz kapcsolt, tisztitott célfehérje defoszforildlasara, melyet
kereskedelmi forgalomban kaphat6 Lambda foszfatazzal végeztink. A reakcid
Osszetétele: 44 pl 1x Lambda foszfataz puffer, 5 ul MnCl, és 1 ul Lambda foszfatdz . A
reakcid 30 percen at 30 °C-on zajlott és 3 x 300 ul PBS-sel torténd mosas kovette.
Tovabbi felhasznalasig az agyhoz kotott, defoszforilalt fehérjéket 50 ul PBS-ben
taroltuk jégen vagy 4 °C-on.

4.5.5. TEV proteaz hasitas

A tovabbfejlesztett transzlacios vektorok tartalmaznak egy TEV (Tobacco etch
virus) proteaz hasitd helyet, mellyel az affinitds kromatografias 4gyrol a cimke utdn
lehasithatok, igy végiil csak a tisztitott, cimke nélkiili célfehérjénk talalhatd az oldatban.
A TEV proteazt bakteridlis fehérjeexpresszioval allitottuk elé6 a pTH24 TEV
konstrukcio felhasznalasaval, majd Ni-affinitds agyon tisztitottuk, elualtuk, 50%
glicerolban -80 °C-on taroltuk [118]. A reakcio 50 pl végtérfogatban az alabbiak szerint
allt 6ssze: 2,5 ul of 20x TEV puffer, 0,5 ul 0.1 M DTT, 10 pul of TEV, desztillalt vizzel
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kiegészitve. Az elegyet a célfehérjét tartalmazd agyra pipettaztuk, majd 4 °C-on egy
¢jszakédn at inkubaltuk. A fehérje koncentraciot Bradford reagenssel mértik a gyartd

javaslata szerint.

4.5.6. In vitro kinaz reakcio

In vitro kindz aktivitas vizsgalathoz 300 ng in vitro transzlalt Hisg-cimkével
ellatott kinaz vagy 30 pg total fehérjébdl anti-HA-agardzzal tisztitott kinazt hasznalunk.
1 g affinitds agyhoz kotott fehérjét, illetve 10 pg MBP szubsztrat fehérjét
foszforilalunk kindz pufferben (20 mM HEPES (pH 7,5), 100 uM ATP, 15 mM MgCly,
S5SmM EGTA, 1 mM DTT) 5 pCi [7-32P]ATP jelenlétében 30 percig 20 °C-on 16 pl
végtérfogatban. A foszforildlt szubsztratokat méretiiknek megfeleléen 10-15%-0s
denaturalo SDS-poliakrilamid gélektroforézissel valasztjuk el, majd fixaljuk és
Coomassie festéssel tessziik lathatova. A géleket szaritds utan kazettdba helyezziik és
foszfoszenzor screen-t helyeziink ra 1-16 o6ra id6étartamra, majd Typhoon
Phosphorimager késziilékben hivjuk eld. A szoftver végiil egy virtualis gélképet ad ki,
amelyen lathaté a kindz reakcido eredménye. A Coomassie festett gél képét digitalis

fényképezogeppel rogzitettiik.

4.5.7. Foszfopeptid analizis

Az in vitro transzlacioval eldallitott, affinitas tisztitott kinazokat a 4.5.1. pont
szerint 10%-0s SDS-poliakrilamid gélen futtatjuk. A gélt a vizsgalat sikeressége
érdekében, nagy koriiltekintéssel, ultra tiszta, keratinmentes Osszetevokbdl készitjiik,
majd Coomassie festést kovetden a célfehérjét a gélbdl szikével kivagjuk, majd tovabbi
analizis érdekében az MTA Szegedi Bioldgia Kozpont tomegspektrometriai
csoportjanak kiildjiik. A tomegspektrometriai analizist gélben torténd triptikus
emésztés, illetve TiO,-0s foszfopeptid dusitas elézi meg. Szegedi kollégaink
kozremiikodésével meghataroztuk a WT AtMPK9 és mutansainak foszforilacios

mintazatat.

4.6. Bioinformatikai médszerek
Munkank  soran  az  Arabidopsis gének  CDS-eit a  TAIR
(http://www.arabidopsis.org/) adatbazisbol toltottiik le. Az aminosav- és nukleinsav

szekvenciak kozotti homologiak vizsgalatahoz az NCBI BLAST
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) szolgéltatdsat hasznaltuk. A DNS szekvenalasi
eredmények ellenérzését a ChromasLite (Technelysium) programmal végeztik. A
primerek Tm-jének kiszamitasa az Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator
(http://www .basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) online feliileten tortént.

A konstrukciok virtualis létrehozasahoz a Clone Manager (Sci-Ed Software) szoftvert
hasznaltuk. Az AtMPK9 harom dimenziés szerkezetének predikcidjat az I-TASSER
[97] online predikcids szoftverrel végeztiik, a modell vizualizalasa az UCSF Chimera

[119] programmal tortént.
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5. Eredmények

5.1. Az AtMPKD9 aktivacidja

5.1.1. Az in vitro transzlalt AtMPKD9 kinaz aktivitasa

Az AtMPKO9 szabalyozasanak tanulmanyozasat a sejtmentes, in Vvitro transzlacios
rendszerben kivantuk vizsgalni. Az inszerteket Hisg-, illetve GST-cimkével ellatott pEU
transzlaciés vektorba klonoztuk. Egy konstrukcié bemutatasaval illusztralom a modszer
lépéseit, minden inszertnél az alabbiak szerint jartunk el. Az inszerteket meglévé
plazmidrol vagy cDNS konyvtarbol amplifikaltuk fel iProof PCR segitségével, PEG
PCR Clean Up modszerrel kicsaptuk, majd agardéz gélen torténd szeparacidval
ellendriztiik.  Ligalds independens  klonozassal 1étrehoztuk a  transzlacios
vektorkonstrukciokat, majd a kész vektorokat Scal (AtMPK9 konstrukciok és AtMPK6
esetén), illetve Notl (AtMPK6 feltételezett szubsztratjai esetén) restrikcios
endonukleazokkal linearizaltuk. A linearis plazmidot hasznaltuk templatnak az in vitro
transzkripcidé sordn. Az mRNS mindségét és mennyiségét agardz gélelektroforézissel

ellendriztiik (15. abra).

6000 et
3000 , e

1000

15. abra. A vektorkonstrukcio és az mRNS elektroforetikus képe. M: 1 kb DNS marker,
6000-3000-1000 bp jeldlve, 1: az inszertet tartalmazo cirkularis vektorkonstrukcio, 2: az

inszertet tartalmazo linearis vektorkonstrukcio, 3: a vektorkonstrukciordl késziilt mRNS.

Elsd kisérletinkben in vitro transzlacioval szintetizaltuk a Hisg-cimkével ellatott
WT AtMPK9-et és az A-alcsalad egy reprezentativ képviseldjét, az AtMKK4 altal
klasszikus modon aktivaloéddo AtMPKG6-ot. A fehérjéket affinitds kromatografias agyon
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tisztitottuk, ezt kovetden SDS-PAGE-n elvalasztottuk a mintakat, majd Coomassie Blue
festéssel detektaltuk a fehérjéket. A kinazok in vitro aktivitasanak vizsgalatat mielin
bazikus fehérje (MBP) mesterséges szubsztratként torténd alkalmazasaval viteleztiik ki.

A két kinaz Coomassie festett képe jelentGs eltérést mutatott (16. abra). Az
AtMPK9-nél egy lassabban fut6, elmosodott, mig az AtMPK6 esetében egy hatarozott
savot lattunk. A szokatlan mintazat hatterében a fehérje foszforilacigja allhat, ugyanis a
hozzaadott foszfat csoportok megvaltoztatjdk a fehérje migracios sebességét.
Feltételezésiink igazolasara az AtMPKO9-t A-foszfatazzal kezeltiik, és azt tapasztaltuk,
hogy ennek hatdsira az elmosodott sav helyett egy alacsonyabb molekulasulynak
megfeleld, egyértelmii csik jelent meg. A mintdzat megvaltozasa igazolta a

hipotézisiinket, miszerint az AtMPK9 foszforilalodik az in vitro transzlacié soran.

AtMPK9 AtMPKo6

\-foszfataz - i -

70 —
60 —

50 —

16. abra. Az in vitro transzlalt, affinitas tisztitott AtMPKO9 és az AtMPK6 Coomassie Blue-
val festett gél fotéja. Bal oldalon a fehérjék mérete jeldlve (kDa), feliil a A-foszfatazzal kezelt

(+) és nem kezelt (-) mintak.

A MAP kinazok PAGE analizisét kovet6 in vitro kinaz aktivitas vizsgalat soran is
meglepd eredményt kaptunk. Véarakozasainknak megfeleléen, az AtMPKG6 aktivitas csak
az adekvat, konstitutivan aktiv, GOF MAPKK hozzaadasaval volt detektalhato. Ezzel
szemben az AtMPK9 mindennemii tovabbi MAPKK hozzaadasa nélkiil, 6Gnmagaban is
aktivitdst mutatott. Az irodalmi adatok alapjan jol ismert tény, hogy a TXY
foszfoakceptor  motivum  biszfoszforilacidja  elengedhetetlen a  MAPK-ok

aktivalodasdhoz. Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az aktivacidés hurok
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foszforilacios allapotat az AtMPK9-ben ¢és AtMPKG6-ban, a poliklonalis p-ERK
ellenanyag alkalmazasaval végeztink Western blot analizist. Habar az anti-p-ERK
ellenanyag az allati ERK1 biszfoszforilalt TEY motivuménak kimutatasara késziilt, a
vitro transzlalt, affinitdas kromatografiaval tisztitott fehérjékkel végeztiik. A kapott
eredményeink alapjan, az AtMPK6-ot csak abban az esetben ismerte fel a p-ERK
ellenanyag, mikor a GOF-AtMKK4-gyel egyiitt transzlaltuk, igazolva, hogy a TEY
motivum foszforilacidjadhoz a GOF-AtMKK4 jelenléte elengedhetetlen. Ezzel szemben
az AtMPK9-en aktivald MAP kinaz nélkiil kimutathaté volt a foszforilacio6 a TDY

aktivacios hurokban (17. abra).

AtMPK9 AtMPK6

GOF-AtMKK4 & - £

Coomassie

-

- @ iR

17. abra. Az AtMPK9 és az AtMPK6 Coomassie Blue-val festett gélfotdja, kinaz aktivitasa
és Western blotja. Feliil a GOF-AtMKK4 jelenléte: + szimbolummal jeldlve.

Az  AtMPKO9-ben taldlhato, D-alcsaladra specifikus TDY  motivum
foszforilacigjat, az SZBK-MTA Proteomikai Kutatocsoportjanak kozremiikodésével,
tomegspektrometrias foszfoprotein analizissel is igazoltuk. A vad tipusi AtMPKO9
triptikus emésztése utan a TDY aminosavtripletet tartalmazo (173-191) peptid mind
mono-, mind biszfoszforilalt formaban jelen volt, a monofoszforilalt peptidben pedig

csak a Tyrl87-P volt kimutathaté LC-MS/MS analizissel (Fiiggelék II. abra).
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5.1.2. A TDY motivum foszforilaciéja

A legtobb MAPK aktivacidjdhoz sziikség van a TXY hurok kettds
foszforilacidjara. Ahhoz hogy eldonthessiik, a jelenség fennall-e az AtMPK9 esetében is
in vitro mutagenezissel létrehoztuk a TDY hurok egyszeres treonin és tirozin, illetve
dupla treonin/tirozin mutansait. A Hisg-cimkével ellatott, vad tipusu, valamint egyszeres
T185A és Y187F, illetve a T185A/Y187F AtMPK9 mutansokat in vitro transzlacioval
eldallitottuk, majd Ni-kelat affinitds kromatografids tisztitdsuk utan SDS-PAGE
analizissel vizsgaltuk a mintdkat. A Coomassie Blue-val torténd festés megerdsitette a
korabban bemutatott, vad tipusu fehérjére jellemzd eredményeinket, ismét elmosddott
savként jelent meg az elvalasztast kdvetden. A mutans valtozatok esetében azonban a
defoszforilalt AtMPKO9-re jellemz6 mintazatot figyelhetiink meg, egy alacsonyabban
panel). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az aktivacids hurok mutansok foszforilacios

szintje a vad tipuséndl alacsonyabb.

Coomassie

A MBP

18. abra. Az in vitro transzlalt, tisztitott vad tipusu és mutans AtMPK?9 fehérje Coomassie

Blue-val festett gélképe (felsé panel) és kinaz aktivitasa (alsé panel).

Hipotézisiink megerdsitésében, a szegedi kollégaink LC-MS/MS analizise volt
segitségilinkre. A tomegspektrometrias adatok igazoltak, hogy az in vitro mutagenezissel
valdoban megtortént az aminosavcsere. Ennél is fontosabb volt azonban, hogy a T185A
mutansban foszfotirozint, az Y187F mutansban foszfotreonint sikeriilt kimutatniuk, ami

arra enged kovetkeztetni, hogy a treonin és a tirozin egyszeres TDY motivumban
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torténd kicserélése nem befolydsolja a masik, valtozatlanul hagyott foszfoakceptor

aminosav foszforilaciojat (19. abra).
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19. abra. In vitro transzlalt, tisztitott AtMPK9 TDY mutansok foszfoprotein analizisének
tomegspektrogramja. A fels6 panel az Y187F mutanst mutatja és az azonositott foszfotreonint,

az alsé panel a T185A mutansban talalt foszfotirozint.

A mutans fehérjék segitségével fel kivantuk deriteni a TDY motivum
foszforilacids allapota és a kindz aktivitdsa kozti 0sszefiiggést is. A tisztitott AtMPK9
variansokkal és az MBP-vel végzett in vitro kinaz reakciok eredményei azt mutattak,
hogy mindhdrom mutans katalitikusan inaktiv (18. 4bra, als6 panel), ugyanis ezeknél a
mintaknal nem latunk MBP foszforilaciot.

Ezek az adatok Osszességében arra engednek kovetkeztetni, hogy a TDY hurok
mindkét foszfoakceptor aminosavanak foszforilacioja sziikséges az AtMPK9

aktivalasahoz.

62



DOI:10.14753/SE.2015.1851

5.1.3. Bakterialis fehérjeexpresszio6

Fennall a lehetdség, hogy a buzacsira alapu transzlacids elegy valamely endogén
kinaz komponense is foszforilalhatja az AtMPK9-et. A baktériumsejt donté moédon nem
képes az eukaridta fehérjék poszttranszlaciés modositasaira, igy a baktériumban termelt
foszforilalt, illetve aktiv kindz ijabb bizonyitékkal tdmasztana ald az autofoszforilacio
tényét. Az AtMPK9-et igy megkiséreltiik bakterialis, autoindukcios rendszerben
eléallitani. A pET28a bakterialis expresszios vektorba inszertaltuk a WT és a LOF
AtMPK9 kodold régioit. A PCR reakcidhoz templatként mar kordbban elkésziilt, az
inszerteket tartalmazo transzlacios vektorkonstrukciok szolgaltak, primerként pedig a
pET28a_ AtMPKO9for ¢s pET28a AtMPKO9rev oligonukleotidok. A PCR terméket
kicsaptuk, majd a pET28a vektorral egyiitt restrikcios endonukledzokkal (Ncol és Notl)
emésztettiik. A ligdlas ebben az esetben hagyomanyos modon, T4 DNS ligaz
hozzéadasaval tortént. A ligdtumot a plazmid felsokszorozasara alkalmas XL10-GOLD
kompetens sejtbe transzformaltuk, majd kolonia PCR-rel ellendriztiik, hogy sikeresen
végbement-e a reakcio. Az inszerttel megegyezé méreti PCR terméket add klont
kivalasztottuk, = majd  plazmidot  izolaltunk. @ A  kivalasztott = klonokat
(pET28a_ AtMPKOWT ¢és LOF) fehérjeexpressziora optimalizalt BL21 (DE3)

kompetens sejtbe transzformaltuk, majd autoindukcioval termeltettiik a fehérjét.

20. abra. A pET28a_AtMPKI9WT bakteriilis expressziéjanak Coomassie gélképe. Az
AtMPK9 WT expresszioja lathato a gél elsd két oszlopaban: 1: indukcio el6tti, 2: indukcio utani
minta. M: festetlen fehérje marker, 70, 60 és 50 kDa jelolve.
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A 20. abra lathato, hogy a vad tipusit AtMPKO termelddott, viszont az affinitas
tisztitas annak ellenére sem sikeriilt a feltart sejtek feliiliszojabol, hogy anti-His-POD
ellenanyag alkalmazasaval, Western blot analizissel igazoltuk a Hisg-cimkével jelolt
fehérje meglétét. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a fehérje valdszintileg
oldhatatlan zarvanytest formajaban valt ki, ami az irodalmi adatok alapjan nem varatlan
jelenség [68]. A csekély sikerrel kecsegtetd fehérje refoldinggal nem kisérleteztiink,
mivel az altalunk végzett funkcionalis vizsgdlatokhoz nagy tisztasagu, nativ

térszerkezetli aktiv enzimre volt sziikségiink.

5.1.4. Az in vivo expresszalt AtMPK9 MAPKK-okkal valo kélcsonhatasa

Az AtMPK9 in vivo szerepének, kolcsonhatd partnereinek tanulmanyozasa
érdekében 1étrehoztuk a novényi protoplaszt tranziens expresszidora alkalmas
vektorkonstrukcidkat: a pRTHA ndvényi expresszids vektorba inszertaltuk a vad tipusu
AtMPK9. A PCR reakcidhoz templatként mar korabban elkésziilt, az inszerteket
tartalmazé  transzlacidos  vektorkonstrukciok —szolgéltak, primerként pedig a
pRTHA_AtMPK9for és pPRTHA AtMPK9rev oligonukleotidok. A PCR reakciot agardz
gélen futtatva ellendriztiik, majd a pRT vektorral egyiitt restrikcids endonukledzokkal
(Ncol és Notl) emésztettiik. A ligalas ebben az esetben is hagyomanyos modon, T4
DNS ligdz hozz4adasaval tortént. A ligatumot a plazmid felsokszorozasara alkalmas
XL10-GOLD kompetens sejtbe transzformaltuk, majd kolénia PCR-rel ellendriztiik,
hogy sikeresen végbement-e a reakcid. Az inszerttel megegyezé méretii PCR terméket
ado klont kivalasztottuk, majd plazmidot izolaltunk.

Munkank kezdetekor ndvényekben nem volt ismert olyan MAPK, mely
aktivaciojahoz ne lenne sziikkség MAPKK-ra. Az irodalomban kozolt élesztd kettds
hibriddel és microarray-jel végzett kisérletek nem azonositottak az AtMPK9-cel
kolcsonhato  MAPKK-t [90,91], melyet kutatocsoportunk élesztd kettds hibrid
vizsgalatai is megerésitettek (nem kozolt adatok). Ezek az eredmények azonban nem
zarjak ki azt a forgatokonyvet, hogy az AtMPK9 egy eddig ismeretlen allvanyfehérje
kozremiikodésével 1ép kolesonhatasba valamelyik MAPKK-zal.

Ezen lehetdséget in vivo, protoplaszt tranziens fehérjeexpresszioval kivantuk
vizsgalni. Els6 1épésként kerestiink egy fiziologiasan relevans stimulust, amely in vivo
aktivalni képes az AtMPK9-et. A sejteket az egy éjszakan at tartdo fehérjeexpressziot
kovetden masnap soval (NaCl), hideggel, hidrogén-peroxiddal €s egy patogén eredeti
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peptiddel, a flagellinnel (flg22) kezeltik 10, illetve 30 percen keresztil. A
protoplasztokbol — szarmazé  fehérje  mintdkbol anti-HA-agar6z  segitségével
immunprecipitaltuk az AtMPK9-et, és MBP modell szubsztrattal meghataroztuk in vitro
kindz aktivitasat (21. abra). A hideg kivételével minden stressz koriilmény novelte az
AtMPKO aktivitasat, legerésebb stresszornak a NaCl bizonyult. Igy a tovabbiakban 10
perces, 250 mM NaCl-dal torténd stresszt hasznaltunk pozitiv kontrollként a kinaz

reakciok esetében.

hideg flg NaCl H,0,

K 10 30 10 30 10 30 10 30

21. abra. Kiilonboz6 stresszorok hatasa az AtMPKY9 aktivitasara. Az abran protoplaszt
tranziens expresszioval termelt, tisztitott AtMPK9-cel végzett kinaz reakcié eredménye

(autoradiogram).

Ezt kovetden végrehajtottuk az AtMPK9-HA, konstitutivan aktiv myc-AtMKK-
okkal torténd egyiittes tranziens expresszidjat, minden MAPKK alcsaladbol
valasztottunk egy-egy képvisel6t, majd a fentebb leirt 1épéseket kdvetve meghataroztuk
az egyes mintak in vitro kinaz aktivitasat. NaCl-dal kezelt sejteket hasznaltunk pozitiv
kontrollként és a feltart sejtlizatum 1/3-at hasznaltuk a reakciokhoz. Lathatd, hogy a
kindz aktivitds novekedése elenyészOnek bizonyult a soaktivalt AtMPK9-nél
megfigyelhetével szemben (22. abra). Anti-HA-POD ellenanyaggal Western blot
analizist végeztiink a sejtlizatum 2/3-4val, annak érdekében, hogy kimutassuk, hogy az
AtMPKO9-HA-t. Strippelés utan a membrant anti-myc-POD ellenanyaggal jeldltiik, hogy
igazoljuk a konstitutivan aktiv myc-AtMKK-k jelenlétét. Mig az anti-HA-POD-dal
azonos mennyiségii fehérjemennyiséget mutattunk ki, addig az anti-myc-POD analizis
esetén nagymértékii kiilonbségeket lattunk a fehérjemennyiségekben. A kisérlet

tobbszori ismétlésre is azonos eredményt adott, a myc-cimkével ellatott kindzok
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mennyisége eltéré volt, ami arra utal, hogy a kiilonb6z6 MAPKK RNS-eknek vagy

fehérjéknek kiilonbozo a stabilitasa.

AtMPK9
GOF-AtMKK
NaCl - 1 2 3 4 5 6 7 9
— MBP

M anti-HA
i - — -
—

22. abra. Konstitutivan aktiv AtMKK-0k koexpresszidja az AtMPK?9-cel protoplasztban.

anti-myc

A fels6 panelen a tisztitott AtMPK9-cel végzett kinaz reakcio autoradiogramja, alatta az anti-

HA-POD, illetve az anti-myc-POD ellenanyaggal végzett Western blot.

Mindezek az eredmények, ugymint, a transzlalt AtMPK9 magas katalitikus
aktivitasa, a kolcsonhatas hianya barmely MAPK kinazzal, illetve a GOF-AtMKK-0k
altali aktivacid6 hianya, azt jelzik, hogy az AtMPK9 aktivacioja MAPKK-t6l

fliggetlentil, valdsziniisithetéen autofoszforilacidos mechanizmussal torténik.

5.1.5. Az AtMPKQ9 in vitro autofoszforilacioja

Annak érdekében, hogy bebizonyitsuk, hogy az AtMPKO aktivacioja valdoban
autofoszforilacio révén kovetkezik be, eldallitottuk a kinaz inaktiv (LOF) mutanst,
amelyben in vitro mutagenezissel kicseréltilk az ATP kotéséért felelds lizint (K52R). A
Hisg-cimkével ellatott LOF-ot szintén affinitas tisztitottuk, majd SDS-PAGE-n
szeparaltuk. Mar a Coomassie Blue-val végzett festés utan egyértelmii kiilonbség
latszott a vad tipusi és a kindz inaktiv mutdns kozott, nevezetesen a LOF a
defoszforilalt WT ¢és a foszforilacios hurok mutdnsok altal mutatott migracios képet
mutatott, azaz egy alacsonyabban futd, egyértelmii savot (23. abra). A Coomassie
gélkép alapjan feltételeztiik, hogy a LOF mutins nincs foszforildlva, igy nem

rendelkezik kinaz aktivitassal. Utobbi hipotézisiinket in vitro kindz reakcidval
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bizonyitottuk, az AtMPK9 LOF mutans valtozata az MBP-vel szemben nem mutatott
kinaz aktivitast (23. abra).

Kovetkezo kisérletiinkkel azt vizsgaltuk, hogy vajon az aktivacidos hurok
foszforilacigja fiigg-e a kindz aktivitasatol. Ennek érdekében Western blotot végeztiink
a mar ismertetett p-ERK ellenanyaggal: az ellenanyag csak a WT fehérjét ismerte fel a
LOF-ot nem (23. abra). Egyrészr6l az a tény, hogy a LOF TDY aktivacios hurka nem
foszforilalt, kizarja azt a lehetdséget, hogy valamely buzacsira kivonatban 1¢évo,
ismeretlen kinaz foszforilalja a WT-t, masrészr6l azt sugallja, hogy az AtMPK9
aktivitas sziikséges a TDY foszforilacidjdhoz, azaz az aktivalodas valoszinileg

autokatalitikus.

AtMPK9
WT LOF

Coomassie

MBP

- p-ERK

23. abra. Az in vitro transzlalt, affinitas tisztitott WT és a LOF AtMPK9 dsszehasonlitasa.
Feliil a Coomassie gélképe, kozépen a kinaz reakcio autoradiogramja, alul az anti-p-ERK

ellenanyaggal végzett Western blot eredménye.

A p-ERK antitesttel kapott eredményiinket MS analizissel is alatdmasztottuk: a
LOF fehérjén nem azonositottak foszforilalt aminosavat a (173-191) triptikus

peptidben.
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5.1.6. Az AtMPKO in vivo autofoszforilacioja

Annak érdekében, hogy levonhassuk a kdvetkeztetést, hogy az AtMPK9 valéban
autofoszforilalodik, megnéztiik, hogy a LOF AtMPK9 foszforilalt-e a TDY hurokban in
vivo. Protoplasztokat transzformaltunk a WT és a LOF konstrukciokkal, majd
sokezelést is alkalmaztunk mindkét esetben. A p-ERK ellenanyaggal végzett Western
blot igazolta, hogy a WT AtMPKY stressz kezelés hatasara, in vivo foszforilalodik a
TDY hurkon (24. abra). Ezzel szemben a sokezelt és a kezeletlen LOF mintak
egymastol megkiilonboztethetetlenek voltak, egyikilk sem adott jelet a p-ERK

ellenanyaggal.

WT-AtMPK9 LOF-AtMPK9
NaCl - + = +
S— MBP
.-' ‘,4 p-ERK

-_— G T CEEED )y

24. abra. In vivo expresszalt WT és LOF AtMPK9 vizsgalata sokezelés utan. Feliil az
affinitas tisztitott kinazokkal végzett kinaz reakcié autoradiogramja, kdzépen az anti-p-ERK
ellenanyaggal, alul pedig az anti-HA-POD antitesttel végzett Western blot képe lathatd. A

sokezelt mintakat (+) jel mutatja.

In vitro kinaz reakciot is végeztink a sejtbdl izolalt fehérjékkel, melynek
eredménye Osszecsengett a Western blot eredményével: csak a sokezelt WT AtMPKO9
rendelkezett kindz aktivitdssal. Megallapithatjuk tehat, hogy soaktivalas nélkiil az
AtMPKO alapaktivitasa elenyész6, aktivacios hurkanak foszforilacidja nem kimutathato.
Sokezelés hatasara viszont szignifikdns novekedés tapasztalhatd az aktivitasban és a

TDY hurok foszforilacidja is kimutathato.
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5.1.7. Foszfataz inhibitorok hatasa az in vivo kinaz aktivitasra

Ismert, hogy a MAPK-okat negativan szabalyozza szamos tirozin-, treonin vagy
kettds specifitdsu foszfatdz. Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk szabalyozzak-e
foszfatazok az AtMPK9 TDY foszforilacigjat, illetve a kindz aktivitasat, WT és LOF
kindzokat expresszalo sejteket kezeltiink foszfataz inhibitorokkal: okadansavval, mely
gatolja a protein-foszfataz 2A-t (PP2A), a PP2B-t és kissé a PPl-et is, illetve
ortovanadattal, mely a tirozin-, és a kettds specifitdsi foszfatazok gatldészere. Az
okadansavat 0,1 illetve 1 uM koncentracidban adtuk a sejtekhez, a kezelés egy oran at
tartott. A p-ERK ellenanyaggal végzett Western bloton a TDY hurok foszforilaciéjanak
dramai mértéki novekedését lathattuk az okadansavval kezelt WT mintdk esetén (25.

abra), mig az ortovanadat szinte semmi hatassal nem birt (nem bemutatott adat).

WT-AtMPK9

OA (M) 0 0.1

I
-.MBP

— - - anti-HA

LOF-AtMPK9

OA (uM) 0 0.1 1

p-ERK

S sm— | anti-HA

25. abra. Foszfataz inhibitorok hatasanak vizsgalata WT és LOF AtMPKO9 fehérjéket
tultermeld protoplasztokban. A fels6 panelen a WT AtMPKO9 kinaz aktivitasanak
autoradiogramja, p-ERK és anti-HA-POD antitesttel végzett Western blotja, az alson a LOF
AtMPKY9, p-ERK és anti-HA-POD antitesttel végzett Western blotja lathato.
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A WT AtMPK9 aktivitasa lathatéan Osszefiiggésben all a TDY hurok
foszforilacidjaval. Fontos megjegyezniink, hogy egyik foszfataz inhibitor kezelés sem
idézte el a LOF TDY hurokjanak foszforilacidjat. Osszefoglalva tehat elmondhatjuk,
hogy az AtMPK?9 autofoszforilalodik és a defoszforilacié — direkt vagy indirekt modon

— okadansav-érzékeny foszfatazok hatasara kovetkezhet be.

5.1.8. Az autofoszforilacio mechanizmusa

A kovetkezd felmeriilé kérdés az autofoszforilaci6 mechanizmusanak mikéntje.
Az autofoszforilalodo fehérjék leggyakrabban intermolekuldrisan aktivalodnak, azaz az
egyik kinaz molekula aktivalja a masik kindz molekulét, viszont ahogy a Bevezetés
fejezetben jeleztem, intramolekularis autofoszforilacié is ismert. Kisérleteinkkel azt
kivantuk tisztdzni, hogy az AtMPK9 melyik mechanizmussal aktivalodik. A kisérleti
felallas a kovetkez6 volt: in vitro transzlacioval eléallitott, Ni-kelat agyhoz kotott WT
AtMPK9-et defoszforilaltunk A-foszfatazzal ¢és megnéztikk, hogy képes-e az
autofoszforilaciora. A foszfataz kezeletlen minta Coomassie Blue-val festett gélképén
egy lassabban vandorld, elmosodott sav volt lathatd, megerdsitve korabbi kisérleteinket

(26. abra).

Ezekkel a kezelt és kontroll mintakkal kinaz reakciot is végeztiink (jelen esetben a
kinaz 6nmaga volt a szubsztrat is) és autoradiogramon detektaltuk a foszforilacio
megtorténtét. Az autoradiogramon lathaté, hogy mindkét mintdban tortént
autofoszforilacio, viszont a foszfataz kezelt minta esetén erdsebb jelet kaptunk, azaz a
kindz nagyobb mértékben volt képes az autofoszforilaciora, ha kordbban
defoszforilaltuk. Megvizsgaltuk, hogy rendelkezik-e kindz aktivitassal az MBP-vel
szemben is a foszfataz kezelt és kontroll WT AtMPK9. A kovetkezOkben
megvizsgaltuk, hogy a vad tipusu AtMPK9 képes-e transzfoszforilalni a kinaz inaktiv
AtMPKO9-et. A LOF fehérjét in vitro transzlaltuk, affinitas aggyal tisztitottuk és
hozzaadtuk a szintén in vitro transzlalt, affinitas tisztitott, elualt, azaz oldatban 1év6 WT
fehérjét. Kindz reakcioban a LOF fehérje volt a szubsztrat, a WT fehérje a kinaz.
Kozvetleniil a reakcio leallitas elott az oldatban 1évo WT AtMPK9-et eltavolitottuk, az
agyhoz kapcsolt LOF mutans fehérjét pedig PAGE-n szeparaltuk, majd

autoradiogramon detektaltuk a foszforilaciot. Azt talaltuk, hogy a WT nem képes
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transzfoszforilalni a LOF-ot, tehat kijelenthetjiik, hogy az AtMPK9 intramolekularis

mechanizmussal, azaz cisz-autofoszforilacioval aktivalodik.

WT-AtMPK9 LOF-AtMPK9
A-foszfataz 5 + = =
Coomassie
k-WT-AtMPK9 k-LOF-AtMPK9
A-foszfataz - + - .
WT-AtMPK9 - = - +
AtMPK9

26. abra. A foszforilacio mechanizmusanak vizsgalata in vitro transzlalt, affinitas tisztitott

WT és LOF AtMPKO fehérjékkel. Feliil a fehérjék Coomassie gélképe lathato, kozépen az

AtMPK9 autofoszforilaciojat jelz6 sav a kinaz reakcio autoradiogramjan, alul pedig az egyes

mintak MBP-vel szemben mutatott kinaz aktivitasa.

5.1.9. Az AtMPKO9 foszfoaminosav mintazata

Az AtMPK9 gélen mutatott diffiz migraciés mintazata arra enged kovetkeztetni,
hogy a fehérje tobb helyen foszforilalt. LC-MS/MS analizissel kimutattuk, hogy az
aktiv, illetve az inaktiv kindz foszforilacidos mintazata eltérést mutat a C-terminalis
doménben: amig a WT-ban a TDY motivumon kiviil a Ser401, a Serd43 és a Serd64
ugyancsak foszforilalva volt, addig a LOF-ban nem volt kimutathat6 egyetlen aminosav
foszforilacidja sem (Fiiggelék III. abra). Kiilonos modon, a Serd64-et a klasszikus
MAPK foszforilacios helyekre jellemzé prolin helyett alanin kdveti. Ez azt sugallja,
hogy az AtMPK9 a tipikus MAPK foszforilacios mintazattol (S/T-P) eltéré aminosav
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sorrend esetén is képes a foszforilaciora, azaz a klasszikus MAPK-oknal szélesebb
foszforilacios hely felismerd specifitassal rendelkezik. Az azonositott foszforilacios

helyeket a 27. 4bra mutatja.

27. abra. Az AtMPK9-ben azonoesitott foszforilacios helyek. Az I-TASSER predikcios
program altal generalt 3-dimenzios szerkezet. Az dbra az UCSF Chimera program segitségével
késziilt. A foszforilalt aminosavak (Thr185, Tyrl87, Ser401, Serd43 és Ser464) feketével
jeloltek, a kinaz domén [1-314 aminosavak] s6tétsziirke szinnel, a C-terminalis domén pedig

vilagossziirke szinnel.

5.2. Az AtMPKG6 feltételezett szubsztratjainak azonositisa

A munkacsoportunk altal kifejlesztett és optimalizalt in vitro transzlacion alapulo
szubsztrat azonositdsi modszerrel kivantuk azonositani az AtMPK6 potencialis
szubsztratjait. Pragai kollégaink kimutattdk, hogy az aktiv AtMPK6 kolcsonhat a y-
tubulinnal és az EB1c-vel, emellett megallapitottak, hogy a novényi mikrotubulusokhoz
a y-tubulin, a GCP4, az EBI fehérjék és az aktiv AtMPKG6 is kapcsolédhat. gy
felmeriilhet a kérdés, hogy az AtMPK6 altal torténd foszforilacio is kimutathato-e.
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Négy feltételezett szubsztratot vizsgaltunk, melyet GST-cimkével allitottunk eld a
sejtmentes transzlacidés rendszerben: GST-EBla, GST-EBlc, GST-GCP4, GST-y-
tubulin. Affinitas tisztitisuk utan kindz reakciot hajtottunk végre Hisg-cimkével
eléallitott, myc-AtMKK4-GOF altal aktivalt, clualt AtMPK6-tal. Amint azt mar
korabban bemutattuk az AtMPK6 ismert aktivatora az AtMKK4, hianyaban az AtMPK6
nem rendelkezik aktivitassal (17. abra). Az in vitro transzlaciés rendszerben az
AtMPKG6-ot egyiitt transzlaltuk az aktivalo GOF-AtMKK4-gyel. A GST-cimkével
ellatott szubsztratok esetén negativ kontrollként magéat a GST fehérjét is termeltettiik
(nem kozolt adatok). Egyértelmiien megallapithatjuk, hogy a kinaz reakcid csak a EB1
ndvényspecifikus € izoformdja esetén hozott pozitiv eredményt, a masik harom fehérje
AtMPKG6 altali foszforilacioja nem volt kimutathaté in vitro koriillmények kozott (28.
abra, [110]).

GST-EB1a GST-EB1c GST-y-Tub GST-GCP4
MPK6/MKK4 - + - + % + & $

120 =
100 =

R C—
55 ==

autoradiogram

120 =
100 = q .
70) = Coomassie

55 =

28. abra. Az AtMPKG6 feltételezett szubsztratjainak foszforilaciéja. Az in vitro transzlalt,
GST-cimkével jelolt feltételezett szubsztratokkal és az AtMKK4-gyel egyiitt in vitro transzlalt,
affinitas tisztitott, elualt AtMPK6-végzett kinaz reakcio feliil, a szubsztratok Coomassie gélképe

alul.
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6. Megbeszélés

A klasszikus MAP kinazok jellemzdje, hogy az aktivaciés hurokban talalhato
TXY aminosav triplet foszfoakceptor aminosav oldallancainak foszforilacidja révén, az
adekvat MAPK kinazok altal aktivalodnak. A foszforilacio a kettds specifitasi MAPK
kinazok altal, két Iépésben valosul meg, mégpedig Ggy, hogy eldszor a tirozin, majd a
treonin modosul, mely a kinaz aktivitdsaban négy nagysagrendbeli novekedést idéz el
[120]. Az aktivacio szelektivitasa a MAP kinazok C-terminalis részén elhelyezkedé CD
(common docking) domén 4altal biztositott, mely a megfeleld kolcsonhato fehérje
komplement dokkold doménjével hat koleson [121].

Szamos kisérleti eredmény bizonyitja, hogy a MAP kinazok aktivicija nem
kizarolag MAPK kindz altali foszforilacioval johet létre. Némely atipikus MAP kindz
aktivalodasahoz elég egy szerin oldallancon foszforilalodnia IPAK-ok altal [61]. Mas
atipikus kinazok, mint az ERK7/8, a TXY motivumuk kettds, intramolekularis
autofoszforilaciojaval érik el maximalis aktivitasukat [80,82]. Meglepé moddon olyan
kindz is 1étezik, mely klasszikus és atipikus mddon is képes aktivalodni: a p38a MAP
kinaz MAPKK koézremiikodésén kiviil autokatalizissel is képes aktivalodni. Utobbi
alternativ mechanizmus a TAB1 (transforming growth factor (TGF)-f-activated kinase
1/MAP3K7-binding protein 1) fehérjével torténd direkt interakcioval kovetkezik be a
p38a TGY aktivacios hurokjaban [122]. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a MAP
kinazok szabalyozasa sokkal kifinomultabb, mint azt korabban gondoltuk, és a
klasszikus aktivacio mellett 1étez6 autofoszforilacid sokkal altalanosabb aktivacios
mechanizmus lehet.

Az Arabidopsis genomja 20 MAP kinazt kodol, de kozilik csak néhany — az
AtMPK3, az AtMPK4 ¢és az AtMPK6 — tanulmanyozott részletesen, melyek mind a
klasszikus MAP kinazok koz¢ tartoznak és TEY motivummal rendelkeznek. Jol ismert,
hogy ezek az A- és B-alcsaladba tartozo MAP kinazok kett6s specifitasi MAPKK-ok
altal aktivalodnak [82].

A TEY motivumot tartalmaz6 novényi MAPK-okkal 6sszehasonlitva lényegesen
kevesebb informacionk van a D-alcsalad, TDY motivumot tartalmazo tagjairél [98,100].
Egyetlen képviseldjiikrdl, az AtMPKS8-rél ismert, hogy az AtMKK3 Altali

foszforilacioval aktivalodik [89]. Azonban a masik ismertetett aktivacios mechanizmus
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— azaz a kalmodulinnal val6 direkt interakcié — meglep6 mdédon nem a treonin és a
tirozin foszforilacidjan alapszik, mivel a kalmodulin mind a vad tipust, mind a TDY
mutans fehérjének noveli az aktivitasat.

Jelen munkank soran egy ujabb D-alcsalad-beli MAP kinaz, az AtMPK9
szabalyozasat mutatjuk be, illetve ismertetiink egy in vitro transzlacion alapulod
szubsztrat azonositasi modszert.

Az AtMPKG6-tal ellentétben az in vitro transzlalt AtMPK9 meglep6en magas kinaz
aktivitast mutatott MAPK kin4zok hozzéadasa nélkiil. Ez az emelkedett kinaz aktivitas a
TDY motivum kettds foszforilaciojaval jart egyiitt, melyet anti-p-ERK ellenanyaggal
torténd immunoblottal igazoltunk. A TDY motivum két foszfoakceptor aminosavjanak
foszforilacigja elengedhetetlen a kindz aktivalédasahoz, mivel mind a treonin, mind a
tirozin in vitro mutagenezise dramaian lecsokkentette az aktivitast. LC-MS/MS
analizissel bizonyitottuk, hogy az egyszeres mutansok esetén a nem mutdlt aminosav
foszforilalodik, tehat a két aminosav foszforilacidja egymastol fliggetleniil is
bekovetkezhet.

Annak érdekében, hogy azonositsuk az AtMPKO9-cel esetlegesen kolcsonhato
protein kinazokat a buzacsira elegybdl, az in vitro transzlalt, affinitas kromatografiaval
tisztitott AtMPK9 komplexet MS analizisnek vetettiik ala. A korabbi irodalmi
eredményekhez hasonléan munkacsoportunk sem azonositott kdlcsonhatd partnereket
ezzel a megkozelitéssel (nem kozolt adat).

Az AtMPK9 MAPKK-fiiggetlen aktivacidjat in vivo kisérletekkel, Arabidopsis
protoplasztokban végzett tranziens expresszioval is vizsgaltuk. Azt tapasztaltuk, hogy
az AtMPK9 sokezelésre aktivalodott, viszont egyetlen, vele egyiitt expresszalt,
konstitutivan aktiv. MAPKK sem tudta aktivalni. Tovabba protoplasztban
taltermeltetett, soéaktivalt WT AtMPK9-cel szemben a LOF nem volt detektalhato az
anti-p-ERK ellenanyaggal immunoblot soran, ujabb bizonyitékot nytjtva az
autofoszforilaciés mechanizmusrol szo6l6 feltételezésiinknek. Tovabbi bizonyitékot
talaltunk az autoaktivaciora foszfataz inhibitorok in vivo rendszerben vald
alkalmazésaval, és kimutattuk, hogy az AtMPKO9 aktivitasa foszfatdzokkal szabalyozott.
Az okadansav kezelés hatasara a vad tipusu, illetve mutans kinazt expresszalo sejtekben
szignifikdnsan megnovekedett foszforilaciot és aktivaciot tapasztaltunk WT AtMPK9

esetén, mig a LOF esetén nem tortént valtozas.
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Ezen eredmények Osszessége arra utal, hogy katalitikus aktivitdsdnak
elnyeréséhez az AtMPKO9-nek nincs sziiksége aktivator kindzra, szabalyozasa
autofoszforilacids mechanizmuson ¢€s fehérje foszfatazok altal torténd defoszforilacion
alapszik.

Egy specidlis kisérleti feldllassal ellendriztiik, hogy az autofoszforilacio
intramolekularis vagy az altalanosabb, intermolekuldris modon torténik-e. Ehhez az
inaktiv LOF AtMPK9-et affinitds kromatografias agyhoz kapcsolva alkalmaztuk, mint
szubsztratot az in vitro kinaz reakcioban, ahol a hozzaadott, elualt WT kindz nem volt
képes foszforilalni azt. Mikor pedig az affinitas kromatografias agyhoz kapcsolt WT
kinazt hasznaltuk szubsztratként ¢és kindzként egyarant, azt lattuk, hogy dnmagat képes
foszforilalni. Tehat megéllapithattuk, hogy az autofoszforilacid intramolekularis
mechanizmussal torténik.

LC-MS/MS analizisiink soran a WT fehérje rendezetlen C-terminalis doménjében
is azonositottunk harom foszforilalt szerin aminosavat, mig a LOF-ban egyetlen ilyen
modositason atesett aminosav sem volt kimutathaté. Erdekes médon, az egyik szerin
esetében nem teljesiil a MAP kinazok foszforilacios helyének feltétele, azaz hogy a
foszfoakceptor szerint prolinnak kell kovetnie. Mindezen eredmények arra utalnak,
hogy az AtMPKO9-nek szélesebb foszfo-hely felismerési képessége van a klasszikus
MAP kinazokkal szemben, mely tulajdonsaga elengedhetetlen lehet az autokatalitikus
funkci6 szempontjabol

Korabban ¢élesztd kettds hibriddel végzett, szisztematikus kisérletek soran sem
talaltak a novényi MAPK-ok D-alcsaladjanak tagjainak kolcsonhaté MAPKK partnert
[123]. Ezzel 6sszhangban vannak sajat, az AtMPK9-cel végzett in vivo eredményeink is,
azaz hogy az AtMPKO aktivitaisa MAPKK-fiiggetlen, aktivalodasa autokatalitikus
mechanizmussal torténik és szoros Osszefliggésben all a TDY hurok két foszfoakceptor
aminosavanak autofoszforilacidjaval. Az eredményeinktdl eltérden, az AtMPKS8-rol, az
AtMPKO egy kozeli rokonarol ismert, hogy aktivacioja MAPKK és kalmodulin fiiggd is
egyben [89]. A D-alcsaladba tartoz6 MAPK-ok kozti homologiat aminosav szekvencia
elemzéssel vizsgaltuk: mig a kindz doménjeik nagyfokll hasonldésagot mutatnak, addig
rendezetlen C-terminalis doménjeik eltérnek egymastol (Fiiggelék I.abra). Tehat
megallapithatjuk, hogy az ide tartozo kindzok valosziniileg kiilonbozd szabalyozasi

mechanizmussal rendelkezhetnek, és ebben a szabdlyozésban a C-termindlis domén
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fontos szerepet jatszhat. Feltételezziik, hogy a C-termindlis feltételezett regulator
funkcidjanak ¢és az AtMPK9 C-termindlis doménjében azonositott foszforilalt
aminosavaknak fizioldgias jelentdsége is lehet a kinaz aktivitds szabalyozéasaban,
viszont pontosabb kovetkeztetések levonasahoz tovabbi kisérletek sziikségesek.

Az in vitro transzlacidos rendszeriinket kivaldéan alkalmazhatjuk MAP kinaz
szubsztrat azonositasra is. Kilfoldi egyiittmiikodé partneriink  kutatasainak
kozéppontjaban a novényi mikrotubulus-asszocialt fehérjék allnak. Megfigyeléseik
szerint az AtMPK6 kolcsonhat az EB1c-vel valamint a y-tubulinnal, illetve a novényi
mikrotubulusokhoz a y-tubulin, a GCP4, a pozitiv vég specifikus EB1 fehérjék is
kapcsolodhatnak. A jelenség felveti annak lehet6ségét, hogy ezen fehérjék szubsztratjai
a komplexben azonositott kinaznak. Igazolandd a feltételezést, in vitro transzlalt
fehérjékkel kinaz reakciot végeztiink: az EBla, EBlc, y-tubulin és GCP4 fehérjékkel,
mint lehetséges szubsztratokkal és az aktivalt AtMPKG6-tal. Kimutattuk, hogy az
AtMPK6 a vizsgélt fehérjék kozil kizarolag az EB1 fehérje novényspecifikus ¢
izoformajat foszforilalja in vitro, ami jo 0sszhangban van azzal, hogy az EBlc-ben
talalhato prediktalt MAPK kot6- és foszforilacios hely . Ez az eredmény azt sugallja,
hogy a kiilsd jelek altal stimulalt AtMPK6 az EBlc foszforilacidjan keresztiil szerepet

jatszik a mitotikus orso szabalyozasaban.
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7. Kovetkeztetések

Az Arabidopsis thaliana MAP kinazok D-alcsaladjaba tartozo, TDY aktivacios
hurkot tartalmazé AtMPK9 aktivacioja mindeddig felderitetlen volt. A buzacsira alapq,
sejtmentes in vitro transzlacioés rendszerben eldallitott AtMPK9 PAGE-n a fehérje
foszforilacigjanak kovetkezményeként mas MAP kinazoktdl eltérd migracids képet
mutat, és MBP modell szubsztrattal torténo, radioaktiv kinaz reakcioban szokatlanul
magas alapaktivitassal rendelkezik. Anti-p-ERK ellenanyaggal végzett immunoblot
bizonyitotta, hogy az aktivitdis a TDY hurok foszforilacigjahoz kdothetd, melyet
tomegspektrometriai analizissel is igazoltunk.

A TXY hurok mindkét foszfoakceptor aminosavanak foszforilalodnia kell a kinaz
aktivitas elnyeréséhez. A TDY hurok, in vitro mutagenezissel létrehozott T185A,
Y187F és kettds T185A/Y 187F muténsai, illetve a kindz inaktiv mutans a vad tipustol
eltéré migracios képet mutatnak, aktivitassal nem rendelkeznek. LC-MS/MS analizissel
Kimutattuk, hogy az egyszeres mutansok esetén a masik foszfoakceptor aminosav
foszforilalt, a kett6s mutdnsban és a LOF-ban nem azonosithato foszforilacio. A TDY
motivum foszforilacidja tehat mind a treonin, mind a tirozin aminosavon megtorténik,
¢s ez elengedhetetlen az AtMPK9 autofoszforilaciés mechanizmussal torténd
aktivalaséhoz.

Az AtMPK9-nek nem ismert MAPK kindz aktivatora. In vivo, protoplaszt
tranziens expresszios kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy az AtMPK9-nek nincs
kimutathat6 aktivitas ndovekedése egyetlen konstitutivan aktiv MAPK kinazzal torténd
koexpresszid esetén sem, viszont a fiziologids stimulusok koziil a NaCl, a Hy,O; és a
flagellin is aktivalja. Az in vivo rendszerben, anti-p-ERK ellenanyaggal végzett
immunoblot alapjan csak a soaktivalt WT AtMPK9 rendelkezik foszforilalt aktivacios
hurokkal, a LOF nem. Az AtMPK9 tehait MAPKK-fiiggetlen moddon,
autofoszforilacidval aktivalodik.

A foszfatazok negativan reguldljadk a MAP kindzokat. Az okadansav gatolja a
PP2A, PP2B és kissé a PP1 fehérje foszfatazokat. Okadansavval kezelt, WT AtMPK9-
et tultermelt sejtek aktivitdsa dramaian megnovekszik, és ezzel parhuzamosan né a TDY
hurok foszforilaltsagi allapota, a LOF esetén nem torténik valtozas. Tehat az AtMPKO-

et fizioldgidsan okadansav-érzékeny foszfatdzok defoszforilalhatjak.
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Az autofoszforilaci6 mechanizmusa lehet intra- és intermolekularis. In vitro
transzlalt vad tipusu és kinaz inaktiv fehérjét szubsztratként haszndlva a hozzaadott WT
AtMPK9 nem foszforilalta a LOF-ot, igy kijelenthetjiik, hogy az aktivacio
intramolekularisan torténik.

A C-termindlis rendezetlen domén funkcidja ismeretlen, a D-alcsaladon beliil
minden tag  esetén  kiilonb6zé  aminosav ~ szekvencidval  rendelkezik.
Tomegspektrometrias mérésekkel a WT AtMPK9 C-terminélis doménjében harom
foszfoszerint (Ser401, Serd443 és Ser464) azonositottunk, melybdl egy nem felel meg a
MAPK-okra jellemzd, szerin/treonin-prolin foszforilacios helynek. Feltételezziik, hogy
a C-terminadlis domén regulator funkcioval rendelkezhet, viszont a pontos mechanizmus
feltarasahoz még tovabbi kisérletek sziikségesek.

A ndvényi sejtosztddasban feltételezett szerepet jatszo, mikrotubulus-asszocialt
fehérjék (EBla, EBlc, y-tubulin és GCP4) az AtMPK6 feltételezett szubsztratjai. In
vitro fehérjetermeléssel eldallitott fehérjékkel kinaz reakciot végezve kKimutattuk, hogy a
négy vizsgalt fehérje koziil az AtMPKG6-nak csak az EB1 névényspecifikus ¢ izoformaja

a szubsztratja. A foszforilacionak fontos szerepe lehet a mitotikus orsé szabalyozasaban.
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8. Osszefoglalas

A mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK-0k) az eukaridta sejt legdsibb
jelatviteli utvonalat alkotjak, mely egy haromtagu kinaz kaszkadbol épiil fel. A MAPK-
ok aktivacidja teljes mértékben az aktivacidos hurokban [évé TXY motivum
biszfoszforilaciojatol fiigg, melyért kettés specifitaisi MAPK kinazok (MAPKK-0Kk)
felelések. Az Arabidopsis thaliana mitogén-aktivalt protein kinaz 9 (AtMPK9) az
atipikus MAP kinazok koz¢ tartozik. Az atipikus kindzok TDY foszfoakceptor hellyel
¢és egy hosszu C-terminalis doménnel rendelkeznek, illetve hianyzik beldliik a MAPKK-
kot6 dokkolé motivum. Munkank soran szamos in vitro and in vivo eredmény
szolgaltatunk bizonyitékul arra, hogy az AtMPK9 MAPKK-oktol fiiggetleniil,
autofoszforilacidoval aktivalodik. Tomegspektrometrids analizissel feltérképeztik az
autofoszforilalt aminosavakat a TDY motivumban és a rendezetlen C-terminalis
szabalyoz6 doménben. A foszfoakceptor TDY motivum in vitro mutagenezisével
megalkotott mutdnsokkal végzett kisérletek bizonyitottdk, hogy a kinaz aktivitasahoz
kettds foszforilaciora van sziikség. Tovabba igazoltuk, hogy az AtMPKO kinaz inaktiv
mutansa nem képes transzfoszforilalodni a TDY hurokban mikor vad tipusu AtMPKO9-et
adunk hozza, ami arra enged kovetkeztetni, hogy intramolekularis autokatalitikus
foszforilacio torténik. In vivo kisérletek soran kimutattuk, hogy az AtMPK9 NaCl-dal
aktivalhato, illetve, hogy okaddnsav-érzékeny foszfatdzok szabalyozzak aktivitasat.
Mindezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a MAPKK-fliggetlen aktivacios
mechanizmus szempontjabol a novényi AtMPK9 hasonlosagot mutat az emlés ERK7/8
(extracellularis szignal regulalt kinaz 7/8), atipikus MAPK-okkal.

A stressz-aktivalt MAPK utvonalak részt vesznek a kornyezeti valtozdsokra adott
adaptacios valaszokban, szabalyozzak a citoszkeletalis atrendezédéseket, ily modon
befolyasoljak a sejtosztodéast. A folyamat részletei kevéssé feltérképezettek, ahogy a
legtobb résztvevd kindz szubsztratjai is. Tomegspektrometriaval azonositottak
citoszkeletalis fehérjéket az AtMPK6 komplexben, melyeket in vitro transzlacidval
allitottunk el6 és foszforilacios reakcidt hajtottunk végre veliik. Azonositottunk egy 1j
AtMPK6 szubsztratot, az EBlc-t, a mikrotubulus pozitiv vég koté fehérje,

novényspecifikus ¢ izoformajat. Az AtMPKG6 ezzel szemben nem foszforilalja az EB1a-

crcr
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9. Summary

The Arabidopsis mitogen-activated protein kinase 9 (AtMPK®9) is a member of an
atypical class of MAPKSs. Representatives of this MAPK family have a TDY
phosphoacceptor site, a long C-terminal extension and lack the common MAPKK-
binding docking motif. In the present paper, we describe multiple in vitro and in vivo
data showing that AtMPKO is activated independently of any upstream MAPKKSs but
rather is activated through autophosphorylation. We mapped the autophosphorylation
sites by MS to the TDY motif and to the C-terminal regulatory extension. We mutated
the phosphoacceptor sites on the TDY, which confirmed the requirement for
bisphorylation at this site for full kinase activity. Next, we demonstrated that the kinase-
inactive mutant form of AtMPK9 is not transphosphorylated on the TDY site when
mixed with an active AtMPK9, implying that the mechanism of the autocatalytic
phosphorylation is intramolecular. Furthermore, we show that in vivo AtMPK9 is
activated by salt and is regulated by okadaic acid-sensitive phosphatases. We conclude
that the plant AtMPK9 shows similarities to the mammalian atypical MAPKS, such as
extracellular-signal-regulated kinase (ERK) 7/8, in terms of an MAPKK-independent
activation mechanism.

Stress-activated plant MAP kinase pathways play roles in growth adaptation to the
environment by modulating cell division through cytoskeletal regulation, but the
mechanisms are poorly understood. Despite the increasing number of annotated kinases,
the majority of the kinase substrates have not yet been described. We performed
phosphorylation experiments with in vitro translated cytoskeletal proteins, which were
identified by mass spectrometry as components of MPK6 complexes and. We found a
novel substrate for MPKS®, the plant specific microtubule plus end protein, EB1c. MPK6
phosphorylates EB1c, but not EB1la, and has roles to maintain regular planes of cell

division under stress conditions.
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S S S S T T T S S S S

SRS S T T T T S S

Alkalmazott anyagok

Klonozas, vektorok tisztitasa

iIProof High Fidelity DNS polimeraz, 2 U/ul (5x HF puffer) (BioRad)

2x PCR MasterMix (Thermo Scientific)

T4 DNS ligaz, 5 U/ul (Fermentas)

T4 DNS ligaz puffer (Fermentas)

10 mM CleanAmp dNTP mix (TriLink)

2 mM dNTP mix (Fermentas)

QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent)

Gateway® LR Clonase™ II Enzyme Mix (Invitrogen)

50x TAE puffer: 2 M Tris, 1 M ecetsav, 0,05 M EDTA

agardz (Amresco)

GelGreen (Biotium)

PCR Clean Up puffer: 26% (w/v) PEG 8000, 6,5 mM MgCl,, 0,6 M natrium-
acetat, pH 67

FastDigest Ncol (Fermentas, hasitasi hely: 5°...C|CATGG...3’)

FastDigest Notl (Fermentas, hasitasi hely: 5°...GC|GGCCGC...3")

FastDigest Sspl (Fermentas, hasitasi hely: 5°...AAT|ATT...3’)

10x FastDigest puffer (Fermentas)

PureLink™ Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)

100 mM dGTP (Bioline)

100 mM dCTP (Bioline)

10x NEBuffer2 + 1% BSA (New England Biolabs)

T4 DNA Polymerase (New England BioLabs)

50 mM EDTA oldat (Sigma)

Escherichia coli XL10-Gold Ultracompetent Cells (Agilent Technologies)
- genotipus: TetrA(mcrA)183 A (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1
recAl gyrA96 relAl lac Hte [F" proAB lacq ZAM15 Tnl0 (Tetr) Amy Camr]
Escherichia coli BL21 (DE3) Competent Cell (New England Biolabs)
- genotipus: thuA2 [lon] ompT gal [dem] AhsdS
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Escherichia coli a-select (silver) kompetens sejt (Biocompare)
- deoR endAl recAl relAl gyrA96 hsdR17(rk -mk+) supE44 thi-1
A(lacZY A-argFV169) 80dlacZAM15 F-

A LB tapoldat: 1% tripton, 0,5% ¢élesztokivonat, 1% NaCl, desztillalt viz

A LB téaptalaj: 1% tripton, 0,5% élesztokivonat, 1% NaCl, 2% agar, desztillalt viz
A SOC tapoldat: 2% tripton, 0,5% ¢élesztokivonat, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10

S T S S S S

mM MgCl;, 10 mM MgSO4, 20 mM gliikk6z

Gene Ruler 1 kb DNS marker (Fermentas): 10000, 8000, 6000, 5000, 4000,
3500, 3000, 2500, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bazispar (bp)

6x Loading Dye (Fermentas)

abszolut etanol (Molar Chemicals Kft.)

karbenicillin (Bioline)

kanamicin (Fluka)

spektinomicin (Sigma-Aldrich)

PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen)

QIAGEN Plasmid Midi Kit (Qiagen)

PureLink Quick Gel Extraction and Combo Kit, gélextrakcids kit (Invitrogen)
nukleazmentes viz (Thermo Scientific)

steril pipettahegyek (Neptune)

- Bakterialis fehérjeexpresszio
MDG: 100 ml 10x M puffer (25 mM Na,HPO,4, 25 mM KH,PO,4 50 mM
NH.CIl, 5mM NayS0,), 12,5 ml (40%) gliikdz, 10 ml (0,25%) aszpartat, 2 ml

MgSOg, 0,2 ml 1000x fém nyomelemek 1 literre desztillalt vizzel kiegészitve.

A 50x 5052 puffer: glicerol 0,5%, gliik6z 0,05%, laktoz 0,2%

1000x fém nyomelemek (végkoncentracié 100 ml-ben)
36 ml desztillalt vizhez:

50 ml 0,1 M FeCl5*6 H,0 (50 uM Fe**)

2 ml 1 M CaCl,*2 H,0 (20 uM Ca®")

1 ml 1 M MnCl,*4 H,0 (10 uM CI')

1 ml 1 M ZnSO,*7 H,0 (10 uM Zn?*)

1 ml 0,2 M CoCly*6 H,0 (0,2 uM Co?")
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2 ml 0,1 M CuSO4*5 H,0 (2 uM Cu*)

1 ml 0,2 M NiCl,*6 H,0 (2 uM Ni?")

2ml 0,1 M (NH4) §M0702:*4 H,0 (2 uM Mo®)

2ml 0,1 M H3BO3 (2 uM H3BO3)

ZYM-5052 puffer: 1% Tripton, 0,5% élesztkivonat, 100 ml 10x M puffer (25
mM Na;HPO,, 25mM KH,PO,4, 50 mM NH4CI, 5 mM Na,;S0O,), 20 ml 50x 5052
puffer, 2 ml 1 M MgSO,, 0,2 ml 1000x fém nyomelemek 1 literre desztillalt
vizzel kiegészitve.

feltar6 puffer: 10 mM imidazol, 500 mM NaCl, 0,1% Triton-X 100, PBS-ben,
pH 7,9

- Protoplaszt tranziens expresszio

MS tapoldat: 30 g/l szacharéz, 0,24 mg/1 2,4-D (2,4-diklorfenoxi-ecetsav), 0,014
mg/l kinetin, 4,33 g/L Murashige-Skoog (Duchefa Biochimie) médium, pH 5,8
KOH-val

A 1000x Gamborg Vitamin Solution (Sigma-Aldrich)

0,34 M GM oldat: 3,16 g/l Murashige-Skoog Medium, Basal Salt Mixture
(Duchefa Biochimie), 30,5 g/l gliikoz (Reanal) és 30,5 g/l mannitol (Sigma-
Aldrich), 1000x Gamborg Vitamin Solution (Sigma-Aldrich) a megfeleld
higitasban, pH 5,5 KOH-val

0,28 M GM oldat: 3,16 g/l Murashige & Skoog Medium, Basal Salt Mixture
(Duchefa Biochimie), 96 g/l szachar6z (Molar Chemicals Kft.), 1000x Gamborg
Vitamin Solution (Sigma-Aldrich) a megfeleld higitasban, pH 5,5 KOH-val.
sejtfalemésztd enzimoldat: 0,34 M GM oldatban 1% cellulase (Serva), 0.2%

macerozyme (Yakult)

A PEG oldat: 25% PEG6000, 0,45 M mannitol, 0,1 M Ca(NOs3),; pH 9,0 KOH-val
A flg22, Flagellin Fragment (aminosav szekvencia:

> > >

QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA)

5 M NacCl oldat (Molar Chemicals Kft.)

H,O, (Molar Chemicals Kft.)

okadansav (Sigma—Aldrich)

1,5 mm-es Eppendorf Safe-Lock csévek (Eppendorf)
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A 145/20 mm Petri csésze (Greiner Bio One)

A 24 well plate (Greiner Bio One)

- Invitro transzKkripcio és transzlacié

A FastDigest Notl (Fermentas, hasitasi hely: 5°...GC|GGCCGC...3’)
A FastDigest Scal (Fermentas, hasitasi hely: 5°...AGT|ACT...3")
A TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit (Thermo Scientific): DEPC

- > > >

kezelt viz, 5x TranscriptAid Reaction Buffer, TranscriptAid Enzyme Mix, NTP
mix (ATP, GTP, CTP, UTP 100 mM)

ENDEXT Technology Wheat Germ Cell-Free Expression System és 40x SUB-
AMIX (CellFree Sciences): WEPRO 1240, 40x SUB-AMIX S1, S2, S3, S4.

7,5 M ammonium-acetat (Sigma)

1 pg/ul kreatin-kindz toérzsoldat (Roche)

10x Laemmlie futtaté puffer (Serva)

5x SDS mintapuffer (0,312 M Tris pH 6,8, 10% SDS, 250mM DTT, 50%
glicerol, 0,01% bromfenolkék)

A 10%-o0s APS oldat (5 ml desztillalt vizben 0,5 g ammonium-perszulfat)

A PageBlue™ total fehérje festék (Fermentas)

A ProSieve QuadColor protein marker (Lonza): 300, 250, 170, 140, 100, 70, 55,

40, 25, 15, 10, 4,6 kilodalton (kDa) — festett marker
ProSieve Unstained Protein Marker 11 (Lonza): 200, 150, 120, 100, 70, 50, 40,
30, 20, 15, 10 kilodalton (kDa) — festetlen marker

A 40%-os akrilamid (Fluka)
A 10x PBS (1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 20 mM KH,PO4, 100 mM

> > >

Na;HPO,4-2H,0, pH 7,4)

PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scientific)
1,5 mL Protein LoBind Eppendorf csdévek (Eppendorf)
steril, RN-az mentes, 96 kamras, lapos alju lemez

steril pipettahegyek (Neptune)
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- Fehérje tisztitas, Western blot, kinaz reakcio
Pierce Glutathione Magnetic Beads (Pierce)
o GST moso6- és kapcsolo puffer: 25 mM Tris, 150 mM NacCl, pH 8,0
TALON® Metal Affinity Resins (Clonetech Laboratories Inc.)
o His moso6- és kapcsolo puffer: PBS, 300 mM NacCl, 0,01 % Tween-20
o His elucios puffer: 500 mM imidazol, PBS-ben
anti-HA—-agar6z agy (Sigma—Aldrich)
TBS puffer: 50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,6
600 ng/uL TEV proteaz 50% glycerol-ban
20x TEV proteaz puffer: 1 M Tris—HCI, 10 mM EDTA, pH 8,0 (Invitrogen)
0,1 M DTT (Invitrogen)
kinaz puffer: 20 mM HEPES, 15 mM MgCl,, 5 mM EGTA, 50 uM ATP, 10
mM NazVOy, 100 mM NaF, 1 mM DTT, pH 7,5
[y-*P]ATP (Izotép Intézet Kft.)
Lambda Protein Phosphatase, fehérje foszfatdz (New England BioLabs)
Bradford Solution (Fermentas)
anod I. puffer (0,3 M TRIS, 10% metanol, pH 10,4)
anod II. puffer (25 mM TRIS, 10% metanol, pH 10,4)
katod puffer (25 mM TRIS, 40 mM glicin, 10% metanol, pH 9,4)
metanol (Molar Chemicals Kft.)
elvalaszto gél puffer (1,5 M TRIS, 0, 4% SDS, pH 8,8)
TEMED (Sigma-Aldrich)
tomorité gél puffer (1 M TRIS, 0, 8% SDS, pH 6,8)
Tris (Sigma-Aldrich)
tejpor (Tutti Elelmiszeripari Kft.)
stripping puffer (200 mM glicin, 1% Tween-20, 0,1% SDS, pH 2,2)
nukledzmentes viz (Thermo Scientific)
anti-His-POD, HRP-konjugalt antitest (A7058, Sigma-Aldrich)
nyul anti-GST elsédleges antitest (06-332, Upstate Biotechnology)
patkany anti-egér, HRP-konjugalt masodlagos antitest (7076, Cell Signaling)
kecske anti-nyul, HRP-konjugalt masodlagos antitest (7074, Cell Signaling)
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patkany anti-HA-Peroxidase, HRP-konjugalt masodlagos antitest (12013819001,
Roche)

egér anti-myc-Peroxidase, HRP-konjugalt masodlagos antitest (11814150001,
Roche)

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr201/Tyr204) (D.13.14.4E) XP (9106, Cell
Signalling)

A PVDF membran (Millipore)

A Western Lightning Plus ECL: Enhanced Luminol Reagent, Oxidizing Reagent

(PerkinElmer)

A MBP mielin bazikus fehérje (Sigma-Aldrich)

A Bradford reagens (Fermentas)

A rontgen film (Agfa)
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I. tablazat. Alkalmazott primerek

Elnevezés Szekvencia

AtMPK9for 5’-TACTTCCAATCCAATGCAATGGATCCTCATAAAAAG-3’
AtMPK9rev 5-TTATCCACTTCCAATGTCAAGTGTGGAGAGCCGC-3’
AtMPKI9LOFfor 5’-GCGAAAAGGTTGCCATTAGGAAAATCAATGATGTGTT-3’
AtMPKI9LOFrev 5-AACACATCATTGATTTTCCTAATGGCAACCTTTTCGC-3’
AtMPK9T185Afor 5’-CCTTCGGCTATATTCTGGGCTGACTATGTTGCTACAA-3’
AtMPK9T185Arev 5-TTGTAGCAACATAGTCAGCCCAGAATATAGCCGAAGG-3’
AtMPK9Y 187Ffor 5-CTATATTCTGGACTGACTTTGTTGCTACAAGATGGTA-3’
AtMPK9Y 187Frev 5-TACCATCTTGTAGCAACAAAGTCAGTCCAGAATATAG-3’
AtMPK9T185A/ 5-CCTTCGGCTATATTCTGGGCT

Y187Ffor GACTTTGTTGCTACAAGATGGTA-3’

AtMPK9T185A/ 5-TACCATCTTGTAGCAACAAAGT

Y187Frev CAGCCCAGAATATAGCCGAAGG-3’

AtMPK6for 5-TACTTCCAATCCAATGCAATGGACGGTGGTTCAGGT-3’
AtMPK6rev 5-TTATCCACTTCCAATGCTATTGCTGATATTCTGG-3’
pEU3-NIIfor 5’-CACTATAGGGTACACGGATTCGC-3"

pEUrev 5-TATAGGAAGGCCGGATAAGACG-3’

pPRTHA_AtMPK9for 5-GCATCATATGGATCCTCATAAAAAGG-3’
pPRTHA_AtMPKO rev 5-ATGCGGCCGCAAGTGAGAGCCGCGA-3’
pET28a_AtMPK9for 5-GCATCATATGGATCCTCATAAAAAGG-3’
pPET28a_AtMPK9rev 5-ATGCGGCCGCAAGTGAGAGCCGCGA-3’

pRTfor 5’-CCACTATCCTTCGCAAGACC-3’

pRTrev 5-CTGGTGATTTGCGGACTCTA-3’

y-tubulinfor 5-TACTTCCAATCCAATGCAATGCCCTCGGGAGATAATT-3"
y-tubulinrev 5-TTATCCACTTCCAATGTCAGAACGCCCACTTCGG-3"
EB1lafor 5-TACTTCCAATCCAATGCAATGGCGACGAACATCGGA-3’
EBlarev 5-TTATCCACTTCCAATGTCAGGCTTGAGTCTTTTCTTC-3"
EB1cfor 5-TACTTCCAATCCAATGCAATGGCTACGAACATTGGG-3”’
EBlcrev 5-TTATCCACTTCCAATGCTAGCAGGTCAAGAGAGGAGA-3’
GCP4for 5-TACTTCCAATCCAATGCAATGTTGCACGAGCTTCTT-3"
GCP4rev 5-TTATCCACTTCCAATGTCACAATGGAAGCGCTGGGC-3”

- Alkalmazott vektorkonstrukciok

A bakteridlis expresszios vektorok:

pET28a: T7 promotert, C-termindlis Hisg-cimkét ¢€s kanamicin rezisztencia gént
tartalmaz (Novagen)

pET28a MPKOWT: vad tipusu AtMPK9-et tartalmazo vektor

pET28a MPKOLOF: kinaz inaktiv mutans AtMPK9-et tartalmazd vektor
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A transzlacios vektorok:
PEU3-NII-HLIC: T7 promotert, viralis, transzlaciot fokozo régiot, N-terminalis HiSe-
cimkét és ampicillin rezisztencia gént tartalmazo vektor
PEU3-NII-GLIC: T7 promotert, viralis, transzlaciot fokozo régiot, N-terminalis GST-
cimkét és ampicillin rezisztencia gént tartalmazoé vektor
PEU3-NII-GLICNot: T7 promotert, virdlis, transzlaciét fokozd régidt, N-terminalis
GST-cimkét ¢€s ampicillin rezisztencia gént tartalmazo vektor, Notl hasitohely a
linearizélashoz
PEU3-NII-GLICNot y-tubulin: egy feltételezett AtMPK6 szubszratot, a y-tubulint
tartalmazé vektor
PEU3-NII-GLICNot EBla: egy feltételezett AtMPK6 szubszratot, az EBla-t tartalmazé
vektor
PEU3-NII-GLICNot EBlc: egy feltételezett AtMPK6 szubszratot, az EB1c-t tartalmazé
vektor
PEU3-NII-GLICNot_GCP4: egy feltételezett AtMPK6 szubszratot, a GCP4-et
tartalmazé vektor
PEU3-NII-CassetteA: T7 promotert, viralis, transzlaciot fokozd régiot és a Gateway
klonozashoz sziikséges, A’ kazettat tartalmazo vektor
PENTR4_myc-AtMKK4-GOF: Gateway klonozashoz hasznalt ,,entry” klon
PEU3-NII-HLIC_MPKOWT: vad tipusit AtMPK9-et tartalmazé vektor
pEU3-NII-HLIC_ MPKOILOF: kinaz inaktiv mutans AtMPK9-et tartalmazo6 vektor
PEU3-NII-HLIC_MPKOT185A: AtMPK9 aktivacids hurok mutans konstrukcio, 185-6s
treonin alaninra cserélve
pEU3-NII-HLIC_MPKO9Y 187F: AtMPK9 aktivacios hurok mutans konstrukcio, 187-6s
tirozin fenilalaninra cserélve
pPEU3-NII-HLIC_MPKO9T185A/Y187F: AtMPK9 aktivacios hurok mutans konstrukcio,
185-06s tirozin alaninra, 187-0s tirozin fenilalaninra cserélve
pEU3-NII-HLIC_MPKG6: AtMPKG6-ot tartalmazé vektor
pEU3-NII-myc-AtMKK4-GOF: konstitutivan aktiv (GOF), aktivaciés hurkaban
foszfomimetikus T224D S230E aminosavakat tartalmazo AtMKK4 vektor
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A tranziens expresszios vektorok:
pRTHA: novényekben magas expressziot biztositd karfiol mozaik virus 35S promotert,
C-terminalis HA cimkét és ampicillin rezisztencia gént tartalmazd vektor [27],
modositott valtozata (Doczi Robert, MTA-ATK)
pRTHA MPKOWT: vad tipusu AtMPK9-et tartalmazd vektor
pRTHA MPKILOF: kindz inaktiv mutans AtMPK9-et tartalmaz6 vektor
pRTHA MPKITI185A: AtMPK9 aktivacidés hurok mutans konstrukcio, 185-6s treonin
alaninra cserélve
pRTHA MPKI9Y187F: AtMPK9 aktivacios hurok mutans konstrukcio, 187-0s tirozin
fenilalaninra cserélve
pRTHA MPKOTI185A/Y187F: AtMPK9 aktivacios hurok mutans konstrukcio, 185-6s
tirozin alaninra, 187-6s tirozin fenilalaninra cserélve
pK2GW7_myc-AtMKK1-GOF (T218E S224D)
pK2GW7_myc-AtMKK2-GOF (T220D T226E)
pK2GW7_myc-AtMKK3-GOF (S235D T241D)
pK2GW7_myc-AtMKK4-GOF (T224D S230E)
pK2GW7_myc-AtMKK5-GOF (T215E S221E)
pK2GW7_myc-AtMKKG6-GOF (S221D T227E)
pK2GW7_myc-AtMKK7-GOF (S192D, S199D)
pK2GW7_myc-AtMKK9-GOF (S195D S201E) [128,129], konstitutivan aktiv (GOF),
aktivacios hurkéban foszfomimetikus aminosavakat tartalmaz6 AtMKK-kat tartalmazo
vektorok, N-terminalis myc cimkével ellatva (Bogre Laszl6, Royal Holloway University
of London). Az eredeti pK2GW?7 vektorok kettds szelekcids markert tartalmazo
Gateway vektorok: spektinomicin rezisztencia gént a bakteridlis felsokszorositashoz,
kanamicin rezisztencia gént a ndvényi fehérjeexpressziohoz (Plant Systems Biology,

Ghent University, Belgium).
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I1. tablazat. Az alkalmazott vektorok, inszertek, fehérjék mérete

vektor/inszert/fehérje méret
PRTHA 3500 bp
pET28a 5369 bp
pEU3-NII-HLIC 3805 bp
AtMPK9 WT és mutansai 1533 bp
AtMPKG6 1593 bp
y-tubulin 1425 bp
EBla 831 bp
EB1c 987 bp
GCP4 2235 bp
GST 669 bp
Hise 18 bp
HA 108 bp
myc 413 bp
AtMPK9 WT és mutansai 58,4 kDa
AtMPKG6 47,9 kDa
AtMKK1 34,1 kDa
AtMKK?2 39,8 kDa
AtMKK3 57,5 kDa
AtMKK4 41,1 kDa
AtMKK5 38,3 kDa
AtMKK®6 39,8 kDa
AtMKK?7 34,2 kDa
AtMKK?9 34,3 kDa
y-tubulin 53,2 kDa
EBla 30,1 kDa
EBl1c 36,4 kDa
GCP4 85,9 kDa
GST 26 kDa
Hisg 0,84 kDa
HA 4 kDa
myc 15 kDa
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I11. tablazat. Az SDS-PAGE gél osszetétele

Elvalaszto gél Tomorito geél
vastagsag 0,7 mm 1,5mm 0,7 mm 1,5mm
desztillalt viz 2,45 ml 3,675 ml 1,44 ml 2,16 ml
elvalaszto puffer | 1,3 ml 1,95 mi - -
tomoritd puffer - - 280 ul 420 ul
40%-os akrilamid | 1,3 ml 1,95 ml 260 pl 390 ul
10%-0s APS 50 pl 75 pul 20 ul 30 ul
TEMED 2 ul 3ul 2ul 3ul

- A kisérletek elvégzéséhez sziikséges késziilékek

microcentrifuga

NanoDrop spektrofotométer

PCR késziilék (Eppendorf)

nukleinsav gélfuttato (BioRad)

SDS-poliakrilamid gélfuttatd (Hoefner)

ge€lszarito

Typhoon Phosphorimager (GE Healthcare Life Sciences)

Dark Reader DR46B Transilluminator LED fénnyel miik6dé DNS vizualizacios
késziilék (Clear Chemical Research)

Gel Doc XR System UV detekcios, géldokumentacios rendszer (Bio-Rad)

S S S

ultrahangos szonikator
asztali centrifuga (Eppendorf)
asztali mikrocentrifuga (VWR)

légtermosztat

> > > > >

magneses allvany magneses affinitas dgyakhoz
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CLUSTAL 2.1 multiple seguence alignment

Atlgl8150.1 SGLSNSEREPTTQPISELEFDFEREELVEDDVREELIYREILEYHPQMLEEYLRGGDQLS- 59
AT1GT73670.1 NGLSSEVREPSTQPISELEFEFEREELTEDDIRELIYREILEYHPQMLEEYLRGGNQLS— 59
AT3G18040.1 YGLANVDREFSTRPIPELEFEFERRRITEEDVRELIYREILEYHPQMLQEYLREGGEQTS— 39
AT2G01450.1 QGLANVDYEPSEQPISELEFEFERREFLTRDDVRELMYREILEYHPQMLQEYLQGEENINS &0
AT153510.1 @ —————— EREPSSQQISFMEFEFERRRLTEDDIRELIYREILEYHPQLLEDYMSGSEGSN— 53
AT3G14720.1 FECLAFRVEREPSCQPISEMEFEFERRRLTEDDIRELIYREILEYHPQLLEDYMN-SEGSS— 58
AT2G42880.1 EGLAFRVEREFSCQPITEMEFEFERREVTEEDIRELISREILEYHPQLLEDHMNGADERAS— 59
At5gl5010.1 EELARVEREPSLAQEVTELEFEFERRRITEEDVRELIYRESLEYHEEMLEEYLDGSERTN- 55
\\v\\v: W :.\\v:\\v\\v:\\v\\v\\v:::.::\\v:\\v\\v\\v: Wk \\v\\v\\v\\v\l::\\v:::: .
Atlgl8150.1 —FMYPSGVDRFERQFAHLEENQGEPGAAGGGRSTALHRHHASLPRE-RVPAPNGETAEE- 116
AT1GT73670.1 —FMYPSGVDRFREQFAHLEENQG-P-———GGRSNALQRQHASLFPRE-RVPASENETVEER 112
AT3G18040.1 —FMYPSGVDRFERQFAHLEENYG————— EGEEGSPLQRQHASLPRE-RVPAPEEENGSH- 111
AT2G01450.1 HFLYPSGVDQFEQEFARLEEHNDDE-——-EEHNSPPHQREYTSLPRE-REVCSSEDEGSDSV 116
AT1G53510.1 —FVYPSAIGHLEQQFTYLEENSS————— ENGPVIPLEREHASLPRS-TVHSTVVHSTSQP 106
AT3G14720.1 —FLYPSAIGHLEEQFAYLEENSG————— FESGPVIPPDREHASLPRS-AVHSSAVNSNAQP 111
AT2G42880.1 —FLYPSAVDQFERQFAHLEENSG————— ETGPVAPLEREHASLPRSTVIHSTAVARGGQRP 113
At5gl9%010.1 —FMYPSLAVEHFEEQFAYLEEHYENG-—-—-TSHNPPERQQHLASLPEACVLYSDNNHEVLQD 114
R - SR :
Atlgl8150.1 SSDVEREL ALAVASTLES————————— EEADNGGG————— T 143
AT1GT73670.1 SNDIEERRT TAAVASTLDSEPEASQ——QREGTENGGGG——-—-GY 148
AT3G18040.1 NHDIENES IASLVTTLESPPTS———QHEGSDYRNGTSQTGY 1495
AT2G01450.1 HRAQSSSAS VVEFTEPPQTPNTATGL-—-SSQEASQVDERRTPVE 13535
AT1553510.1 NLGATDSREEVSFEPSENGASSAGHPSTSAYPTESIGPPPEVEP——PSGREGE ESSVSYE lé4

AT3G14720.1 SLNASDSREVSIEPSENGVV-———-PSTSAYSTEPLGPPPRVE--—SGEPGREVVESSVTYE 164
ATZ2G42880.1 FL-MNNTNTLNPETTQN-————————— IPFNHATIQRQQENL-—SAREPSTFMGEVAEPFD 160
At5gl%010.1 SS8AEVTDGLSECSIRDERPRGADENAQMPMSEIPINVEQTIQGRARVARPGEVVGSVLEYN 174
AtlglB8l50.1 SAENLMFSLS 153
AT1GT73670.1 SAFNLMFSSS 158
AT3G18040.1 SARSLLFESAS 159
AT2G01450.1 ESACLMESDS 165
AT1G53510.1 NGENLEEL YFRSAVS SPHCYFRPNTMTNPENRENIEASSFPPEPQNEVH 212
AT3G14720.1 NDENLEESSYDARTSYYRSTVLEPPQTVSENCYFLENTMNQERRSGTERARSQP-EPQ———— 219
ATZ2G42880.1 NGEISEDAYD PESFIE STNLEFSQQSAATVAMGEQQERRTTMEFEEQAE 209
At5gls010.1 NCGAATGVERLE QOOREMVEN 193
AtlglB8l50.1 —ISGSE ———-CIGVQSETDEEDTIZEEED 177
AT1GT73670.1 —ISGSE ———CIGVQSETNIEDSIVEEQD 182
AT3G18040.1 —ISASE ———CIGMEFENESE---¥GESN 180
AT2G01450.1 —ICASE ———CWVGEVESAVS—————————— 179
AT1G53510.1 QFSPTEPPRATTNQADVETMNHFNPYFQPQLEPETDQLNNNTHMATDAFLLQRQSQFGPAG 272
AT3G14720.1 —FVPTQ————— CNSAFPAELN-PNFYVQSQH-—————————— VGIDAERLLHAQSQYGPRAG 262
ATZ2G42880.1 QISQYN-————— EYAPDVAINIDNNEFIMARTGMNEAENISDEITIIDTNLLQATAGIGVAL 264
AtS5glS010.1 PRLLSQYF —ERTQPCESNRGDEDCATRAREG 224

Atlgl8150.1
AT1GT73670.1
AT3G18040.1
AT2G01450.1

AT1G53510.1 LRALVAV-—--RRHENIGTISYSRRS-——- 293
AT3G14720.1 LRARVAV-—--RRHENIGRAVGYGMS3-——-- 282
ATZ2G42880.1 LRALARLPGGSAHREVGAVEYGMSEMY - 290
AtS5glS010.1 PSELEPNTRYIPQEVSRAQDTAMSEWY 251

L. abra. Az Arabidopsis thaliana D-alcsaladjaba tartozé MPK-ok C-terminalis
doménjeinek Gsszehasonlitasa. Az Gsszehasonlitast a Clustal 2.1. nevii szoftverrel végeztiik.
Az egyes kinazok: MPK9 (AT3G18040.1), MPKS8 (Atlgl18150.1), MPK15 (AT1G73670.1),

MPK20 (At5g19010.1), MPK17 (AT2G01450.1), MPK16. (AT1G53510.1), MPK18
(AT3G14720.1), MPK19 (AT2G42880.1). Piros szin jeloli a kicsi, hidrofob és aromas
oldallancu aminosavakat (AVFPMILW, kivéve Y), kék szin a savas oldallancuakat (DE),
magenta szin a bazikus oldallancuakat (KR), zold szinnel a hidroxil-, szulfhidril-, amin-
csoportot tartalmaz6 oldallancuakat (STYHCNQ+Q), sziirke szinnel pedig a tovabbi
aminosavakat.

106



40

Relative Abundance
W
o

30
20

DOI:10.14753/SE.2015.1851

Yo
VSFNDAPSAIFWTDY(Phospho)VATR 1238.3
p
Ys Y4
Y13
B 1606.4
1091.4
Y7 Yio y
0 1351.5 12
Yo 9% Yo Yia
Ya 5 soas byo° 122 Y11 10098 w74 D15 Dbyg
Ya 689.3 63 984.2 1073.3 0.6 1422.6 1589.7 b17
3473 446.0 5189 616.2 - 887.3 1151.4 1335.5 1794.8 18955 1964.4
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

m/z

IL. 4bra Az in vitro transzlalt, tisztitott AAMPK9 TDY hurokjanak tomegspektrometrias

foszfoprotein analizisével azonositott TDY motivumot tartalmazé (173-191) foszfopeptid

spektrogramja.

107



DOI:10.14753/SE.2015.1851

T x5 1T x5 |
752.0
100 (pr-P)0 ¥ QFAHLEENYGKGEKGS(Phospho)PLQR
90 (3+) .
® Y ye-P Ve
@
3 70 (be-P)0 594,5P
g 60 pr-P (2+)  ,Y15°
3 2+
25 Vs @) * e
24 yr-P st Yie-
k] 871.4 (2+)
© (2+) b,* . 837.5
@ 30 4 b.* P bg yg-P b0
. . 467.4 5 Ve 7570 Yis 9" b0 b,.0
20 byt oy« a, 5804 639.7 709.3 953.5 998.0 (2+) oo 10 n b..0
10 2583 0 439.3 6516 1047.6 123 1300.5 13
3 3293 384.2 552.4 1189.4 13253 14116 1487.5
0
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
miz
_y 6873 SIASLVTTLES(Phospho)PPTSQHEGSDYR
100
Y12
80 (24) Py 944.0 Y13 Y12
(V14-P) 24
80 2% (2+)
o 70 Yi5 Yig
2 (2+) y
5
£ 826.4 (217
25 Yis | 24 )
2.0 7‘725’8 Yi3 9934 Y18 1084.3
Z )
3 ¥ @9 _~by-P
2 3 b.0 7741/ 8919 1042.7 /
20 Y2 4 b b,00 117?7 Yor y 0
amz 200 3 sss gdo 782 ' (21297 4 137132 8 b5
10 2532 1203.4 : C jaaen 15474 g, 17108
0
300 400 500 800 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
miz
63637
100 -
Y5 P Ye-P
NGTSQTGYS(Phospho)AR 53529
y;-P y2
172.08
273.14
* b Y2 -P
2 0 Ys
T 24617 D3 b3 636.33 85148
74.07 Y1 255.12 (y;r'P)*
34209 13 bao* y4-P 747.38
. 238.11 478.28
25641 Ys-P yr-P 85243
105.07 22110 315.21 536.30 637.36 764.40 85139
pA04 27314 355.08 374.19 852.51
I 402,02 461.23 505.29 56128 633.28 638.36 765.46 853 44
553,20 Y
100 1?513‘ ® y5 554635
Y, U NGTSQTGYSAR
Ys
B69.46
238.09
= o
m 2 b3
bZ a.0*
172.08
21011 0
T 225312 333:.,20 .
a0 123y Q0 496 |233 7y, .
114.07 290.09 - 765.41
194.06 o218 i’:sm 5423 85420 782.37 535’1642 $7045
334.18 435.23 - 61033 655.36 78248
0 i
50 100 150 200 250 a0 350 400 480 soo | sko  eoo | ese 700 | 750 80 sso | b0 | es0

I11. abra. Az in vitro transzlalt, affinitas tisztitott WT AtMPK9 C-terminalisanak
tomegspektrometriaval végzett foszfoprotein analizisének spektrogramja. Az A dbra a
Ser401, a B abra a Ser443, a C abra a Ser464 aminosavakon azonositott foszforilaciot mutatja.
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