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Bevezetés

A sejtben zajlo metabolikus folyamatok, stresszvalaszok, sejtosztodas
és differencialédas  szabalyozasat tobbnyire tranziens fehérje
kolcsonhatasok komplex hélozata végzi. Az intenziv kutatdsok ellenére
még szamos jelatviteli Gtvonal ismeretlen, illetve tobb jol ismert Gtvonal
is tartalmaz felderitetlen kapcsolatokat. A mitogén-aktivalt protein
kinazok (MAPK) egy haromtagi kinaz kaszkdd komponenseiként az
eukariota sejtek legdsibb jelatviteli utvonalainak integrans részei. A
klasszikus MAP kinazok k6zds jellemzdje, hogy az aktivacios hurokban
talalhato TXY (treonin-X-tirozin) aminosav triplet foszfoakceptor
aminosavai az adekvat MAPK kinazok (MAPKK-ok) altal
foszforilalédnak, melynek kovetkeztében a MAPK-ok aktivitasa tobb
nagysagrenddel megemelkedik. Az atipikus MAPK-ok ezzel szemben
specialis, MAPKK-fiiggetlen moddon aktivaldodnak. Némely atipikus
MAPK aktivalédaséhoz elég egy szerin oldallancon foszforilalodnia, mig
mas atipikus MAPK-ok, mint példaul az ERK7/8, a TXY motivumuk
kettds, intramolekularis autofoszforilacidjaval érik el maximalis
aktivitdsukat. Ezen eredmények azt sugalljak, hogy a MAP kindzok
szabalyozasa sokkal kifinomultabb, a Klasszikus aktivacio mellett az
autofoszforilacio is sokkal 4ltalanosabb aktivaciés mechanizmus lehet,
mint azt korabban gondoltuk.

A magasabbrendii ndvényeknek helyhez kotott életmodjuk miatt
folyamatosan alkalmazkodniuk kell az allanddan valtozé kornyezethez,
adaptalodnak példaul a hémérséklethez, a fényhez, a szarazsdghoz. Az
adaptaciohoz a génexpresszids szintekben és az enzimaktivitasokban
egyarant gyors és dinamikus valtozasok sziikségesek, melyek
szabalyozasdban a foszforilacids-defoszforilaciés modositasok kdzponti

szerepet jatszanak. Ennek megfelelden a z61d ndvények genomjanak 5%-a



kodol kinazt, melyeknek mintegy 10%-a az MPK (novényi mitogén-
aktivalt protein kindz) kaszkadba tartozik. Az eukaritik kozil a
novények rendelkeznek legszertedgazobb MAPK halozattal, bizonyitva
ezen jelatviteli rendszer rendkiviili sokoldalisagat.

Az Arabidopsis genomja 20 MAPK-t kodol, de koziiliik csak néhany
— az AtMPK3, az AtMPK4 és az AtMPKG6 — tanulmanyozott részletesen,
melyek mind TEY (treonin-glutamat-tirozin) foszforilaciés motivummal
rendelkeznek, aktivacios mechanizmusuk alapjan a klasszikus MAPK-0k
kozé tartoznak, és ismert, hogy a kett6s specifitaist MAPKK-ok altal
aktivalodnak.

A TEY motivumot tartalmaz6 névényi MAPK-okkal 6sszehasonlitva
lényegesen kevesebb informacionk van a TDY (treonin-glutamat-tirozin)
motivumot tartalmazod, D-alcsaladot formaldo MAPK-okrol. A D-alcsalad
jellemzoéje, hogy tagjai rendelkeznek egy hosszabb C-terminalis
doménnel, illetve nem rendelkeznek a MAPKK-okkal torténd
kolcsonhatashoz elengedhetetlen, in. CD (common docking) régioval. Az
alcsaladba tartozo6 MAPK-ok a felsorolt szerkezeti jellegzetességeik
alapjan valoszintileg a klasszikus MAPK-oktdl eltéréen szabalyozddnak.

Az érdeklédésiink kozéppontjaban 1évé AtMPK9 a legkevésbé
ismert, D-alcsalad egyik képviseldje. Az AtMPK9-nek sem funkcidja,
sem aktivaitor MAPKK-a, sem egyéb kolcsonhatd fehérjéje nem ismert
jelenleg. Az TUPred program segitségével igazoltuk, hogy az AtMPK9
fehérje elsé 380 aminosavnyi része globularis MAPK domén, mig utolsé
100-120 aminosavnyi régidja pedig rendezetlen szerkezetii.

A MAPK-ok eddig azonositott szubsztratjai donté részt
transzkripciés ~ faktorok, azonban a tudomanyos koézlemények
valoszinisitik, hogy a citoszkeleton organizacidjaban is szerepet

kaphatnak ezen kinazok.



Megallapitottak, hogy a névényi mikrotubulusokhoz a y-tubulin, a
GCP4, az EBI1 fehérjék és az aktiv AtMPK6 is kapcsolodhat. gy
felmeriilhet a kérdés, hogy az AtMPK6 szubsztratjaiként foszforilalja-e
ezen fehérjéket. A y-tubulin a mikrotubulusok falat alkotja az a- és a f-
tubulin alegységekkel egyiitt; az EB1 (pozitiv végkoté fehérje 1) egy
mikrotubulus-asszocialt fehérje, mely a sejtosztodas interfazisa soran a
mikrotubulus pozitiv végén lokalizalodik; a GCP4 (y-tubulin komplex
fehérje 4) pedig a y-tubulin komplex része.

A fehérje-fehérje kolesonhatasok és az azokon alapuld sejten beliili
jelatviteli folyamatok vizsgélatara szamos modszert ismeriink, ezek koziil
— a viszonylagosan konnyi kivitelezhetéségiik miatt — nagy jelentdségiik
van a kiilonb6z6 in vitro megkézelitéseknek. Ezeknek az eljardasoknak
egyik gyakori limitalé faktora a vizsgalando fehérjékhez vald
hozzéaférhetdség, mivel az ilyen irdnyd kisérletek nativ térszerkezetii,
megfeleld mennyiségli, célfehérje elérhetdségét feltételezik. A kivant
fehérje sejtes tiltermeld rendszerekbdl valo tisztitasa szamos alkalommal
nehézségbe titkozik, koltséges és kevéssé hatékony. A sejtmentes in vitro
transzlaciés rendszerek megjelenése mérfoldkdnek szamitott a
molekularis biologiai kutatasok szempontjabol, hiszen a genetikai kodra,
az MRNS-re és a transzlacidra vonatkoz6 ismereteink szamottevd részét
ennek a kisérleti megkozelitésnek koszonhetjilk. A jelenleg elérhetd
sejtmentes rendszerek elényei, hogy egyszerlien, gyorsan, nagy
hatékonysaggal képesek preparativ mennyiségii fehérje termelésére.
Mindezek eredményeként a sejtmentes in vitro transzlacios egy
hianyp6tld modszerként alkalmazhato, a sejtes fehérjetermelé modszerek

alternativajaként.aktiv rekombinans kinazok eldallitasara



Célkitiizés

A sejten beliili jelatviteli folyamatok kozponti eleme a fehérjék
foszforilacios-defoszforilacios ciklusa, ennek modja, szabalyozasa és
funkcidja ndvényekben nagyrészt feltaratlan. A MAPK-ok szerepe a
sejtosztodastol a sejthaldlig szamos jelatviteli folyamatban szédmottevo,
aktivalodasuk torténhet a klasszikus MAPK kaszkad altal (klasszikus
MAPK:-0Kk), illetve autofoszforilaci6 révén is (atipikus MAPK-0K).

Munkank soran az Arabidopsis thaliana modellorganizmus
mindeddig ismeretlen aktivacioji és szabalyozasu képvisel6jét, a D-
alcsaladba  tartoz6  atipikus  kinazt, az AtMPK9-et kivantuk
tanulméanyozni. Egyetlen kivételtol eltekintve a ndvényi atipikus MAP
kindzok aktivalédasa nem ismert. Munkacsoportunk elézetes tapasztalatai
alapjan a sejtmentes, buzacsira kivonaton alapuld fehérjetermel6 rendszer
idealis eukariota kinazok eldallitdsara: a transzlacioval oldott allapotban
1évo, nativ térszerkezetli fehérje allithat6 elé preparativ mennyiségben. Az
in vitro adatok egyszeriien megerésithetdek in vivo koriilmények kozt
Arabidopsis thaliana sejtszuszpenzion végzett tranziens fehérje
expresszioval. Az atipikus MAP kinazokra jellemzd autofoszforilacioval
torténd aktivacid eredményeképp foszforilalodd aminosavak azonositasat
szegedi kollégaink kozremiikodésével, tomegspektrometrias foszfopeptid
analizissel kivantuk megvaldsitani. Tovabba egy kozos nemzetkozi
palyazat keretein beliil egy altalunk kidolgozott kinaz szubsztrat
azonositasi modszerrel kivantunk hozzéjarulni cseh kollégaink kutatasi
eredményeihez.

Kisérletes munkank soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
- Eléallithato-e funkcionalis vizsgalatokra alkalmas AtMPKO9 in vitro

transzlacios, illetve bakterialis rendszerben?



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

- Milyen mechanizmussal aktivalédik az AtMPK9? Autofoszforilacio
esetén cisz- vagy transzautofoszforilacio torténik?

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

- Mely egyéb aminosavak foszforilalodnak az aktivalt AtMPK9-ben?

- Az in vitro transzlacioval eléallitott AtMPK6 mely fehérjéket

foszforilalja feltételezett, mikrotubulus-asszocialt szubsztratjai koziil?

I11.  Modszerek

Gateway rendszerrel torténé és ligalas independens klénozas

Az AtMKK4-GOF-ot tartalmazd konstrukciot Gateway klonozassal
hoztuk 1étre, mely az Invitrogen cég altal kifejlesztett technika, amely a A-
bakteriofag DNS rekombinaciés mechanizmusén alapul. A transzlécids
vektorkonstrukciokat ligalas independens klonozassal alkottuk meg, mely
egyszerlien kivitelezhetd, mivel csak egy enzimreakciora van sziikség és
univerzalis, mert nem korlatozzak a klonozandé DNS szekvencidban
talalhato restrikcios endonukleaz helyek.
In vitro mutagenezis

A Stratagene cég, megfelelé mutaciokat kodold primereket
alkalmazo, in vitro mutagenezis rendszerével allitottuk elé az AtMPK9
kinaz inaktiv és TDY mutansainak tranziens expresszids €s in Vitro
transzlacios konstrukeioit.
Protoplaszt tranziens expresszio

A rekombinans fehérjéket novényekben is termeltethetjiik, melyet
metodikailag legegyszeriibben sejtkultirakban valosithatjuk meg. A

szuszpenziobol szarmazé sejtek celluldz, hemicelluldaz és pektinaz



enzimek keverékével torténd kezeléssel a sejtfal eltavolithatd, azaz
létrehozhatok a protoplasztok, melyek direkt transzformalhatoak a
célfehérjét kodold plazmid DNS-sel, és egy éjszakdn 4t tartd inkubalast
kovetden tranziens fehérjeexpresszio érhetd el.
In vitro fehérje transzlacié

Az altalunk alkalmazott elegy blizacsira kivonaton alapszik, melynek
elénye, hogy egyszeriien, gyorsan, nagy hatékonysaggal képes preparativ
mennyiségli fehérje termelésére. A transzlacios elegy tartalmazza az
endogén riboszomakat, a transzlacios faktorokat (iniciacios, elongacios és
terminacios), aminoacil-tRNS-szintetdzokat, tRNS-eket, illetve a
hozzdadott mRNS  templatot, kreatin-foszfatot,  kreatin-kinazt,
aminosavakat. Az elegy az aminosavak aktivalasahoz sziikséges ATP-t, a
regeneralasardl a kreatin-foszfat, kreatin-kindz rendszer gondoskodik.
Kisérleteinkhez az AtMPK9 kiilonféle konstrukcioit, az AtMPK6-ot és
annak szubsztratjait is in vitro transzlacidval allitottuk eld.
In vitro kinaz reakcié

In vitro kinaz aktivitds vizsgalathoz in vitro transzlalt vagy
protoplasztbdl izolalt kinazzal foszforilaltunk in vitro transzlalt, affinitas
agyhoz kotott fehérjét vagy az MBP (mielin bazikus fehérje) mesterséges
szubsztrat fehérjét [y-"’PJATP jelenlétében. A foszforilalt szubsztratokat
denaturalo SDS-poliakrilamid ~ gélektroforézissel (SDS-PAGE)
valasztottuk el, majd fixaltuk és Coomassie festéssel tettiik 6ket lathatova.
A géleket szaritas utin kazettdba helyeztikk, foszfoszenzor screen-t
helyeztiink ra, majd Typhoon Phosphorimager késziilék alkalmazasaval

detektaltuk a kinaz aktivitast.



V.

Eredmények

Az in vitro transzlalt AtMPK9 meglepéen magas kinaz aktivitast
mutatott MAPK kinazok hozzaadasa nélkiil, mely a TDY motivum kettds
foszforilaciojaval jart egyiitt. A TDY motivum két foszfoakceptor
aminosavjanak foszforildcidja elengedhetetlen a kindz aktivalodésdhoz,
mivel mind a treonin, mind a tirozin in vitro mutagenezise dramaian
lecsokkentette a kinaz aktivitasat. LC-MS/MS analizissel bizonyitottuk,
hogy az egyszeres mutansok esetén a nem mutdlt aminosav
foszforilalodik, tehat a két aminosav foszforilacidja egymastol fiiggetlentil
is bekovetkezhet.

Az in vitro transzlalt, affinitas kromatografiaval tisztitott AtMPK9
komplex MS analizisével nem azonositottunk buzacsira fehérjekivonatbol
szarmazo kolcsonhatd partnereket.

In vivo sejtes rendszerben, Arabidopsis thaliana protoplasztokban
végzett tranziens expresszioval az AtMPK9 sokezelésre aktivalodott,
viszont egyetlen, vele egyiitt expresszalt, konstitutivan aktiv MAPKK sem
tudta aktivalni. A soaktivalt vad tipusu (wild-type, WT) AtMPK9-cel
szemben a kindz inaktiv mutans (loss-of-function, LOF) nem volt
detektalhatd az anti-p-ERK ellenanyaggal immunoblot sordn, azaz nem
foszforilalodott, mely autofoszforilaciés mechanizmusra utalhat.

Foszfatdaz inhibitorok in vivo rendszerben valo alkalmazasaval
tovabbi bizonyitékot talaltunk az autoaktivaciora, kimutattuk, hogy az
AtMPK9 aktivitasa foszfatdzokkal szabalyozott. Az okadansav kezelés
hatdsara a vad tipusi kinazt expresszaldo sejtekben szignifikansan
megndvekedett AtMPKO foszforilaciot és kindz aktivaciot tapasztaltunk.
Ezzel szemben a LOF mutanst tultermeld sejtekben az okadansav kezelés

hatasara sem kovetkezett be foszforilacio.



Az in vitro transzlalt, inaktiv LOF AtMPK9-et, mint szubsztratot az
in vitro kinaz reakciéban a hozzaadott, elualt WT kinaz nem volt képes
foszforilalni. A WT kindz ©Onmagat azonban foszforilalta, tehat az
autofoszforilaci¢ 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 foszfoaminosav sem volt kimutathatd. Az egyik szerin
esetében nem teljesiil a MAP kinazok foszforilacios helyének feltétele,
azaz a foszfoakceptor szerint nem prolin koveti, azaz az AtMPK9-nek a
klasszikus MAPK-oknal szélesebb szubsztrat specifitasa van.

Az in vitro transzlalt AtMPK6 a mikrotubulus-asszocialt szubsztratok
kozil  kizarolag a  prediktilt MAPK  kotéhelyet tartalmazo,

novényspecifikus EB1c-t foszforilalja in vitro.

V. Kovetkeztetések

Az Arabidopsis thaliana MAP kindzok D-alcsaladjaba tartozo, TDY
aktivacios hurkot tartalmazo AtMPK9 aktivacidja mindeddig felderitetlen
volt. A buzacsira alapl, sejtmentes in vitro transzlacios rendszerben
eléallitott AtMPK9 SDS-PAGE-en a fehérje foszforilacidjanak
kovetkezményeként a klasszikus AtMPKG6-tol eltéré migracios képet
mutat, és az MBP modell szubsztrattal torténd, radioaktiv kinaz
reakcioban szokatlanul magas alapaktivitassal rendelkezik. Anti-p-ERK
ellenanyaggal végzett immunoblot bizonyitotta, hogy az aktivitas a TDY
hurok foszforilaciojahoz kothetd, melyet tomegspektrometriai analizissel
is igazoltunk.

A TDY hurok mindkét foszfoakceptor aminosavanak foszforilalodnia
kell a kinaz aktivitas elnyeréséhez. A TDY hurok, in vitro mutagenezissel
létrehozott T185A, Y187F és kettés T185A/Y187F mutansai, illetve a



kindz inaktiv mutans a vad tipustol eltéré migraciés képet mutatnak,
aktivitassal nem rendelkeznek. LC-MS/MS analizissel kimutattuk, hogy
az egyszeres mutansok esetén a masik foszfoakceptor aminosav
foszforilalt, a TDY hurok kettds mutidnsaban és a LOF-ban nem
azonosithato foszforilacio. A TDY motivum foszforilacioja tehat mind a
treonin, mind a tirozin aminosavon megtorténik, és ez elengedhetetlen az
AtMPKQ teljes aktivalasahoz.

Az AtMPK9-nek nem ismert MAPK kindz aktivatora. In vivo,
protoplaszt tranziens expressziods kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy az
AtMPK9-nek nincs kimutathatd aktivitds ndvekedése egyetlen
konstitutivan aktiv  MAPK kinazzal tortén6 koexpresszid esetén sem,
viszont a fiziologias stimulusok koziil a NaCl, a H,0, és a flagellin is
aktivalja. Az in vivo rendszerben, anti-p-ERK ellenanyaggal végzett
immunoblot alapjan csak a soaktivalt WT AtMPK9 rendelkezik
foszforilalt aktivaciés hurokkal, a LOF viszont nem. Az AtMPK9 tehat
MAPKK-fiiggetlen modon, autofoszforilacioval aktivalodik.

A foszfatazok negativan regulaljak a MAP kinazokat. Az okadansav
gatolja a PP2A, PP2B és kissé a PP1 fehérje foszfatdzokat. Okadansavval
kezelt, WT AtMPKO-t tultermelt sejtek aktivitasa dramaian
megnovekszik, és ezzel parhuzamosan né a TDY hurok foszforilaltsagi
allapota, a LOF esetén nem torténik valtozés. Tehat az AtMPK9-et
fiziologiasan okadansav-érzékeny foszfatazok defoszforilalhatjak.

Az autofoszforilacié mechanizmusa lehet intra- és intermolekularis.
In vitro transzlalt vad tipusu és kinaz inaktiv fehérjét szubsztratként
hasznalva a hozzdadott WT AtMPK9 nem foszforilalta a LOF-ot, igy
kijelenthetjiik, hogy az aktivacid intramolekularisan torténik.

A C-termindlis rendezetlen domén funkcidja ismeretlen, a D-
alcsaladon beliil minden tag esetén kiilonb6zé aminosav szekvenciaval

rendelkezik. Tomegspektrometrias mérésekkel a WT AtMPK9 C-
9



VI.

A

A

terminalis doménjében harom foszfoszerint (Serd401, Serd43 és Serd64)
azonositottunk, melybdl egy nem felel meg a MAP kindzokra jellemzd,
szerin/treonin-prolin foszforilacios helynek. Feltételezzikk, hogy a C-
terminalis domén regulator funkcioval rendelkezhet, viszont a pontos
mechanizmus feltarasahoz még tovabbi kisérletek sziikségesek.

A novényi sejtosztodasban feltételezett szerepet jatszo, mikrotubulus-
asszocialt fehérjék (EBla, EBlc, y-tubulin és GCP4) az AtMPK6
feltételezett szubsztratjai. In vitro fehérjetermeléssel eléallitott fehérjékkel
kinaz reakciot végezve kimutattuk, hogy a négy vizsgalt fehérje koziil az
AtMPKG6-nak csak az EBI1 fehérje novényspecifikus ¢ izoformaja a
szubsztratja. A foszforilacidnak fontos szerepe lehet a mitotikus orsé

szabalyozasaban.
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