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A projekt hattere, kiindulasi hipotézisek

A mezbdgazdasagi termelés sikerét alapvetden befolydsoljak az allanddan valtozd kornyezeti
koriilmények. Ezért kiilondsen fontos azoknak a folyamatoknak a megértése, amelyekkel a
novények novekedésiiket a kornyezeti hatasoknak megfelelden szabalyozzak. Az allati
egyedfejlodési folyamatoktol eltéréen — ahol a szervek mar az embriogenezis korai
stidiumdban kialakulnak, és tovabbi fejlddésiikk a kornyezeti koriilményektol alapvetden
fiiggetlen — a helyhez kotott ndvényekben az 1j szervek megjelenése és ndvekedése
rugalmasan reagal a kornyezeti hatasokra. E folyamatos adaptacié kulcsa a kornyezeti
hatdsokat ¢érzékeld, ¢és a novényi ndvekedést szabalyozd jelatviteli molekularis
mechanizmusok 6sszehangolt miikodésében rejlik. Habar a kiilonbozd kornyezeti stresszek,
mint pl. a szarazsag, hideg vagy korokozok évrdl évre sulyos termésveszteségeket okoznak,
mégis jelenleg gyakorlatilag ismeretlenek azok a molekuldris mechanizmusok, amelyek a
ndvénynovekedést a kornyezeti hatdsoknak megfelelden szabalyozzdk. A mitogén-aktivalt
protein kinaz (MAPK) foszforilacios kaszkddok valamennyi eukariotdban konzervalt
jelatviteli modulok, amelyeknek a sejtosztddas és a sejtndvekedés szabalyozasaban jatszott
kulcsszerepe allatokban jol ismert'. Egy tipikus MAPK kaszkad harom enzimcsaladbél all:
egy MAP kindz kinaz kinazb6l (MAPKKK), egy MAP kinaz kinazbol (MKK) és egy MAP
kinazbol, amelyek egymast egy sorozatos foszforilaciés lancolatban aktivaljak. A jelek
Iépcsbdzetes atvitele egy kaszkddrendszeren keresztiil lehetévé teszi a kiilonbozd ingerek
integralasat, a valaszok finomhangoldsat. A ndévényi MAPK jeldtvitel kulcsszerepe a
kiilonféle stresszek elleni védekezés szabalyozasaban jol ismert, és egyre tobb eredmény tarja
fel a novényfejlédési folyamatokban betdltott szerepét is”.

Jelenleg nem tudjuk, hogy hogyan képesek ugyanazok a MAP kinazok egyszerre szabalyozni
a stressz valaszokat ¢s a novekedést. Ennek egyik fo akadalya, hogy alig ismerjik a
célfehérjéket, amelyeken keresztiill a MAP kinazok az élettani valaszokra hatnak. A legtobb
¢lesztd vagy allati MAP kindznak szamos szubsztratja van, pl. a human ERKI1 esetében tobb
mint 150 szubsztrat ismert’. Ezzel szemben a névényi MAP kinaz szubsztratokra vonatkozd
ismereteink minimalisak, az eddig azonositott mintegy két tucat szubsztratot véletlenszerlien
izolaltak, pl. élesztd kéthibrid kisérletekkel’. Ezért bioinformatikai megkozelitéssel
potencialis MAPK kindz szubsztratokat azonositottunk, amelyek kozott szdmos ismert
merisztéma-szabalyoz6 faktort taldltunk. A projekt soran célul tiztik ki uj MAPK
szubsztratok azonositasaval és jellemzésével olyan molekuldris mechanizmusok feltarasat,
amelyeken keresztiil a stressz szignalok a novekedési folyamatokat befolyasolhatjak.

Kisérleti koncepcio

A fehérjefoszforilacoidval kapcsolatos technologiai fejlesztések elsdsorban a véletlenszerti
(unbiased) felfedezd technikdk terén eredményeztek jelentés haladast. Ide sorolhatdak
egyrészt a kiilonféle foszfoproteomikai modszerek (pl. peptid/protein microarray-k), masrészt
a szekvencia mintazatok analizisén alapuld in silico predikciés modszerek’. Az ilyen nagy
ateresztoképességli modszerek megbizhatdosaga azonban nem megfeleld, ezért az azonositott
szubsztratokat (vagy azoknak legaldbb egy részét) célzott kisérletekkel szilikséges igazolni.
Erre eddig gyakorlatilag csak az in vitro kinaz essz¢é allt rendelkezésre, ami egy évtizedekkel
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ezel6tt kifejlesztett, és azdta 1ényegi tovabbfejlesztések nélkiil hasznalt modszer. Az in vitro
fehérjék, sejtes szabalyoz6 mechanizmusokon kiviili haszndlata miatt meglehetdsen
problematikus™®. Tovabbi problémat jelent a sugarzé foszforizotop hasznalata is. Mivel mi
egy szamitégépes motivumanalizist kdvetden funkciondlisan szelektalt, specifikus szubsztrat
jelolteket kivantunk vizsgalni, kiilondsen indokolt volt egy megbizhatdbb kisérleti rendszer
kialakitasa, és az altalunk kidolgozott koncepcid lehetdvé teszi specifikus kinaz-szubsztrat
foszforilacios kdlcsonhatasok in vivo vizsgalatat.

Ebben a rendszerben a kivalasztott szubsztrat jeldlteket kodolo cDNSeket epitop fzids
expresszids vektorba klonozzuk, és protoplaszt tranziens expresszids rendszerben aktivalt
MAP kinazokkal egyitt, illetve azok nélkiil kifejeztetjilk. Amennyiben az adott fehérje a ko-
expresszalt kindz szubsztratja, a két mintdban a foszfoizoformdk ardnya eltérd lesz: a
savasabb izofromak felhalmozddnak az aktiv kinaz jelenlétében. A kérdés tehat az, hogy
milyen moédszerrel tudjuk ezt a valtozast megbizhatdéan detektalni? A palyazati anyagban
benyujtott terveink szerint kis méretii protein elektroforézis késziilékekkel valasztottuk volna
el a foszfoizoformakat, Phos-Tag reagens alkalmazasaval, ami a fehérjék foszfat csoportjaival
komplexet képezve képes szeparalni a kiilonboz6 izoformékat SDS-PAGE soran’. Az igy
elvalasztott foszfoizoforméakat hagyomanyos immunoblotting (Western blot) alkalmazasaval
lehet kimutatni.

Eredmények

Els6 1épésként optimalizaltuk a sejtkultira fenntartas €és protoplasztalas koriilményeit. Egy
gyokér eredetii Arabidopsis sejtszuszpenziot tartunk fent, amelyb6l rendszeresen izolalunk
transzformalhat6 protoplasztokat. A protoplaszt izolalas sejtkultirabol a koriilmények
modszeres finomhangolasat igényli, és bar kezdetben a kinyert fehérje mennyisége bizonyos
esetekben tul kevés volt immunoblot detektalashoz, sikeriilt a protoplaszt transzfekciot
rutinszerti eljarassa tenni, ismételhetéen 30% koriili transzformacids hatékonysaggal. A
kifejeztetett fehérjék elsddleges vizsgalatdhoz sikeresen beallitottuk az immunoblot detekcids
modszert is.

A projekt soran az eredetileg javasolt kisérleti megkdzelités alapkoncepcidjanak jelentds
technikai tovabbfejlesztését sikeriilt elérnlink. Habar bizonyos fehérjék esetében a foszforilalt
¢s a nem foszforilalt izoformak SDS-PAGE alapu szeparaldsa valoban miikodik, munkank
soran megismertiink egy ujszerli fehérjeanalitikai eljarast, a kapillaris izoelektromos
fokuszalast (cIEF) kovetd nanofolyadék immunoesszé (capillary isoelectric focusing coupled
nanofluidic immunoassay). Ebben a rendszerben az eltérd izoelektromos ponta (pl)
izoformakat egy kapillarisban torténd izoelektromos fokuszalassal valasztjdk szét, majd
azokat UV fénnyel immobilizaljak. A kotott fehérjéket végiil a kapillarisban végrehajtott
antitestreakcioval mutatjdk ki, ahol az antitesthez kotott enzim 4ltal generalt
kemilumineszcens jelet egy érzékeny CCD kamera detektalja. A rendszer legfontosabb eldnye
kivalo felbontoképessége: 0,02 — 0,03 koriili pl érték valtozasokat megbizhatdéan képes
detektalni, ami kisebb kiilonbség mint egy atlagos fehérjén egy hozzaadott foszfatcsoport altal
okozott pl valtozas (~0,05). Ez a felbontoképesség messze meghaladja a poliakrylamid
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elektroforézis rendszerek felbontoképességét, praktikusan egy atlagos méretli €s aminosav
Osszetételll fehérje valamennyi foszfoizoforméja elvalaszthat6. Tovabba a kemilumineszcens
jel digitélis rogzitése révén a rendszer kvantitativ mérésekre is alkalmas. Ezek az eldnydk
kiilondsen fontosak olyan dinamikusan foszforilalt fehérjék esetében, ahol parhuzamosan
tobbféle foszforilalt izoforma van jelen. Tovabbi fontos elény a rendkiviili érzékenység, akar
25 sejtnyi mintabol is reprodukalhatéan kimutathatéak a vizsgalt fehérjeformak®, tehat
lehetdség nyilik a felhasznalt anyagok (protoplaszt, plazmidok) gazdasagos felhasznalasara.

Az Orszagos Onkologiai Intézet Pathogenetikai Osztalydn hasznalatban van egy cIEF-
immunoessz¢ berendezés (NanoPro 100, ProteinSimple, USA), igy a projekt soran
kialakitottunk egy kutatasi egyiittmiikodést Doleschall Zoltdnnal, hogy ezt az eljarast
transzfektalt protoplaszt mintakbol torténd izoforma vizsgalatokra optimalizalva 1étrehozzunk
egy csucstechnikai modszert in vivo foszforilacios kdcsonhatasok vizsgalatara névényekben

(1. abra).
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1. abra. A kisérleti koncepcio

A modszer a differencialtan foszforilalt fehérje izoformak elvalasztasan alapul. A specifikus antitestek
hianyat gyakran hasznalt epitopokkal fuzionalt fehérjék transzfekcidjaval oldjuk meg. A kivalasztott
szubsztrat jelolteket és kinazokat kodold teljes hosszisaghi cDNS-eket ndvényi expresszios vektorba
kloénozzuk transzlacios fuzios konstrukcioként. A szubsztratokat aktivalt kinazokkal egyiitt, illetve
azok nélkiil kifejeztetjiik protoplasztokban, ahol az intracellularis foszforilaci6 megtorténhet, igy a két
mintaban a foszfoizoformak eloszlasa eltérd lesz. Megfeleld inkubacios i1d6t kdvetden a
protoplasztokat lizaljuk, és a fehérjekivonatot kapillarisokba toltjiik. Az izoelektromos fokuszalas egy
pH gradiensben a kapillarisokban torténik meg. Végiil az elvalasztott fehérjéket a kapillaris falara
rogzitjiik, ¢és a hasznalt epitopra specifikus antitesthez kapcsolt enzim 4altal gerjesztett
kemilumineszcens jel alapjan detektaljuk.

Els6 Iépésként igazoltuk, hogy a cIEF-immunoessz¢ alkalmas protoplasztban expresszalt
fehérjék kimutatasara. Legjobb tudomasunk szerint ez az els6 alakalom, hogy ezt a modszert
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novényi kutatasban hasznaltak, ¢és megallapitottuk, hogy Bicine/Chaps kivond puffer
alkalmazaséaval nyert névényi fehérjemintak nem tartalmaznak olyan komponenseket amelyek
gatolnak e bonyolult elvalasztasi-detektalasi folyamatot. Kereskedelmi forgalombol beszerzett
anti-GFP antitesttel kimutattuk az expresszalt GFP fehérjét, ami alapvetden egy izoformaban
fordul el6 (2. abra, A). A GFP fehérje egyben nem-szubsztrat negativ kontrollként is szerepelt
kisérleti rendszeriinkben, annak izoforma eloszlasara semmilyen hatassal nem volt az aktivalt
MAPK ko-expresszidja (2. abra, A).
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2. abra. Tranziensen kifejeztetett GFP valtozatok foszfoizoformainak detekecidja cIEF-
immunoesszével

(a-c) Kiilonbozo GFP fuziés fehérjék cIEF-immunoesszével detektalt izoforma eloszlasainak
elektroferogrammjai. A transzfektalt fehérjéket és a kezeléseket minden mintanal jeloltik. (a)
Moédositatlan GFP egy meghataroz6 izoformaként van jelen és az MPK6 nem foszforilalja. (b) A
GFP:ACS-C fuzios fehérje (az ACS6 C-terminalis doménje a GFP C-terminalisahoz fuzionalva)
izoforma eloszlasa. Az aktivalt MPK6 jelenlétében specifikusan akkumulalodod savas izoformakat
csillagok jelzik. (c) A MAPK altal nem foszforilalhato6 GFP:ACS-C mutans (GFP:ACS-C-AAA)
izoforma eloszlasa, a vad tipusu fehérjével azonos kisérleti elrendezésben. (d) A tranziensen kifejezett
GFP variansok detekcidja hagyomanyos SDS-PAGE immunoblottal. A nyil egy, az aktivalt MPK6
jelenlétében specifikusan megjelend csikot jelez. A negativ kontroll (neg. cont.) egy GFP-vel nem
transzformalt protoplaszt minta.
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Ezzel szemben pozitiv kontrollként eldallitottunk egy olyan fuzios konstrukcidt, amelyben a
GFP fehérjét egy ismert MAPK szubsztrattal fuzionaltuk. E célbol az ACS6 (ACC szintaz 6)
fehérje C-terminalis doménjét valasztottuk, ahol harom, az irodalomban jol jellemzett MAPK
foszoforilacios hely talalhato’. A fizios konstrukciét GFP:ACSC-C-nek neveztik el. A
kontroll GFP-hez képest a GFP:ACSC-C fuzios fehérje szdmos izoformajat detektaltuk,
vagyis kiilonféle, eltéréen foszforilalt valtozatok parhuzamosan vannak jelen a sejtes
kozegben (2. abra, B). Ez a megfigyelés 6sszhangban van azzal, hogy az ACS6 C-terminalis
doménjén szamos kinaz tipus putativ foszforilacidés helye megtalalhatdé (pl. a Eukaryotic
Linear Motif (ELM) resource (http://elm.eu.org/) adatbdzis hasznalataval).

Nem aktivalt MPK6 ko-expresszidja csak minimalis mértékben eredményezi a savas
izoformak (alacsonyabb pl értékli csucsok az elektroferogrammon) felhalmozodésat. Ezzel
szemben a protoplasztok kezelése a bakteridlis flagellin eredetii flg22 elicitor peptiddel a
savas izoformdk jelentds felhalmozodasat eredményezte, vagyis az aktivalt MPK6
(hiper)foszforilalta a GFP:ACSC-C fehérjekonstrukciot (2. abra, B). Habar az MPK6 tobbféle
kornyezeti stressz hatdsara aktivalodik (pl. so, hideg, oxidativ stressz)'’, kisérleti
rendszeriinkben azért véalasztottuk a flagellin aktivaciot, mert a flg22 peptid felismerése az
FLS2 receptor altal, specifikus jelatviteli mechanizmusokat aktival, mikdzben a sejtet valodi
karosodas nem éri'’.

Negativ kontrollként eldallitottunk egy olyan mutans GFP:ACSC-C varidnst, amelyben a
harom MAPK foszforilacids helyet elrontottuk (S46A, S49A, S54A: GFP:ACSC-C-AAA). A
GFP:ACSC-C-AAA fehérje izoforma eloszlasara az aktivalt MPK6 nem volt hatéssal (2. abra,
C), igazolva, hogy a vad tipusu konstrukcioval megfigyelt pl valtozadsok valoban MAPK
foszforilacio kdvetkezményei. Osszehasonlitasként a transzfektalt fehérjéket hagyomanyos
SDS-PAGE immunoblot esszével is detektaltuk, ahol a GFP:ACSC-C-vel ko-expresszalt
aktiv MPK6 mintdban egy lassabban migralé csik jelent meg (2. abra, D). Osszegezve, egy
ismert MAPK szubsztratot hasznalva igazoltuk, hogy egy névényi fehérje specifikus kinaz
altali (hiper)foszforilacioja kimutathato transzfekcio és cIEF-immunosszé kombinacidjaval,
még akkor is ha az adott fehérje mar eleve erdsen foszforilalt a sejtes kozegben.

Uj, a fejlédésszabalyozasban fontos MAPK szubsztratok azonositdsa céljabol az azonositott
MAPK dokkolé motivumot tartalmazd fehérjék koziil olyan szubsztrat jelolteket
valasztottunk, amelyeknek merisztéma-szabalyozd szerepe részletesen ismert. Ezek:
WUSCHEL (WUS, At2g17950), WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOXS,
At3g11260), APETALA1 (API1, Atl1g69120), APETALA2 (AP2, At4g36920), APETALA3
(AP3, At3g54340), FLOWERING LOCUS C (FLC, At5g10140). Elkészitettiik e gének teljes
hosszusagu cDNS-klonjait PCR alapt klonozassal. A szekvencidk ellendrzése utan ezeket egy
pRT100 alapu fuzids epitép expresszids vektorba szubklonoztunk. A fuzids konstrukciok
sikeres expresszidjat immunoblot esszével igazoltuk.

A WUS transzkripcids faktor kozponti szerepet jatszik az Ossejt készlet szabalyozasaban
hajtas és virdg meriszémakban'>"?. Habar funkcijat genetikai modszerekkel igen nagy
részletességgel tanulmanyoztak, a WUS poszt-transzlacios szintli szabalyozasarol jelenleg
semmit nem tudunk. A WUS fehérje négy potencialis MAPK foszforilacids helyet tartalmaz,
valamint egy RRTLPL motivumot, ami MAPK dokkolo ,D-site”-ként miikodhet'.
Transzfekciot kovetd cIEF-immunoesszével sikeriilt detektdlnunk a WUS:myc fehérjét, ami

5



Ddczi Rébert OTKA K 101250 Zardjelentés

tobb, eltérd mennyiségii izoformaban van jelen, a f6 izoforma detektalt és szamolt pl értéke
egyarant 5,6 (3. abra, A,B). Kovetkezd 1épésként igazoltuk, hogy a WUS fehérjét az MPK3
foszforilalja. E célbol a WUS-t ko-expresszaltuk négy MAPK-zal, amelyek a névényi MAPK-
ok harom filogenetikai csoportjat reprezentaljak (MPK3/6 [A csop.], MPK11 [B csop.],
MPK1 [C csop.]). Ezek koziil az aktivalt MPK3 ko-expresszidja a WUS jelentds savasodasat
eredményezte (3. abra, A), igy feltételezhettiik, hogy a WUS egy specifikus MPK3 szubsztrat.
Az MPK3 éltal eldidézett foszforilaciot sem aktivalatlan MPK3 ko-expresszidjaval, sem ko-
expresszid nélkiili flg22 kezeléssel nem sikertilt eléidézni. Tovabbi negativ kontroll céljabol
eldallitottunk egy inaktiv MPK3 mutans valtozatot. Ennek ko-expresszidja szintén nem
vezetett WUS foszforilaciohoz, flg22 kezelést kovetden sem. Ezen eredmények alapjan mar
nagy valosziniiséggel megallapithato, hogy a WUS egy MPK3 szubsztrat in vivo.
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3. abra. A WUS egy in vivo MPK3 szubsztrat

(a-¢) Kiilonbozé WUS:myc fuzids fehérjék clIEF-immunoesszével detektalt izoforma eloszlasainak
elektroferogrammyjai. A transzfektalt fehérjéket és a kezeléseket minden mintanal jeloltik. (a) Az
aktivalt MPK3 hatasa C-terminalis myc fuziés WUS izoforma eloszlasara cIEF-immunoesszében. Az
aktivalt MPK3 jelenlétében specifikusan akkumulalodo savas izoformakat csillagok jelzik. (b) A cIEF-
immunoesszé képes kiilonb6zo toltés osszetételli WUS pontmutans valtozatokat eltérd pl értékekkel
detektalni. WUSAA: nem-foszforilalhato mutans, WUS-DD: foszfomimetikus mutans, WUS-Adock:
elrontott MAPK dokkold D-site motivum. (¢) A WUS fehérje T108, S112 MAPK foszforilacios
helyein létrehozott alanin cserék kovetkeztében annak MPK3 altali foszforilacidja megsziinik. (d) A
tranziensen kifejezett WUS variansok detekcioja hagyomanyos SDS-PAGE immunoblottal.
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A WUS MPK3 Aéltali foszforilacidjanak tovabbi megerdsitése céljabol harom, a MAPK
foszforilacidt érintd mutans WUS varidnst hoztunk Iétre, helyiranyitott mutagenezissel. A
foszfoakceptor aminonosavakat két, a homeodoménen kiviil esé S/TP helyen (T108, S112)
alaninra (WUS-AA, nem-foszforildlhatdé muténs), illetve glutaminsavra (WUS-DD,
foszfomimetikus mutans) cseréltiik. Egy harmadik mutdnsban a feltételezett D-site tipust
MAPK dokkolé helyet rontottuk el (R252E, R253E, L257E: WUS-Adock). Fontos
megjegyezni, hogy e mutaciok kozil kettd a szamitott pl érték megvaltozasat eredményezte.
Mig a WUS-AA muténs pl értéke azonos a vad tipusu fehérjéével, addig a bevezetett vagy
megforditott toltések a WUS-DD és a WUS-Adock mutansok pl értékeinek csokkenését
okozzak. A f0 izoformakat mindegyik mutans estében a szamitott értékeknek megfeleléen
detektaltuk, ami jol demonstralja, hogy a rendszer megbizhatéan képes kimutatni fehérjék
toltésosszetételének elenyészd kiillonbségeit (3. abra, B). Az MPK3 éltal kivaltott WUS
savasodas teljesen megsziint mind a nem-foszforilalhat6 (3. dbra, C), mind a foszfomimetikus
mutans esetében. Tovabbad a funkciondlis D-site hidnya a foszforilacid jelentésen
csokkenéséhez vezetett. A transzfektalt WUS valtozatokat hagyomanyos SDS-PAGE
immunoblottal is ki tudtuk mutatni, ami megerdsitette a tranziens expressziot, de ugyanakkor
nem volt alkalmas a foszforizoformak megbizhato6 elvalasztasara (3. abra, D).

Az 1) modszerrel kapott eredmények megerdsitése céljabol a WUS MPK3 Altali
foszforilacidjat hagyomanyos in vitro kindz esszével is igazoltuk. Az in vivo eredményekkel
Osszhangban, radioaktiv foszfatbeépiilés alapjan a WUS, ellentétben a WUS-AA-val, egy in
vitro MPK3 szubsztrat.

Tovéabbi kontrollkisérletekkel végeztiink annak igazoldsira, hogy az eredmények nem a
fehérjefuizios technika vagy az antitest alapt detekcio altal okozott miitermékek. A myc fuzos
konstrukciok mellett elkészitettiink a vad tipusu, valamint a WUS-DD és WUS-AA mutansok
GFP-vel fuzionalt valtozatait expresszald konstrukciokat is, amelyekkel elvégeztik az
elézoekben bemutatott ko-expresszios kisérleteket. Mindkét antitesttel hasonldo WUS
izoforma eloszlast, illetve - vad tipust WUS esetében - aktivalt MPK3-mal eldidézett
savasosodast figyeltiink meg. A myc epitop alapti detekcid tovabbi kontrolljaként az
expresszalt WUS:myc fehérjét harom kiilonb6z6 antitesttel is konzisztensen detektaltuk.
Rutinszertien egy kozvetlen HRP konjugalt anti-myc antitestet hasznaltunk (Roche), ami nem
igényelt méasodlagos antitest reakciot. Osszehasonlitasként egy fiiggetlen forrasbol szdrmazé
(Sigma) anti-myc antitestet is kiprobaltunk, azonos eredményekkel. Ezen kiviil, egy
specifikus anti-WUS antitest beszerezhetd kereskedelmi forgalombol is (Agrisera), részben
ezért is valasztottuk a WUS fehérjét a modszer alapos tesztelésére. Kisérleteinkben az anti-
WUS ellenanyag mind cIEF-immunoesszében, mind hagyomanyos immunoblot esszében az
anti-myc ellenanyagokkal azonos eredményeket adott.

Osszességében a fenti kisérletekb8l megallapithatd, hogy az altalunk kidolgozott in vivo
foszforilacids esszé koncepcido miikodoképes, alaposan megtervezett és gondosan végigvitt
pozitiv ¢és negativ kontrollkisérletek sordval igazoltuk, hogy a mddszer alkalmas specifikus
kinaz-szubsztrat foszforilacios kdlcsonhatasok vizsgalatara.

A kialakitott rendszerben tovabbi bioinformatikailag azonositott MAPK szubsztrat jelolteket
is megvizsgaltunk (WOXS5, AP1, AP2, DPB, FLC). A kisérletek soran, egy kivételtol
eltekintve, mindegyik fehérje esetében a negativ toltésii foszfatcsoport(ok) megjelenését jelzo,
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alacsonyabb pl értékli formak megjelenését/felhalmozddasat figyeltiik meg az aktiv MAPK-
zal ko-transzfektalt mintakban. Erdekes médon az FLC esetében az aktiv MAPK jelenlétében
a pl értek novekedett. E jelenség hatterében egy komplex foszforilacids-defoszforilacios
rendszer allhat (pl. a MAPK altal foszorilalt valtozat hozzaférhetové valik egy foszfatiz
szamara, ami igy mas aminosavakat defoszforilalhat), ennek értelmezése tovabbi
szisztematikus vizsgalatokat igényelne.

A projekt alapvetd célkitiizésének megfelelden tovabb bovitettiik a vizsgalt MAPK szubsztrat
jeloltek korét. A fent ismertetett fehérjék mind transzkripcios faktorok. Azonban a megfeleld
merisztéma miikodés szabalyozasaban kozponti fontossagli az auxin transzporter fehérjék
altal kialakitott polaris auxin transzport (PAT) is. A PIN1 membranfehérje az egyik legjobban
jellemzett auxin transzporter, a pinl mutans novények sulyos fejlédési rendellenességeket
mutatnak®. Sikeriilt igazolnunk, hogy a PIN1 fehérjét az MPK6 foszforilalja. A PIN1
fehérjeszekvencidan 6 potencidlis MAPK foszforilacios hely taladlhatd, pontmutaciok
bevezetésével igazoltuk, hogy ezek koziil a T226, T248 és T286 aminosavak foszforilalodnak
MPKG6 altal. A PAT kialakitasahoz elengedhetetlentil sziikséges a transzporter fehérjék preciz
sejtbeli lokalizacioja. A PIN fehérjék helytelen lokalizacioja a PAT, illetve a szabalyos auxin
koncentracio gradiensek csokkenésén keresztiil végsd soron a merisztémak Osszeomlasat is
okozhatja. Konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy ezek a foszforildcios események
befolyasoljak a PIN1 intracellularis lokalizacidjat. Transzfektalt, PIN1:GFP fuzids
konstrukciot expresszald protoplasztokban a PIN1 fehérje a membranban lokalizalodik (4.
abra, B), azonban az MPK6-ot (MAP kindz) és MKK7-et (MAP kinaz kindz) is ko-
expresszald sejtekben egy jelentds citoplazmas PIN1 frakcidé jelenik meg, ahol a PINI1
aggregatumokat képez (4. abra, C). A PIN1 T226E/T248E/T286E (PIN1-EEE) mutans
valtozata az aktivalt MAPK-t ko-expresszald6 mintakkal konzisztens lokalizacios mintazatot
mutat, azonban a folyamatos foszforilacidt imitadlé mutacioknak megfelelden szokatlanul
nagy, gyakran akar a sejtek negyedét is kitoltdé aggregatumokat képezve (4. abra, D). Ezzel
szemben a PIN1 T226A/T248A/T286A (PIN1-AAA) mutans instabil, a kis mennyiségben
megfigyelhetd fehérje jelentds citoplazmas frakciot képez (4. abra, E).

4. abra. A MAPK foszforilacios allapot befolyasolja a PIN1 auxin transzporter lokalizacidjat

(a-d) Protoplaszban kifejeztetett GFP variansok lokalizacidja konfokalis mikroszkopiaval. (a) GFP, (b)
vad tipust PIN1:GFP, (¢) vad tipusu PIN1:GFP + MPK6 + MKK?7, (d) foszfomimetikus PIN1:GFP
pontmutans (T227E, T248E, T286E), (e) nem foszforilalhatdé PIN1:GFP pontmutans (T227A, T248A,
T286A).
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A mutans fehérjevaltozatok pontosabb sejten beliili lokalizacidjanak céljabol lokalizacios
markereket hasznalatunk'®. A talfoszforilalt (MKK7/MPK6 koexpresszalt, illetve PIN1-EEE)
PIN1 valtozatok sem az endoplazmatikus retikulum (ER) sem a Golgi markerrel nem
mutatnak hatarozott asszocidciét. Azonban a nagy aggregitumok mindkét markerrel
kovetkezetesen asszocidlnak. Erdekes modon a BFA indukélt vezikulakra szintén jellemzd,
hogy egyszerre asszocialnak e két organellum markerrel'” ami azt a lehetdséget tamasztja ald,
hogy a MAPK foszforilaci6 a PINI intracellularis transzportjat befolyasolja. A nem
foszforilalhato PIN1-AAA mutans a Golgi markerrel csak részleges, mig a az ER markerrel
hatarozott atfedést mutat.

A WUSI foszforilaciojanak biokémiai vizsgalata mellett, annak ndvényfejlédésben betdltott
funkcigjanak vizsgalatdhoz elkészitettiink egy olyan ndvényi transzformdacios vektort, ami a
WUS1 gént tartalmazo 8 kb genomi szekvenciat tartalmaz, N-termindlis GFP fuzioval. Ez a
genomi szakasz képes teljes mértékben komplementalni a wusl mutans sulyos fejlodési
rendellenességeit'®, igy az ebben végrehajtott, foszforilaciét befolyasolé mutaciok fenotipusos
hat4sainak vizsgalatdval megismerhet6vé valik a stressz-aktivalt MAPK foszforilacio szerepe
a WUS funcionalis szabalyozasaban. E célbol ugyanebbdl a vektorbol eldallitottunk a fenti,
foszforilacidt befolyasolé mutans valtozatokat is (WUS-AA, WUS-DD ¢s WUS-Adock).
Mindekdzben beszereztiik, felszaporitottuk és genotipizaltuk a wusl knock-out mutans
novényvonalakat. Kovetkezé 1épésként a komplementacids vektorokat hordozéd
Agrobacterium torzsekkel wusl hatterti novényeket transzformaltuk. Sikeriilt hygromycin
rezisztens vonalakat eldallitanunk, azonban mivel a wusl muticio stlyos fejlodési
rendellenességeket okoz, a transzformaciot heterozigota (WUS1/wusl) ndvényekkel végeztiik
el. igy a kapott TO hyg rezisztens vonalakat tovabbi két generacion keresztiil sziikséges
szegregaltatni, hogy a komplementacids vizsgéalatokhoz sziikséges, mind a wusl mutaciora,
mind a transzgén konstrukciora homozigota vonalakat elé tudjuk allitani. A vad tipusa
konstrukcio esetében ezt sikeriilt végigvinni, a mutans konstrukciok esetében a masodik
szegregaltatas folyamatban van.

A munkaterv tovabbi részét képezte a Royal Holloway, University of London kutatdival
egylittmiikddésben tervezett rendszerbioldgiai kutatas. A kollaboracio keretében elvégeztiik a
novényi MAPK halézatok komparativ genomikai analizisét. A projekt célkitlizéseinek
megfeleléen azonositottuk az Aaltalunk vizsgalt fajok dokkold szekvencia motivumait
(common docking (CD) motivumok a MAPK szekvencidkon, és D-site motivumok az MKK
szekvencidkon), koevoluciojuk analizise céljabol. Legérdekesebb felfedezésiink a dokkolo
helyekben megtaldlhato, filogenetikai csoportokra az egész novényvildgban jellemzo,
szisztematikus aminosav  szubsztiticiok jelenlétének kimutatdsa volt. Ez azért
figyelemreméltd, mert human MAPK-k ¢és MKK-k esetében nem nyilvanvalé mintazat
killonbségek is elégségesek a kotési szelektivitas biztositasahoz'®, tehat a csoport-specifikus
mintdzatok a ndvényeknél minden bizonnyal a szelektivitds specializaciojat jelzik.
Komparativ genomikai vizsgalataink eredményeit a Trends in Plant Scienece folyoiratban
kozoltik".
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Kovetkeztetések

A projekt soran elért legfontosabb eredményliink, hogy kidolgoztunk egy 1j biokémiai eljarast
specifikus kindz-szubsztrat foszforilacids kolcsonhatasok vizsgdlatdra ndvényi sejtekben, és
alkalmazéséaval igazoltuk szdmos merisztéma szabalyozo fehérje stressz-aktivalt MAPK-ok
altali foszforilaciojat. A korabban mar emlitett eldnyok mellett (in vitro vs. in Vvivo,
sugarveszély) a kialakitott csucstechnologiai, gyors €s rugalmas kisérleti modszer szamos
elénnyel rendelkezik a hagyomanyos in vitro kinaz esszével szemben. A vizsgalt fehérjéket
kodolo cDNS-ek fuzids expresszids vektorba klonozasahoz mindkét médszerhez sziikség van,
az In vitro kinaz esszé esetében altalaban GST-fazios fehérjéket expresszalnak, erre alkalmas
specialis E. coli torzsekben. Azonban Iényeges kiilonbség, hogy a noévényi fehérjék
expresszioja a prokaridta rendszerben sokszor problematikus (pl. inklazios testek kialakulésa),
illetve az expresszalt fehérjék kitisztitdsa is munkaigényes, és csak ezek utan kovetkezik a
tényleges kindz esszé, amit SDS-PAGE elvalasztas kovet, végiil a beépiilt radioaktiv foszfat
csoportokat autoradiografiaval detektaljak. Ehhez képest a vizsgalt fehérjéket az qj
modszerrel ndvényi sejtekben fejeztetjiik ki, €s az azokbol kivont nyers fehérje kivonat egybdl
felvihet6 a cIEF-immunoesszé rendszerbe, ahol az elvalasztas-detekcid par ora alatt
elvégezhetd.

Miutan megfeleld kontrollkisérletekkel igazoltuk, hogy a koncepcidé mitkdddképes, az uj
modszerrel sikeriilt kimutatnunk tobb, a merisztéma miikodés szabalyozasidban
kulcsfontossagi fehérje foszforilaciojat. Tobb mint két évtizednyi intenziv genetikai
kutatasoknak koszonhetéen a merisztéma szervezddés és a szervkialakulas szabdlyozasa mara
mar részletesen ismert, mutans vonalak hasznalataval sikeriilt azonositani és jellemezni
szamos mester regulator gént. A projekt soran igazoltuk tobb, jol jellemzett mestergén altal
kodolt szabalyozo fehérje foszforilaciojat, amibdl megallapithatjuk, hogy e szabalyozo
elemek maguk is dinamikusan szabalyozottak, ¢s annak érdekében, hogy mukodésiikrol
pontosabb képet kapjunk, a tovabbiakban a poszt-transzlacids szabalyozast is sziikséges lesz
figyelembe venni, ami egy Uj fejezetet nyithat a merisztéma szabalyozés kutatasaban.
Eredményeink egyuttal azt is jelentik, hogy a dokkolo szekvencia mintazatok jelenléte egy
fehérjén jol felhasznalhato a MAPK foszforilacio predikcidjara.

A PIN1 MPK6-MKK?7 altali foszforilaciojara vonatkozé eredményeink jol illeszkednek az
MKK7 PAT gatlo funkcidja vonatkozo ismeretekhez™, a PIN1 lokalizaciojanak befolyasolasa
molekularis szintli magyarazatat adja a korabbi megfigyeléseknek. A lokalizacios eredmények
alapjan elképzelhetd, hogy a MAPK foszforilaici6 az ER-ban szintetizalodott PIN1
fehérjemolekuldk Golgi transzport mechanizmus altali felvételéhez sziikséges. Ebben a
modellben a kornyezet fiiggd MAPK aktivitds képes a PIN1 membran lokalizacidjat
modulalni, vagyis végsé soron a PAT miikddését kornyezet fliggd modon befolyasolni.
Osszességében tehat ezek az eredmények felhivjak a figyelmet a stressz-aktivalt MAPK
jelatvitel egész novény szinten betdltott ndvekedésszabalyozé szerepére.
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Eltérések a palyazati projekttervtol

A projekt legfontosabb célkitlizését, 1), a merisztéma szabalyozasban kulcsfontossagt MAPK
szubsztratok azonositésa, elértiik. E célbol kifejlesztettiink egy 0j kisérleti modszert, igazolva,
hogy a munkatervben bemutatott kisérleti koncepcié miikodoképes, viszont technoldgiai
szempontbol azt jelentdsen tovabbfejlesztettiik. Ezzel a moddszerrel elméletileg barmilyen
ndvényi protein kinaz - szubsztrat kapcsolat tanulmanyozhat6. Mivel a fehérje foszforilacio a
génszabalyozas egyik alapvetd mechanizmusa, ez a kisérleti megkozelités nagyban
el0segitheti a ndvényi génszabalyozasi mechanizmusok, €s ez altal az adaptacids folyamatok
megertését.

Az 1) technoldgiai fejlesztéssel sziikségessé valt a modszer miikodésének minden kétséget
kizard igazolésa. Ezt a célt szolgalta az ,,Eredmények”™ részben bemutatott kontroll kisérletek
sora. A gondosan végigvitt kontroll kisérletek erdforrds- és iddigénye miatt a genetikai
feladatok csusztak, mig az arpa ortologok klonozéséra, foszforilacios analizisére nem keriilt
sor a projekt futamideje alatt. Ezzel kapcsolatban szeretnénk hangsulyozni, hogy az 1j
modszer nem kotott a modell novényfajhoz, és ezért a késdbbiekben igen hasznossa valhat
kevésbé kutatott gazdasdgi novények jelatviteli folyamatait célzo kutatdsok terén. A
szubsztrat-kindz fehérje kolcsonhatdsok minden bizonnyal megbizhatéan kialakulnak
heteroldg protoplasztokban is, azonban szdmos gabonafajbol rendelkezésre allnak hatékony
protoplaszt izolalasi protokollok®', ami kiilondsen alkalmasséa teszi ezt a protoplaszt alapu
kisérleti megkozelitést hosszabb tenyészidejli fajokban zajlo jelatviteli folyamatok hatékony
kutatdséra. {gy hosszabb tavon a kifejlesztett modszer taldn még nagyobb jelentdséget is
nyerhet gazdasagi novények kutatasaban, mint a lényegesen jobb eszkoztarral rendelkezd
modellndvény esetében.

A MAPK halézatok rendszerbiologiai kutatasat kissé atfokuszaltuk, nagyobb hangsulyt kapott
a MKK-MAPK hierarchiaszintek vizsgalata. Eredményeink jelentdsen hozzdjarulnak a
novényi MAPK halézatok megismeréséhez, azokat egy nagy presztizsii folyoiratban
kozoltik".

Publikaciok

Eredményeinket tobb konferencian is bemutattuk. Legtobb eredményiink kozlése rangos
tudomanyos folyoiratokban folyamatban van. Az 1) foszforilacids esszét és a merisztéma
szabalyozd transzkripcids faktorok foszforildciojat ismertetd kézirat jelenleg biralat alatt all
(The Plant Journal), a PIN1 foszforil4ciot és az MKK7-MPK6 modul merisztéma szabalyozo
funkcigjat bemutaté kézirat véglegesitése nemzetkézi egylittmiikddé partnereinkkel
folyamatban van. A rendszerbioldgiai kutatasokat a Trends in Plant Science-ben kozoltiik,
,Opinion” formatumban (IF: 12,929).

Déry M, Doleschall Z, Nagy SK, Ambrus H, Mészaros T, Barnabas B, Doczi R: Kinase-
Associated Phosphoisoform Assay: a novel candidate-based method to detect specific kinase-
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substrate phosphorylation interactions in vivo (under review in The Plant Journal, manuscript
ID: TPJ-00132-2016)

Déry M, Hatzimasoura E, Ditengou F, Nagy SK, Jiager K, Meszaros T, Palme K, Bogre L,
Doczi R: The MKK7-MPK6 MAP kinase module represses meristem outgrowth and
participates in post-translational regulation of the auxin transporter PIN1 in Arabidopsis.
(manuscript to be submitted for consideration to The Plant Cell)

Do6ry M, Doleschall Z, Ambrus H, Déczi R (2015): A fehérjefoszforilacid szerepe a
viragfejlédés szabélyozasaban XXI. Novénynemesitési Tudomanyos Napok, 2015. marcius
11-12. Martonvasar, ISBN: 978-963-8351-43-2, 70. o

Déry M, Doleschall Z, Ambrus H, Doczi R (2014): A flexible experimental system to study in
vivo protein phosphorylation in plants. Presentation at the Annual Meeting of the Hungarian
Biochemical Society, University of Debrecen, Debrecen 2014 August 24-27, Hungary.
Published in Biochemistry, journal of Hungarian Biochemical Society, issue XXXVIII/3 (HU
ISSN 2060 8152, HU ISSN 0133-8455) p35.

Do6ry M, Doleschall Z, Ambrus H, Doczi R (2014): Identification of mitogen-activated protein
kinase substrates in Arabidopsis protoplast transient expression system. Pannonian Plant
biotechnology Association Conference "Advances in Plant Breeding and Biotechnology
Techniques", 27-29 April 2014, Mosonmagyarévar, Hungary, ISBN: 978-963-89129-5-4
pp24-25.

Déry M, Doleschall Z, Ambrus H, Doéczi R (2014): Mitogén-aktivalt protein kindz
szubsztratok azonositdsa protoplaszt tranziens expresszids rendszerben. FIBOK, Fiatal
Biotechnologusok Orszagos Konferenciaja, 2014. marcius 7. Szeged, ISBN: 978-963-315-
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Déry M, Doczi R (2012): Mitogén-aktivalt protein kindz szubsztratok azonositdsa protoplaszt
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