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Bevezetés

A sejt osztodas az élet egyik legalapvetdbb jelensége, igy nem meglepd,
hogy ezen folyamat ellendrzése az evollcié soran meglehetésen
konzervalddott. Az altalanos sejtciklus modell a novényekre is érvényes, a
sejtciklus szabalyozas kozéppontjaban a CDK-ciklin komplexek allnak, és az
ezek aktivitasat befolydsold kinazok, foszfatazok, inhibitorok képviselbit is
megtaldljuk a névényekben.

A novényi sejtciklus legkés6bb megismert komponensei a CDK inhibitorok.
Novényekben csupan egy inhibitor csalad talalhatd, a tagok az aminosav
szekvencia alapjan igen nagy mértékben eltérnek mind az éleszt6, mind az
allati inhibitor fehérjéktdl, mind egymastdél. Az els6 lucerna CDK inhibitort, a
KRPMt gént mi izoldltuk és jellemeztiik. Els6ként mutattuk be, hogy a KRP-k
nem csak a korabban mar megismert A-tipusi CDK-at gatoljak, de képesek
a CDKB2;1 inhibiciéjara is. Igazoltuk, hogy a lucerna KRPMt foszforilalhato,
és egy kalcium-fliggd kinaz inhibitor altali foszforilacidja jelentésen fokozza a
gatld képességét (Pettkd-Szandtner és munkatarsai. 2006). Az Arabidopsis
KRP2 CDK altali foszforilacidja szerepet jatszhat a fehérje lebontdsaban
(Verkest és munkatarsai 2005). Az eml6s KIP-tipusu inhibitorok esetében
ismert mindkét jelenség, de a gyakorlatilag 15 aminosavra korlatozédo
aminosav hasonldsag miatt az emlds rendszerek nem nyujtanak semmiféle
tampontot a potencialis foszforilacids helyek megtalalasara.

Bar sikerrel mutattunk ki egy aktivalé foszforilaciét, azonban tovabbra is
rejtve maradt, mind az MsCPK3 (kalcium-fliggd fehérje kinaz), mind a CDK-k
foszforilacidjanak pontos helye és kiilonb6z6 hatdsa, annak ellenére, hogy
bizonyitottnak tekinthetjliik, hogy mind az A-tipusu mind a B-tipusi CDK-k
képesek megfoszforildlni az inhibitor fehérjét.

Célkitlizések

A korabbi munka logikus folytatdsaként a kdvetkez6 célkitlizéseket
fogalmaztuk meg:

1. Melyik aminosav a MsCPK3 foszforilacid helye?

2. Kulonbozik-e ettdl A-tipusu illetve B-tipusu CDK foszforilacio?

3. Mik a hatdsai ezen poszttranszlaciés médositasoknak?

4. Szerepet jatszik-e a 26S proteoszéma a KRPMt lebontasaban?



5. A megszerzett ismeretek alapjan elkészitett foszforilalhatatlan, illetve
foszforilaciot mimikald mutansok, mutatnak-e aktivitasbeli valtozast in vitro
kindz reakcidokban?

6. Okoznak-e ezek a mutansok fenotipus valtozast transzgenikus
novényekben?

Osszefoglalas:

Megallapitottuk, hogy az MsCPK3 a KRPMt 91. szerin aminosavat
foszforilalja. Kisérleteink soran bebizonyosodott, hogy az A-tipust CDK-k
ugyanezen az aminosavon foszforildljak a lucerna CDK inhibitor fehérjét. A
B-tipusu CDK foszforilacié kilonb6z0ségét vagy azonossagat technikai
problémak nem tették lehetové, Iévén ezen kindzokkal nem tudtunk
megfelel6en erbs kinaz aktivitast detektalni a KRPMt foszforilacidéja esetén.
Tobbszori kisérletek ellenére sem sikerilt ubigitinalast kimutatni sem a vad
tipusu sem a foszforilaciét mimikald rekombinans fehérjék esetében.
Elkészitettlik a 91. szerin aminosav foszforilaciét mimikalé glutamat valamint
aszpartat mutansait. Valamint a nem foszforildlhato alanin mutanst is. Ezen
rekombinans fehérjék egyike sem volt foszforildlhaté sem az MsCPK
rekombinans fehérjével, sem az A-tipust CDK-kal.

Kinaz gatlasi kisérleteink soran a foszforilaciot mimikald szerin aszpartat
csere jelent6s mértékben (kétszeresére) fokozta az inhibitdr fehérje gatlo
képességét.

Elkészitettliik a mutans fehérjék novényi expresszidjahoz sziikséges
vektorokat, melyekkel dohany levélkorongokat transzformaltunk. A GUS
pozitiv kalluszok regeneracidja folyamatban van, azonban sajnalatos mddon
a legigéretesebb, legerdsebb expressziét mutatd kalluszok esetében jelentds
degeneraciét tapasztaltunk nem képesek gydkeret l1étrehozni.

A kutatds id6 elott lezarasra kerll, mert kilfoldre tdvoztam és a halasztasi
kérelmemet nem tamogatta a zs(ri elndke.

Az eredmények részletes ismertetése idorendben:

1. Az MsCPK3 foszforilacidjanak meghatarozasara a korabbiakban mar
tettlink prébalkozast, foszfo-peptid, valamint foszfo-aminosav térképezést
végeztliink és bebizonyitottuk, hogy a foszforildcidban egy vagy tébb szerin
aminosav jatszhat szerepet. A kalcium-fligg6 kinaz esetében jo eséllyel
sejthetjiik, hogy a 91. szerin a megfelel6 aminosav, mivel tudjuk azt, hogy a
novényi kalcium-fliggd fehérje kinazok képesek

félismerni a PKC (Protein Kinase C) konszenzus szekvenciait (Olah és
munkatarsai 1989.). Erre vonatkozodan tovabbi kisérleteket is végeztink, igy



elkészitettilk a KRPMt olyan N-termindlisan csonkolt valtozatait, melyek
tartalmazzak (KRPMt88-223), illetve nem tartalmazzak (KRPMt97-223) a 91.
pozicidoban Iévd szerint. Kisérletileg bizonyitottuk, hogy az inhibitor
fehérjének csak azok a szakaszai foszforildlhatok az MsCPK3-mal, melyek
tartalmazzak a fent emlitett szerin aminosavat (1. abra).

 KRPMt  KRPMt(88-223) KRPMt(97-223)

1. dbra A MsCPK3 foszforildlja a teljes hosszlsagu és a 88-223 aminosavat
tartalmazo KRPMt fehérjét, de nem a KRPMt(97-223) delécids valtozatot.

Els6 1épésként ismételten megprébalkoztunk az MTA SzBK
tomegspektrometriai laboratériumanak lehetéseit kihasznalva MALDI-TOF
készilékkel megkapni a pontos foszforilaciés helyet mind az MsCDPK, mind a
CDKA és a CDKB2.1 altal torténd foszforilacio esetén. Els6 alkalommal a
bakteriadlisan termeltetett rekombinans KRPMt fehérjét foszforilaltuk a
kilénb6z6 kinadzokkal, majd az izolalt fehérjéken kerestiik a foszforilalt
peptideket. Sajnalatos mdédon hol a fehérje minésége, hol a fehérje
mennyisége tette lehetetlenné, hogy kétséget kizaréan megallapitsuk a
foszforilacié helyét.
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csokkentésével, oly mdédon, hogy két dimenzids gélelektroforézist
végeztink. Csak a radioaktiv jel6lés segitségével tudtunk megbizonyosodni
arrél, hogy a maddszerrel képesek vagyunk elvalasztani a foszforilalt
fehérjéket a foszforilalatlanoktdél, de képtelenek voltunk a
tomegspektrometridhoz elegendd mennyiségl fehérje tisztitasara.



Ezért, remélve, hogy legaldabb azt sikerll bebizonyitanunk, hogy az MsCDPK
és az MsCDKA foszforilacidja eltér egymastdél foszfo-peptid térképezést
végeztink. Legnagyobb meglepetésiinkre a két foszfopeptid térkép
azonosnak bizonyult. Remélve, hogy a két foszforilaciés hely nem azonos,
csupan rendkivil kézeli egymashoz, a peptideket izolaltuk és foszfopeptid
térképezést végeztiink. Az eredmény azt bizonyitja, hogy minden
valdszinliség szerint az MsCDKA foszforilacids helye megegyezik az MsCDPK
foszforilaciés helyével.(2.abra, 3. abra)
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2. Abra A két kiilénboz6 kindzzal (MsCPK3 ill. MedsaCDKA; 1/A;2) foszforilalt
KRPMt foszfo-peptid térképe. A rekombinans foszforilalt fehérjét gélbdl
izolalva tripszinnel hasitottuk, majd celluléz vékonyrétegen el6szor
elektroforetizaltuk, majd vékonyréteg kromatografaltuk.

3. Abra A KRPMt foszforilacidja sorén kapott foszfo-peptidek foszfo-aminosav
térképe. Az el6z0 abran lathato foszfo-peptideket izolaltuk, majd sdsavval



hidrolizaltuk. A foszfo-peptidek aminosavainak vékonyréteg kromatogafias
elvalasztasa alapjan megallapithatd, hogy minden peptid szerin foszforilaciét
tartalmaz.

Ezen informacidk ismeretében kezdtlink neki az iranyitott mutagenezishez,
ahol is a Pfu/Dpnl altalanosan alkalmazott modszert hasznaltuk. Sokszori
prébalkozasok utan is csupan a 91D KRPMt azaz a glutamat foszforilaciot
mimikaléd mutanst sikerilt elkészitenlink. A tobbi mutacio készitése soran
minden esetben egyéb mutaciok illetve bizonyos esetekben primer
beéplléseket tapasztaltunk. A mutansok készitését folytattuk, Uj
primerekkel, illetve a Kunkel mutagenezissel, remélve, hogy a T4 polimeraz
nagyobb pontossaga segit a nem kivant mutaciok elkerilésében. Sikeresen
eldallitottuk a 91A, 91E mutansokat is.Az elkészitett 91D, 91A, 91E KRPMt-
bakterialisan tultermeltettiik és kisérleteket végeztliink vele. Megallapitottuk,
hogy az MsCPK3 szamara nem szubsztrat egyik 91S mutans KRPMt valtozat
sem. A foszfotérképezés alapjan talan nem meglepd, hogy az MsCDKA sem
képes foszforilalni a mutans fehérjét, illetve nagyon gyengén.

(4. abra)
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4. Abra

a) A MedsaCDKA;1/A;2 nem foszforildlja a 91. szerin helyett alanint,
aszparaginsavat, illetve glutaminsavat tartalmazé mutans KRPMt fehérjéket.
b) A MsCPK3 nem foszforilalja a 91. szerin helyett alanint, aszpartatot,
illetve glutamatot tartalmazo mutans KRPMt fehérjéket, valamint a
KRPMt(97-223) fehérje szakaszt, azonban szubsztratja a teljes hosszisagu
és a 88-223 aminosavat tartalmazé KRPMt fehérje.

Megviszgaltuk a KRPMt és a 91DKRPMt CDKA gatlé hatasat és azt
tapasztaltuk, hogy a mutans fehérje 1,8-szor aktivabb gatlast mutat, mint a
vad tipusu, ezenkivil az is lathatd a kisérleteinkbdl, hogy nem csupan a



CDKA gatlasara, de a szubsztrat specificitasara is hatassal, van a
foszforllaC|o (5. abra)
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5. Abra

A MedsaCDKA;1/A;2 kinaz Hiszton H1 és MsRBR foszforilacios aktivitasanak
gatlasa.

A KRPMt 91. szerinjének aszparaginsavra torténd cseréje mar kis
koncentraciénal is jelentdsen fokozza a fehérje aktivitasat. Az abran lathatd
hiszton H1 foszforilacidé kvantitaldsa utdan megallapithaté az, hogy a
kontrollhoz képest milyen mértékben csékken a kinaz aktivitdas (10pmol
KRPMt: nincs valtozas (100%), 10pmol KRPMt (91D): 55 %. 50pmol KRPMt:
58%, 50pmol KRPMt(91D): 46%). Hasonld, bar kisebb er6sségli az RBR
fehérje foszforilaciéjara gyakorolt gatlas is.

Lucerna sejtkivonat és rekombindns ubiquitin segitségével vizsgaltuk, a
mutans és a vad tipusu inhibitor fehérje ubiuitinalasat, de ez nem volt
kimutathatd. Ez a tény annak tliikrében, hogy eredetileg is két kiilonb6z6
foszforilaciot foltételezlink (egyet az aktivalasra, egyet degradacids
szignalként), nem meglepé.

Az el6szor elkészitett 91. aszparaginsavat tartalmazé mutansrél sikeresen
bebizonyitottuk, hogy a varakozasoknak megfeleléen foszforilaciot mimikalo
mutansként viselkedik, azaz er6sebben gatolja a MedsaCDKA;1/A;2
komplexet, mit az eredeti 91. poziciéban szerint tartalmazé fehérje. A
varakozassal ellentétben a 91. szerin alaninra vald cseréje is fokozta, ha



jelentosen kisebb mértékben is a gatlast, holott ennek elvileg egy ,,dominans
negativ” mutacidénak kellene lennie. Ezek alapjan sajnos nem lehetilink
egészen biztosak abban, hogy nem a bakterialisan expresszalt fehérjék
szerkezeti és tisztitasi killonbségeibdl adodik az a valtozas, amit mi a
foszforilacié mimikalasanak vélink.

Ennek ellenére kijelenthet6, hogy a 91. szerin egy kiemelkedden fontos
szereppel rendelkez6, és mindkét vizsgalt kindz altal foszforilalhato
aminosav a molekulaban.
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6. Abra A vad tipusu illetve a kilénbozé mutans KRPMt-k MedsaCDKA; 1/A;?2
komplexet gatlé hatasa 10 pmol (fekete oszlopok), illetve 50 pmol (sziirke
oszlopok) rekombinans fehérje hasznalata esetén.

A transzgenikus névények eldallitasat megkezdtik. Elsd probalkozasként
dohany SR1 levélkorongokat transzformaltunk. LBA 4404 Agrobaktérium
torzsel. A KRPMt vad tipusu illetve foszforilacids fehérjéket aminoterminalis
Hemaglutinin-taggel lattuk el. Névényi expresszids vektornak a
pCAMBIA3301-et hasznaltuk. Mar rendelkeziink GUS pozitiv kalluszokkal (
transzformansonként 10-15 fliggetlen kallusz) mind a vad mind a 3 mutans
KRPMt-t tartalmazd vektorok esetében.

A GUS pozitiv kalluszok regeneracioja folyamatban van, azonban sajnalatos
maodon a legigéretesebb, leger6sebb expresszidét mutatd kalluszok esetében
jelentds degeneraciét tapasztaltunk, nem képesek gyokeret |étrehozni. A
lucerna transzformansok el6allitasa jelenleg bizonytalan.



A kutatas id6 el6tt lezarasra kerll, mert kilfoldre tavoztam és a halasztasi
kérelmemet nem tamogatta az OTKA Bizottsag EInoke. Annak ellenére, hogy
a célkitlzéseink dont6 tobbségét elértik, a publikacid lehetdsége, de
legalabb a szinvonala nagy mértékben fligg a transzgenikus névények
eldallitdsanak sikerétdl és az esetlegesen tapasztalhaté fenotipustdl. Sajnos
a téma folytatasa, ebben a pillanatban mind anyagi mind személyi okok
miatt bizonytalan.
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