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A mitogén aktivalt protein kinazok (MAPK) mindenleuiota éblény univerzalis jelatvi§
fehérjéi. A kinaz csalad tagjai a ndvénybiologigatasoknak is kdzponti figurai, de annak ellenBogyy
a modell névény Arabidopsisban 20 MAPK ismert, @jelent publikacidk szinte teljes mértékben csak
négy-o0t MAPK funkcidjat taglaljak. Munkank soram@vényekre specifikus D tipusi MAPK csalad egy,
amitokondriumbanlokalizalodd, korabban nem tanulyoantt tagjara, aAtMPK9-re fokuszaltunk.

Az AtMPK9 kélcsbénhaté partnereinek azonositasa

Munkénk kezdetekor a&tMPK9 kdlcsdnhatod partnerei vonatkoz6 adat nemelélthet a
szakirodalomban, ezért élsélként a kindz lehetséges kolcsdnhaté fehérjédaekktivatorainak élegit
kettds-hibrid rendszerrel tértérmeghatarozasaizatik ki célul. Az azonositott kdlcsdnhaté partnerek
kozott az Arabidopsis10 tagd MAPK kindz (MAPKK) Esdjanak egyetlen tagjat sem talaltuk. Doczi
Robert személyes kdzlése alapjan ismerté valt sa@rmuhogy a laboratériumukban kivitelezett
protoplaszt tranziens expresszios kisérletek hasmeldményre vezettek, miszerint egyetlen MAPKK
sem aktivalja aAtMPK9-t. Ezek az eredmények a szamos, ébelsetiés-hibrid rendszerrel azonositott
fehérje kozil két olyan fehérjére iranyitottak gy&lmiinket, amelyek esetlegesen szabalyozhatjak az
AtMPK9 aktivitasat, nevezetesen a kalmodulinra (CAdR KIC fehérjére (KCBP-interacting
Cd” binding protein) egy tovabbi kalcium altal szalodlgtt fehérjére. Etslépésként élessiben
erssitettik meg az interakciokat, és azt is vizsgallgy azAtMPK9 mely doménjei sziilkségesek a
kdlcsdnhatashoz. Ezekhez a kisérletekhéallébttuk a csak kindzdomént tartalmaz6 N-ternigmdlletve
a csak C-termindlis, egyk ismeretlen funkciéju domént tartalmazo konstibkat. Az eredmények
alapjan a fehérje-fehérje kdlcsénhatasokhoz mi@d\i, mind a KIC esetében sziikség van a teljes
fehérjére, habar a kalmodulin némi kdlcsdnhatagatdinmagaban a C-terminalis doménnel is (1. abra).

1. abra

A kolcsbnhatas tovabbi igazolasara fehérjeitro transzlacios vizsgalatokat végeztiink, melynek
soran aAtMPK9 C- és N-terminalis doménjét 6xHis flzids folraa allitottuk e3, a CAM és KIC
fehérjék pedig GST fazios fehérjeként kerultek teléare. Ezt kbvéen a CAM és KIC fehérjéket
MagneGST aggyal affinitas tisztitottuk, ma&#@vPK9 C- és N-termindlis fehérjékkel inkubaltuk. A
kolcsdnhatasokat 6xHis ellenanyag alkalmazasawabiguk. Az eredmények alapjan a CAM és KIC
fehérjék az N-terminalis doménenkeresztiil Iépndkskihhatasba axtMPK9-cel, és a kblcsdnhatas
kalcium fliggetlen (2. abra). Ezek az eredményadnationdanak az éledztettds-hibrid adatoknak, igy
tovabbi kiilénbdé mértékben csonkohAtMPK9 valtozatokkal kivanjuk a kélcsdnhatasért fedalégiot
meghatarozni.
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2. éabra

Az AtMPK9-CAM asszociacio jellendit Erdddi Ferenc kutatocsoportjanak kozrigmdésével
hataroztuk meg. A vizsgalatainkhdm vitro transzlacioval éallitottunk Hig-MPKOWT és Hig-
MPKIOLOF (a kindz ATP kotéséhez elengedhetetlen lim6édositdsavain vitromutagenezissel &llitott
valtozat), valamint GST-CAM fehérjéket. A kétésetg meghatarozasahoz a GST-CAM fehérjét GST
ellenanyaggal fedett lemezen immobilizaltuk, majere Hig-MPK9 fehérjéket Ca-tartalmi pufferben
folyattuk at. A kisérleti eredmények alapjan kijgleety, hogy a CAM vad tipusi és az inaktiv mutdnshoz
is elbsen kobdik, a kotés azonban a vad tipusu kindz esetéhenagysagrenddel &ebb (3. abra).

GST-Calmodulin + MPKS WT 1 uM GST-Calmodulin + MPKS LOF 1 uM
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3. éabra

AtMPK9 in vitrokindz aktivitdsanak vizsgéalata:

A funkcionalis tanulményokhon vitro transzlaciéval termeltinktMPK9-t és annak kilonbdz
in vitromutagenizalt valtozatait. A vad tipusu kindzmintmrabbi aktivacio nélkil nagy
mértékbenfoszforildlta a mesterséges szubsztrasiiémimazott mielin bazikus fehérjét (MBP), mig az
ATP kotésre képtelen LOF valtozat nem rendelkenetitrokinaz aktivitassal (4. abra). A kinaz C- és N-
termindlisan csonkolt valtozatai ugyancsak elvasdteaktivitasukat (4 abra). A D tipusi MAPK cshla
tagjai az aktivacioért felés T hurokban egy, az altalanostdl @t&DY foszforilaciés motivumot




hordoznak. A motivumban talalhaté treonin és tinazerepének tisztazasahoz T/A, Y/F, illetvedeett
aminosav cseréket hajtottunk végrevitromutagenezissel. A mutans kinazok mindegyikének
drasztikusan visszaesett a kinaz aktivitasa, gyatilag a LOF valtozatéval megegyeek mutatkozott
(4. abra). Mindezek alapjan kijelentbehogy a kinaz aktivitashoz elengedhetetlen a @iteilis domén,
és a TDY motivum foszforilaciéja meghatarozza akiaktivitasat. A TDY motivumon tértén
tirozinfoszforilaciot a vad tipusu kinaz esetébeti-foszfo-tirozin ellenanyag felhasznalasaval is
bizonyitottuk.

4. &bra

AtMPKO foszforilaciés mintazatdnak meghatarozasa:

A kinaz és annak mutans valtozatai érdekes kiildygtsdutattak a
poliakrilamidgélelektroforézissel tortérelvalasztis soran, a vad tipusu kinaz diffiz sévietent meg,
ezzel szemben mindegyik mutans hatarozott vondttt.aMindezek alapjan feltételeztiik a vad tipusu
fehérjeautofoszforilacidjat, és tomegspektromettiaaz MTA SZBK proteomikai laboratériumanak
segitségével meghataroztukAtMPK9 foszforilacids mintazatat. Varakozasunknak feksifien a vad
tipust kinaza T és Y aminosavakon egyarant fodafoviolt, mig a mutans valtozatok egyikében sem
azonositottunk ezeken az aminosavakon foszfat cepEredményeik alapjan nem csak a kinaz
aktivitasért feleds T hurokban taldlhaté aminosavak foszforilalodnagyanis a C-terminalis doménben is
talaltunk négy foszfat csoportot hordozé aminoséva#7, S401, S443, T497). Hasonléan a T hurokban
latottakhoz, ezek az aminosavak is csak a vadiibngiz esetében foszforilalodtak. A C-terminalisba
azonositott foszforilacios helyek mindegyikét kitkiilon mutagenizaltuk, és az egyes mutarisok
vitrokinaz aktivitasat meghataroztuk. A mutans valtozdid47A aminosav csere kivételével
gyakorlatilag a vad tipuséitMPK9-cel megegydraktivitassal rendelkeztek (4. abra).

AtMPKO funkciondlis vizsgélata protoplasztban:

A létrehozott tranziens expressziora alkalmas veldastrukciokban a CAM és KIC kalcium-
kots fehérjék C terminalis myc jelélést hordoznak, mzgAtMPK9 és annain vitromutagenezissel
elédllitott katalitikusan inaktiv és csonkolt valtogia€ terminalis HA jeldlést kaptak. A konstrukcid@itk
Arabidopsisejtszuszpenziébdl@llitott protoplasztokat transzformaltunk és a sedarmacio
hatékonysagat a megfaletllenanyagokkal Western blotton elfeiztiik. Ezt kbveden azAtMPK9
aktivitdsanak indukélhatésagat vizsgaltuk kilorbsizessz kezelésekkel (5. abra). Az eredmények
alapjan a NaCl kezelés noveli leghatékonyabbamnazlaktivitast, igy a tovabbiakban ezt a kezelést
alkalmazzuk a CAM kinaz aktivitasra kifejtett hataak vizsgalatara.

5. abra



AtMPK9 lokalizaci6janak vizsgalata:

A korabban publikalt tomegspektrometridas analimsiményei alapjan axtMPK9
mitokondriumban lokalizal6dé fehérje. Ezt az adatés megkozelitéssel is igazolni kivantuk, igy egy
35S prométerrel rendelkézranziens expressziora alkalmas vektorABPK9-GFP konstrukciot
hoztunk létre. Az Arabidopsissejtszuszpenziobéakkott protoplasztokat a vektor konstrukcidval
transzformaltuk, majd konfokalis, fluoreszcens mgakdppal vizsgaltuk. A transzformalt
protoplasztokmitokondrium specifikus Mitotrackestigkkel tortént jelolése medsitette a korabban
kozolt eredményt, miszerint &¢aMPK9 mitokondriumban lokalizalédik (6. dbra). AzrabA paneljén az
AtMPK®9, a B-n a Mitotracker festés, a D-n pedig afkBtétel 0sszeolvasztott képe lathatd. A B panel a
protoplaszt faziskontraszt mikroszképos felvétmiétatja.

6. abra

AtMPKO specifikus ellenanyagdllitasa:

Az AtMPKO9in vivo funkcidjanak tovabbi vizsgalataihoz specifikugerinyagot allitottunk él A
kinaz C-termindlis doménjét 6x His jeldlést biztodk. coli vektorba illesztettiik, majd a zarvanytestként
termebds fehérjét affinitds kromatografiaval tisztitottukz ily modon nyert fehérjével nyulakat
immunizaltunk. A negyedik oltast kdvevérszérumot DEAE-AffiBlue oszlopon tisztitottuls &z
ellenanyag specifitagatvitro transzlaciéval termehAtMPK9-cel Western blotton igazoltuk. Az
ellenanyaggal alkalmazasaval tovabbi vizsgalatglkelége nem torténtek.

AtMPK9null-muténs névények vizsgalata:

A SALK Intézet T-DNS kdnyvtarabol szarmaa@PK9null-mutans vonalbol éallitott
homozigétakkal lemezen csiraztatasi teszteket védgkzEzek alapjan a mutansok a vad tipussal azonos
csirdzasi képességgel rendelkeznek, és nem muttéedst ozmotikus, s6 és hideg stressz korulnténye
kozott sem.

Mitokondrialisan lokalizalt kindzokamplifikalasa:

A publikalt tomegspektrometrias eredmények alapjfmotein kinaz lokalizalodik a
mitokondriumban. A KESTREL vizsgalatainkhoz ezekidthetet (az 1. tAblazatban vastagon jellve)
sikeresen amplifikaltunkcDNS kényvtarbol. Ezek Kdzéttst in vitrotranszlaltunk, de tovabbi vizsgélatok
egyebre nem torténtek.

At4g23290.1 PPC:1.7.2 Ser/Thrkinase-like protein
At5g14210.1 PPC:1.9.5 Receptor protein kinase-like protein
At3g45420.1 PPC:1.11.1 Receptor-like protein kinase
At1g74360.1 PPC:1.12.4 Putativereceptorproteinkinase
At2g26330.1 PPC:1.12.4 Putativereceptor-like protein kinase
At1g64210.1 PPC:1.13.3 Putative KRR receptor-likekinase
At3g27560.1 PPC:2.1.5 Protein kinase ATN1

At1g69220.1 PPC:4.1.2 Putative STE20/PAK-like protein kinase
At3g18040.1 PPC:4.5.1AtMPK9

1.tablazat




Fehérjein vitro transzlacién alapuld egyduttikddések:
Munkacsoportunk hazai és kiilféldi munkacsoportokéeterd egytttnitkodések keretében mostanra
kozel szaz kilonbdizfehérjét allitott & in vitro transzlaciéval.

PavlaBinarova, Cseh Tudomanyos Akadémia Mikrobialdgtézete:

v tubulinfoszforilacios vizsgalataAzegyuttnikddd munkacsoport korabban igazolta, hogy a
tubulin elengedhetetlen az acentorszomalistubukled@eiohoz, és a sejtesdazolalt y tubulin
komplexben azonositotta A#tMPK6-ot. Kollaboracionk célja axtMPK6 foszforilacios
helyeinek meghatarozésa. Laboratériumuitiéléitja a kérdéses fehérjéketidsvitrokinaz
analizis a kozeli joében varhatd.

Aurora kinazok vizsgalata: Emlds sejtekben igazolt, hogy az Aurora B a retinolitasa
fehérje posztmitotikusfoszforilaciéjaval gatoljaerdoreduplikaciot. PavlaBinarova
laboratériumaban az Aurora null mutans és géncséietiendvények az eds sejteknél
latottakhoz hasonlé morfolégia valtozasokat mukatidunkacsoportunk ééllitott az Aurora 1 és
3 fehérje kindzokat és az Rb-t is. iavitrokinaz reakcidkat elvégeztiik, mely alapjan a névényi
Aurora kinazok nem foszforilaljak az Rb-t.

Bogre Laszld, School of BiologicalSciences, Roalaway University of London és Magyar
Zoltan MTA, SZBK:

Novenyi sejtciklus szabalyozas vizsgalatadiz egyittntikods partnerek egy évtizede
tanulmanyozzak az E2F és DP fehérjidKblépll transzkripcios faktorok sejtciklus
szabalyozasban betoltott szerepét. Kollaboraciondrsazt vizsgaljuk, mely kinazok fedekk az
egyes transzkripcios faktorok és regulatorok fastAcidjaért. Kisérleteink alapjan a
CycD3/CDKA komplex az Rb és E2FA fehérjéket, a CUEDKB és CycD6/CDKB komplexek
az E2FC fehérjét, mig #tMPK6 az Rb és E2FA fehérjéket foszforilaljak spicisan.

Alberto Paccanaro, Department of Computer ScieRog/al Holloway University of London:
Insilico MAPK dokkol6 doménekin vitro verifikaciéja: Az angliai munkacsoport mikrocsip
kisérletekidl szarmazo t6bb ezer MAPK szubsztrat szekvenaoidgdihezte, és ezek alapjan Uj,
feltételezet MAPK dokkol6 motivumokat azonositbtiboratériumunk 18 reprezentativ fehérje
kddold régidjat cDNS konyvtarbol amplifikalta ésvitro transzlaciés vektorba inszertalta. A
transzlaciéval éallitandd szubsztrat fehérjékatvitrokinaz reakciéban teszteljuk.

A zaréjelentésben bemutatott eredmények elmaradnakedeti munkatervben vazoltakhoz
képest. Az elmaradas egyik dka, hogy a téman dolgozé PhD hallgatdé masfétén kbzos
megegyezéssel tAvozott laboratériumunkbdl, éstalmdétrehozott vektor konstrukcidok démészét djra
els kellett allitani. A nemzetkdzi egyutiikddés keretében a hangsuly a KESTREL modékzerr
atmenetileg athelyédott ismeretlen fehérje kdlcsénhatasokitro transzlacioval tértéhazonositasara.
Mindezek kdvetkeztében igényelni szeretnék a palygzakmai biralatanak egy-két éven belili
feltlvizsgalatat.



