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A mitogéen-aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatvitel
szerepe a novenyek kornyezeti adaptacios
folyamataiban
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1. Bevezetés

A kedvezobtlen és foleg az extrém kornyezeti tényezOk jelentésen veszélyeztetik a
mezdgazdasagi ndvénytermesztés biztonsagat. Raadasul ezek a kedvezdtlen, extrém kdrnyezeti
hatasok a klimavaltozas kdvetkeztében a jovében varhatdan még inkabb fokozodnak (Challinor
et al., 2014). Mint minden ¢€161ényt, a ndvényeket is folyamatosan valtozé kornyezeti hatasok
érik, amelyek érzékelésére és a megfelelé valaszok kialakitasara a ndvényvilagban is szdmos
mechanizmus alakult ki. igy az agrarbiologia egyik legfontosabb kihivasa a névényi védekezd
mechanizmusok részletes megismerése, és ezen keresztiil annak a kérdésnek a megvalaszolasa,

hogy miként lehet a stressztlirést a termés mennyiségi vagy mindségi romldsa nélkiil fokozni.

A korokozok altal kivaltott abiotikus stresszvalaszok indukaldsanak elsd Iépése a
patogénfert6zés felismerése. Ez altalaban ligandum-receptor kolcsénhatasokon keresztiil
kovetkezik be, ahol a patogén eredetti molekularis komponenseket specifikus ndvényi
receptorfehérjéek ismerik fel (Jones and Dangl, 2006; Zipfel, 2009; Silva et al., 2018; Ngou et
al., 2021). Az eukariota jelatviteli mechanizmusok alapvetdé sémajanak megfeleléen a
patogenezis eredetii ligandumokat megk6té receptorok az intracellularis jelatviteli
mechanizmusok aktivalasan keresztll indukaljak a megfelelé védekezési valaszokat. Az egyik
legrészletesebben tanulmanyozott mintazat felismerési mechanizmus a flagellin érzékelése. A
flagellum (ostor) a baktériumok aktiv mozgasahoz sziikséges organellum, aminek az egyik
legfontosabb protein komponense a flagellin (FIiC) (Macnab, 2004). A Pseudomonas syringae
korokozo baktérium a fertézési folyamat soran flagellint szekretal, amit egy plazma membran
lokalizalt leucine-rich repeat (LRR) tipusu receptor kinaz, az FLS2 (flagellin sensing 2) érzékel
(Gomez-Gomez and Boller, 2002). A flagellin érzékelése egy 22 aminosavbol allo peptid
mintazat, az flg22 felismerésével kezdddik. Ennek hat4sara az FLS2 egyrészt egy masik FLS2
receptorral homodimerizalddik (Sun et al., 2012), masrészt a BAK1 (BRI1-associated kinase
1) koreceptorral heterodimert képez. Az flg22 érzékeléséhez a BAKL1 is szlikséges, ami szintén
egy plazma membran receptor kinaz (Chinchilla et al., 2007). Az aktiv BAK1 foszforilalja az
FLS2-t és a BIK1-et (Botrytis-induced kinase 1) (Lu et al., 2010), a foszforilalt BAK1 pedig a
receptor komplexet elhagyva a tovabbi jelatviteli fehérjéket képes foszforilacidval aktivalni. Az
flg22 érzékelés kodvetkeztében kialakuld immunvalasz tobbek kdzott apoplaszt lGgosodast,
kallbz lerakddast, a masodlagos anyagcsere valtozasait eredményezi (GoOmez-Gomez et al.,
1999; Asai et al.,, 2002; Nicaise et al., 2009). A védekezOmechanizmusok indukaldsaban
alapvet6 szerepet jatszik a mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatvitel flagellin indukalt
aktivacioja (Felix et al., 1999; Gomez-Gdémez and Boller, 2000; Droillard et al., 2004).
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A MAPK jelpélyék az egyik legrégebben és legintenzivebben tanulméanyozott eukaridta
jelatviteli mechanizmust képezik (Avruch, 2007). A MAPK jelatviteli utak felépitésének
jellegzetessége, hogy azokban hierarchikusan rendezett protein kindzok egymast reverzibilis
foszforilacidval aktivaljak, igy alakitva ki egy foszforilacios kaszkadot (MAP Kinase Group,
2002). A kaszkadban minimum harom kinaz tipus szerepel, amelyek foszforilalatlan allapotban
inaktivak, az aktivacios hurokban talalhaté foszforilacids helyek foszforilacioja kovetkeztében
veszik fel az aktiv konforméaciot. A névadd MAPK-ok a hierarchia alsé szintjén helyezkednek
el, a TxY aktivacids motivumban szerepld treonin €s tirozin aminosavakat a kdvetkezd
hierarchikus szinten szerepld, MAP kinaz kinazok (MAPK kinaz, MKK) foszforilaljak. Ezeket

a MAP kinaz kindz kinaz enzimek (MAP3K) &ltali foszforilacio aktivalja.

Az elsé teljesen leirt novényi MAPK kaszkadot 2002-ben k6z6lték, amely a bakterialis
flagellin elicitor jelatviteleben jatszik szerepet Arabidopsis modellndvényben (Asai et al.,
2002). Ez a jelpalya a flagellin FLS2 transzmembran receptor A&ltali érzékelésének
kovetkeztében aktivalodik, a MAPK kaszkad pedig a MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 (MAP3K-
MKK-MAPK) komponensekbdl all, ami végiil is WRKY tipusti transzkripcios faktorok
aktivalasat eredményezi. Ennek megfelelden az aktiv MEKK1-t, MKK4-et, MKK5-6t, illetve
WRKY?29-et expresszalo levelek ellenallobbak voltak a Pseudomonas syringae fert6zéssel

szemben.

A novényi MAPK jelatvitel funkciojara vonatkozo Kkutatdsok kozéppontjaban
elsésorban az A filogenetikai csoportba tartoz6 MPK3/MPKG6 paral6g par és a B csoportba
tartozO MPK4 alltak. Ezek az eredmények egy magasszintii funkcionalis komplexitast tartak
fel. A korai eredmények alapvetéen az abiotikus és biotikus stresszekre adott védekezd
valaszok szabalyozasaban betdltott szerepiiket tartak fel., a késébbiekben sziiletett eredmények
szerint kiillonb6zé fejlédési folyamatokban is részt vesznek (Colcombet and Hirt, 2008;
Rodriguez et al., 2010; Andreasson and Ellis, 2010; Meng and Zhang, 2013; Xu and Zhang,
2015; Zhang et al., 2018; Jagodzik et al., 2018; Lin et al., 2021; Chen et al., 2021).

E széles korti funkciondlis palettat latva felmeriil a kérdés, hogyan képes ennyiféle eltérd
forrasu jel ugyanarra a néhany MAPK jelpalyara konvergalni, illetve lefelé hogyan képesek
ezek a jelpalyak ennyiféle eltéré folyamat szabalyozasara hatni? A gomba és human MAPK
jelatvitel jellegzetessége egyrészt, hogy tobbféle felsé receptor jele konvergal ugyanarra a
MAPK jelutra, masrészt a MAPK kaszkadtol lefelé terjedd jelaramlas divergenciaja, ahol MAP

kindzok meglepden nagyszamu szubsztrat fehérjét foszforilalnak.
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Novényekben a MAP3K hierarchia szint feletti jelatvitel néhany elemét csak az utébbi
években azonositottak. A ndvényi transzmembran patogén receptorokat a MAPK kaszkadokkal
az RLCK (receptor-like cytoplasmic kinases) kindzcsoport tagjai kacsoljak ¢ssze (Cui et al.,
2018), igy a méas eukaridtakhoz hasonlé jelkonvergéacidés mechanizmus a névényvilagban is
megfigyelhetd. Az ingerek érzékelése és a MAPK jelpalyéak aktivalasa kdzotti kapcsolatban a
jelatviteli fehérjéken kivill azonban meghataroz6 szerepe van egy univerzalis masodlagos
hirvivé csoportnak is, a reaktiv oxigén forméaknak (reactive oxygen species (ROS)). A ROS
széles kori bioldgiai szerepe, és a MAPK-ok szinte univerzalis ROS indukalt aktivacidja jol
illeszkedik a MAPK jelatvitel funkcionalis sokszintiségérél kialakult képbe (Liu and He, 2017;
Waszczak et al., 2018). Habar a ROS képz6dés normal élettani koriilmények kozott is eldfordul,
jelentésen megnodvekedhet kiilonb6zo biotikus €s abiotikus stresszhatasok kovetkeztében, mint
példaul patogén fert6zés, magas fényintenzitas, so stressz vagy vizhiany (Torres and Dangl,
2005; Suzuki et al., 2012). Mivel a tal magas ROS koncentracio karositd hatasu, kontrolalasara
ROS gyokfogd rendszerek alakultak ki, amelyek alapvetden két {6 csoportra oszthatoak:
enzimatikus és nem enzimatikus gyokfogok (Foyer and Noctor, 2009). Potencialisan karos
hatdsaik mellett, a reaktiv oxigénformak fontos szerepet jatszanak a stresszvalaszok és a
novekedés és fejlédés szabalyozasaban is, mint masodlagos hirvivok. Régota megfigyelt
jelenség, hogy az R proteinek altal sikeresen felismert patogének egy kétfazisu ROS képzddést
indukalnak, egy kisebb amplitidoji tranziens elsé fazist (ROS burst), amit egy hosszan
fenntartott, sokkal magasabb amplitaddju masodik fazis kévet (Lamb and Dixon, 1997; Grant
and Loake, 2000).

Kiils6 H20. vagy 0zon kezelés szamos MAPK jelatviteli komponens aktivalasat
eredményezi, ugyanakkor a MAPK kaszkadok genetikai manipulacioja a ROS védekezésben
betdltott funkcidjukat (gydkfogo enzimek genexpresszids szabalyozasat) is igazolta (Pitzschke
and Hirt, 2009, 2006).

A MAPK jelpalydk altal lefelé kifejtett szabalyoz6 mechanizmusok sokféleségét az
altaluk foszforilalt szubsztrat fehérjék sokszinlisége biztosithatja. A foszforilacio a szabalyozott
fehérjék enzimatikus vagy kotési aktivitasanak, stabilitasanak vagy intracellularis
lokalizaci6janak megvaltoztatdsan keresztil azok funkciondlis valtozasahoz vezet. A
kiilonboz6 felsd jelek konvergenciaja és az also szubsztratok divergencidja jol illeszkedik a
MAPK jelatvitel funkciondlis sokoldalisagarél megismert képbe. A novényi MAPK
szubsztratok felfedezése az utdbbi években egyértelmiien lendiiletbe jott, egyrészt szamos

potencialis  szubsztratot azonositottak nagy ateresztoképességli  (high-throughput)
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modszerekkel, masrészt tobb mint 40 szubsztrat foszforilaciojat jellemeztek részletesen (Doczi
and Bogre, 2018). Mivel a MAPK jelpalydk funkciondlis kimenetét a szubsztrat fehérjek
hatarozzadk meg, a kindz-szubsztrat kdlcsonhatdsok specificitdsdnak biztositasara specifikus
biokémiai mechanizmusok fejlédtek ki. A MAP kinazok Gn. prolin-irdnyitott protein kinazok,
ahol a szubsztrat kotést altaldban rovid dokkold motivumok biztositjak. A prolin-iranyitott
protein kindzok olyan szerin vagy treonin aminosavakat foszforilalnak, amelyeket a
polipeptidlancban C termindlis irAnyban egy szomszédos prolin aminosav kovet (S/TP hely). A
kindz-szubsztrat felismerést az aktiv centrum helyett gyakran dedikalt interakciés felszinek
(dokkold helyek) biztositjdk. Ez lehetdvé teszi a kinaz halozatok evolucios flexibilitasat a
katalizis hatékonysagéanak fenntartasa mellett (Bhattacharyya et al., 2006).

A MAPK jelatvitel funkcionalis valtozatossagat jol reprezentdlja az azonositott
szubsztratok funkcionalis sokfélesége. Az egyedileg jellemzett szubsztratok szama is
fokozatosan ndvekszik, szamos esetben a foszforilacio funkciojat is leirtak, pl. foszfomimetikus
és/vagy nem foszforilalhaté mutans proteinformak hasznalataval. Legtobbjik a stressz
valaszokban jatszik szerepet, mind abiotikus (pl. ICE1 (Li et al., 2017), MYB41 (Hoang et al.,
2012), HSFA4A (Pérez-Salamé et al., 2014)), mind biotikus (pl. MKS1 (Andreasson et al.,
2005), VIP1 (Djamei et al., 2007), WRKY33 (Mao et al., 2011)) stresszek esetében, és egyre
tobb, fejl6dési folyamatokkal asszocialt fehérjét is azonositanak MAPK szubsztratként (pl.
SPCH (Lampard et al., 2008), MYC2 (Sethi et al., 2014), PIF3 (Xin et al., 2018)). A MAPK-
szubsztrat interakciok mechanizmusait az MPK3 altal foszforilalt fehérjék példajan keresztil
részletesen 6sszefoglalja Pitzschke (2015). A MAPK szubsztratokra vonatkozo eredményeket
egy Osszefoglalo tanulmanyban dolgoztuk fel (Doczi and Bogre, 2018), ahol, tobbek kdzott,

részletesen bemutatjuk az egyedileg jol jellemzett n6vényi MAPK szubsztratokat.
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3. A kutatasok célkitizései

Mivel a bemutatott kutatasok az Arabidopsis genom, illetve kdzvetleniil az abban kédolt
annotalt MAPK jelatviteli génkészlet publikalasat kovetden kezdédtek meg, elsé célkitiizésiink
0j jelatviteli palyak azonositasa és azok funkcionalis jellemzése volt, az immar elérhetévé valt
inszerciés mutans ndvényananyagokat is bevonva a posztgenomi Kisérleti eszkoztarba. A
funkcionalis ismeretek boviilésével fokozatosan valt egyértelmiivé a novényi MAPK
szubsztratokra vonatkozd ismeretink nagymérték(i hianya, ami egyben jelentés sziik
keresztmetszetet jelentett a részletes funkciondlis vizsgalatok terén is. Ezért valasztottam 6nallé
kutatdsaim egyik fo célkitiizéséiil i) MAPK szubsztratok azonositasat. Mivel 1d6kozben a
funkciondlis  kutatdsink ~ fokusza a  stresszrezisztencia ~ mechanizmusokrol  a
fejlodésszabalyozasra helyezddott at, igy célunk specifikusan a fejlddésszabalyozasban
szerepet jatsz0 szubsztratok azonositasa lett. A Kkindz-szubsztrat interakciok kutatasi
modszertana azonban még ekkor is alapvetden az évtizedekkel korabban kialakitott in vitro
kinaz tesztre alapozott, annak minden hatranyaval egyiitt, igy célul tiiztiik ki a kinaz kutatas
Kisérleti eszk6ztaranak bovitését egy in vivo foszforilacios események detektalasara alkalmas

moddszer kialakitasaval.

A publikalt n6vényi genomok szdmanak fokozatos boviilése lehetové tette a komparativ
genomikai megkozelitések alkalmazasat a ndvényvilagban, igy célul tliztik ki a novényi
hatterének kialakitasahoz kivantunk hozzajarulni. Az alacsonyabb rendii ndvények, mint pl. a
z0ldalgék genomjaban kddolt MAPK génkészletek megismerése egyben lehetdvé tette az azok
funkcidjat célzé kutatasok megkezdesét is. Erre a célra kiilondsen alkalmas a Chlamydomonas
reinhardtii egysejtli fotoszintetikus modell organizmus, amelynek alapkutatasi felhasznalasa
(pl. fotoszintézis vagy lipid bioszintézis kutatasban) és biotechnoldgiai potencialja (pl. értékes
metabolitok vagy biolizemanyag eldallitdsa) ellenére is igen korlatozottak a stressztoleranciara
és annak molekularis szabéalyozésara vonatkoz6 ismereteink. igy célként hataroztuk meg a
zbldalga MAPK jelatvitel reverz genetikai funkcionalis vizsgalatat C. reinhardtii mutansok

felhasznalésaval.
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4. Eredmények
4.1. Az MKK3-MPK?7 jelatviteli palya azonositasa

Iranyitott éleszt6 MAPK — MAPK kinaz két-hibrid tesztek eredményeként azonositottuk
az MKK3-MPK1/2/7 interakcidkat, ami két olyan kindz csoport kozotti jelpalya Iétét tarta fel,
amelyekr6l korabban semmilyen publikalt adat nem allt rendelkezésre. Az MKK3 a novényi
MAPK kinazok B filogenetikai csoportjahoz tartozik, ami egy tobb szempontbdl is egyediilallo,
novényspecifikus MKK csoport (MAPK Group, 2002; Hamel et al., 2006). Az MPK1/2/7 pedig
a novényi MAP kindzok C csoportjahoz tartoznak, ami a mai napig egy viszonylag kevéssé

jellemzett kindz csoport.

Annak igazolasara, hogy az MKK3 képes MAP kinazt aktivalni Arabidopsisban,
sejtkultarabol izolalt protoplasztokat transzformaltunk kilenc hemagglutinin (HA) epitop fuzios
MAPK konstrukcidval, amelyek mind a négy MAPK csoportot reprezentaljak. Ezeket
kotranszformaltuk vad tipusu és konstitutiv aktiv myc epitdp fuziés MKK3 konstrukciokkal, és
in vitro kindz teszttel igazoltuk, hogy a konstitutiv aktiv MKK3-EE forma a C csoportba tartozo

MAP kinazok aktivalasat eredményezte.

Mivel az MPK7 a leger6sebb MKK3 interaktor, tovabbi munkank soran elsdsorban erre
a szabalyozasi kapcsolatra fokuszaltunk. Annak érdekében, hogy igazoljuk, miszerint az
MKKS3 kozvetlenul foszforildlja az MPK7-et, rekombinans, kindz inkativ glutation S-
transzferdz (GST) fuziés MPK7-et, illetve kontrollként MPKG6-ot tisztitottunk. Vad tipusu és
konstitutiv.  aktivn. MKK3  formékat tranziensen transzformalt  protoplasztokbol
immunprecipitaltuk, majd megvizsgaltuk, hogy képesek-e in vitro foszforilalni a tisztitott
GST:MPK7 és GST:MPKG6 fehérjemintakat. Habar a vad tipust MKK3 csak kis mértékben
foszforilalta az MPK7-et, a konstitutiv aktiv MKK3-EE esetében jelentds foszforilaciot
detektaltunk. Ezzel ellentétben, a protoplasztb6l immunprecipitalt MKK3 egyik formaja sem
foszforilalta az MPKG6-ot.

Annak igazolasara, hogy az MPK7 és az MKK3 in planta komplexet alkotnak,
névényanyagokbol végeztiink koimmunprecipitaciot (Co-IP). Col-0 és myc epitdép fazids
MKK3 ttltermeld transzgénikus novényekbdl szarmazé kivonatokat immunpreciptaltunk egy,
az MPK7 C-terminalis oligopeptid ellen termeltetett nyul anti-MPK7 antitesttel, majd a
precipitadtumokon anti-myc antitesttel végeztink immunoblot analizist. Az MKK3:myc-

expresszald ndvényminta anti-MPK7 immunpreciptatumbol kimutathaté volt az MKK3, ami
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igazolja, hogy a két fehérje in vivo komplexet képez. Megerdsitésként, tranziensen

transzformalt protoplasztokkal sikerrel vegeztiik el az immunprecipitaciot a masik iranyban is.

Osszesitve, a fizikai interakciét, aktivaciét és foszforilaciét kimutatd Kisérleti

eredmények meggy6zden igazoltak, hogy az MKK3 a C csoport MAP kindzok fels¢ aktivatora.

4.2. Az MKK3-MPK?7 jelatviteli palya szerepe a biotikus stressz valaszban

Az MKK3 jelatviteli palya azonositasa utan a kovetkezd fontos kérdés ennek az uj
szabalyozési mechanizmusnak a funkciondlis jellemzése volt. A génexpresszié gyakran
informativ a gén funkcidjara vonatkozoan. Mivel a MAPK jelatvitelt kiillonb6z6 stresszekkel
korabban mar tobb eredmény is 6sszefuiggésbe hozta, megvizsgaltuk, hogy vajon az MKK3 gént
indukalja-e valamilyen stressz hatas. E celbdl az MKK3 promoter fragmentet a f-glikuronidaz
(GUS) riporter génnel egybeepitett fuzids konstrukcioval transzgénikus ndvenyvonalakat
allitottunk eld. Kezeletlen novények hisztokémiai GUS tesztje a vaszkularis szdvetekben
mutatott alapszinti promoéter aktivitast, amit abiotikus stressz hatasok (hideg, so, szarazsag)
nem befolyasoltak. Ezzel szemben a patogén Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst
DC3000) baktériumtorzzsel végzett fertézés jelentés promoéter indukciot eredményezett, igy

feltételezhetod volt, hogy az MKK3 funkcionalisan a patogén jelatvitelben vesz részt.

Funkcionalis genetikai vizsgalat céljabol a SALK torzsgyiijteménybdl beszerzett
maganyagokbdl izolaltuk az MKK3 gén homozigota T-DNS inszercios vonalat, Col-0 hattérben
(mkk3-1). Az inszercié molekularis jellemzése igazolta a T-DNS beépulését, és az MKK3
génexpresszio teljes elvesztését. Az inszerciés mutans vonal mellett MKK3 overexpresszald
vonalakat is eléallitottunk, amelyekben mind a vad tipusd, mind a konstitutiv aktiv valtozatot
kodold cDNS-t C-terminalis myc epitop fuzds konstrukcioban, a viralis eredetii konstitutiv 35S
promoter altal szabalyozva fejeztettiik ki. A patogénvalasz egyik legjobban jellemzett
molekularis markere a PR (pathogenesis-related) genek expresszidja. Kvantitativ RT-PCR
modszerrel kimutattuk, hogy a tultermel6 vonalakban jelentdsen megnétt a PR1 mRNS szintje,
valamint, bar kisebb mértékben, a PR2, PR3, és PR4 gének expresszidja is, ami azt jelzi, hogy

az MKK3-nak pozitiv szabalyozo szerepe van a PR gének expresszidjaban.

Az MKK3 gen transzkripcios indukcioja Pst DC3000 fertézés hatasara, valamint a PR
gének azonositasa MKK3 transzkripcids tagretként, mind arra utaltak, hogy az MKK3 szerepet
jatszat a patogén valasz szabalyozéasaban. Ezért 6sszehasonlitottuk, mennyire ellenalléak az
mkk3-1 és MKK3 thltermeld vonalak a vad tipusu Col-0-hoz képest a Pst DC3000 hemibiotrof
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patogén fertézéssel szemben. E célbol megmértiik a bakterialis szaporodas utemét Col-0
kontroll, mkk3-1, valamint myc fuzios vad tipusi MKKS3, illetve konstitutiv aktiv MKK3-EE
formakat expresszald novényanyagokban. A fertézési folyamat kvantifikdcidja jelentds
kilonbséget mutatott a vizsgalt ndvényvonalak kozott: az inokulaciot kovetben 48, illetve 72
ordval az MKK3-EE novényekben szignifikansan kisebb mértékii bakterialis kolonizaciot
mértiink a kontrolhoz képest. A vad tipusi MKK3 tultermelése nem okozott szignifikans
valtozést. Ezzel szemben, az mkk3-1 ndvényekben a kontrolhoz képest szignifikdnsan nagyobb

mértékii bakterialis szaporodast tapasztaltunk.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy vajon két, a patogénfertézéshez kothetd kezelés
hatasara aktivalédik-e ez az MKK3 kinaz. A flagellin egy jol ismert MAPK aktivalo elicitor,
mig a H20; egy fontos, patogén fertézés soran keletkezé masodlagos szignal. HA epitop fazios
MPK6 és MPK7 MAP kindzokat tranziensen expresszaltuk MKK3-mal vagy MKK4-gyel
egyitt vagy MKK nélkiil. Immunprecipitaciot kovetéen a MAPK aktivitast in vitro kinaz
teszttel hataroztuk meg. A H.O, kezelés aktivalta az MPK7-et, és ez az aktivitas erOsen
fokozodott az MKK3:myc konstrukciot ko-expresszaldo mintakban, elérve a konstitutiv MKK3
ko-expresszioval Kivaltott MPK7 aktivitas szintjét. Ezzel szemben a flg22 kezelés gyakorlatilag
nem befolyasolta az MPK7 aktivitast, még MKK3 ko-expresszio mellett sem. Az irodalmi
adatoknak megfeleléen, a H2O> kezelés szintén aktivalta az MPKG6-ot is, azonban ezt az
aktivitast nem befolyasolta az MKK3 expresszid. Sajat felsé aktivatora, az MKK4 ko-
expresszidja azonban kiilsé inger jelenléte nélkiil is megndvelte az MPK6 aktivitasat. Az
MKK3-mal ellentétben, az MKK4 ko-expresszidé H20: kezelés hatasara jelentdsen megnovelte
az MPK6 aktivitast. Annak a Iehet0ségnek a kizarasara, hogy az MPK7 aktivitas hianya flg22
kezelésre nem kisérleti miitermék (pl. a flagellin receptor elvesztése a protoplasztalas soran), a
flg22 kezelést elvégeztik MPKG6-ot expresszaldo protoplasztokon is, ami az elézetes

ismereteknek megfelelden, erés MPK6 aktivitast eredményezett

Az MKK3 taltermelé vonalakban a PR1 indukciot mutatd6 RT-PCR eredmeényeink
nyoman, PR1 promoter fliggd riportergén hasznalataval is megvizsgaltuk az MKK3-MPK7
szerepét a PR1 transzkripcids szabalyozasadban. E célb6l egy ProPR1:GUS konstrukciot
transzformaltunk protoplasztba, MAPK jelatviteli komponensek kiilonb6z6 kombinacidival
egyutt. Az MPK7 ko-expresszioja onmagaban elegend6 volt, hogy indukalja a PR1 promotert.
Az aktiv MKK3-EE-vel egyittes MPK7 ko-expresszié a promoter aktivitast jelentésen tovabb
fokozta, a pozitiv kontrollként hasznalt NPR1-gyel elért expresszids szinthez hasonld

indukcidt eredményezve.
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Osszességében tehat a fenti eredmények azt mutatjak, hogy az MKK3 az MPK7 felsé
aktivatora egy ROS képz6édés (H207) altal aktivalt PR indukalé patogén jelpalyaban, ami

valosziniisithetden a flagellin jelatviteltdl fliggetleniil miikodik.

4.3. Az MKKT7 jelatviteli palya szerepe a merisztéema miikodésének szabalyozasaban

A novényi MAPK jelatviteli kutatasok eleinte kizardlag a C (MKK4/5) és az A
(MKK1/2) csoportba tartoz6 MAPK kinazokra iranyultak. Célul tiiztiik ki a D csoport két
reprezentativ tagjanak az MKK7 és MKKO9 funkcionalis vizsgélatat. Az iddkozben az MKK9
funkcionalitasarél megjelent publikaciok miatt a dolgozatban alapvetéen csak az MKK7-tel
kapcsolatos eredményeinket mutatom be. A funkciondlis vizsgélatokat kétféle kisérleti
megkozelitéssel kezdtik meg. Egyrészt az MKK7 promoter régidjat fuzionadltuk a GUS
riportergénnel, majd ezzel transzgénikus vonalakat allitottunk eld, masrészt inszercios, illetve

tultermeld transzgénikus vonalakat szereztiink be, illetve allitottunk elo.

Kezeletlen ProMKK7:GUS novényekben promoter aktivitast kizardlag a palhakban
(vagy melléklevelekben (stipula)) detektaltunk. Mind az auxin, mind az etilén kezelés egyrészt
megemeli a palha alapaktivitas szintjét, masrészt mas szervekben is indukalja a ProMKK7:GUS
aktivitast, foleg a vaszkularis komponensekben. A specialis expresszios mintazat alapjan

feltételezhet6 volt, hogy az MKK?7 valamilyen adaptiv fejlodésszabalyozasi funkciot lat el.

Funkcionalis analizis céljab6l megprobaltunk myc epitdp fuzios MKK7 taltermeld
transzgénikus vonalakat eldallitani, azonban a kanamycin rezisztens 35S:MKK7 elsddleges
transzformans csirandvények életképtelenek voltak, jelentdsen sériilt merisztémafejlédést
mutattak, és végul nem voltak képesek valodi leveleket fejleszteni. Ezért elballitottunk az
MKKT7-et B-6sztradiol altal indukalhatdo promoter szabalyozasa alatt kifejezé vonalakat is. B-
Osztradiol nélkiil az 6sszes els6édleges transzformans a vad tipusi ndvekedéssel megegyezéen
fejlédott és hozott magokat. 0,05 vagy 0,1 uM B-0sztradiol tartalmi téptalajon csirdztatott
transzgénikus magokbo6l stlyos fejlédési rendellenességeket mutatod, életképtelen ndovenyek
csiraztak ki. Az MKK7 fehérje indukalt tultermelése mind a hajtascsucs, mind a gydkércsucs
merisztémak gyors ledllasat, illetve dsszeomlasat idézte eld. Hat napos, vertikalis tadplemezen
novesztett csiranovényeket [-Osztradiol tartalmu taplemezre helyeztink at, majd a
gyokérndvekedést harom napon & mértik. 0,01 pM B-Osztradiol koncentracio a
gyokérndvekedeés mintegy 50% gétlasat eredményezte, mig 0,1 vagy 1 uM pB-6sztradiol

koncentraci6 mellett a gyokérndvekedés 24 oOran beliil teljes mértékben leallt. 0,1 B-
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Osztradiollal indukalt gyokerek merisztémaja kb. 30%-kal megrovidilt, mikézben a
merisztémasejtek szdma mintegy 50%-kal csokkent. Az emlitett B-0sztradiol koncentraciok
mellett EdU festéssel kimutattuk, hogy az MKK7 tultermelés megakadalyozza a DNS
replikécié iniciaciojat (S fazis), és igy a sejtciklus megindulésat.

A fény egy kivaléan manipulalhatd kornyezeti Kisérleti rendszert kindl a hajtascsucs
merisztéma aktivitdsanak vizsgalatara (Lopez-Juez et al., 2008; Mohammed et al., 2018). A
sOtétben csirazd etiolalt novények fejlédésére egy specialis novekedési program, a
skotomorfogenezis jellemz6, amelynek soran az embrionalis szar megnyulik, de a hajtascsucsi
merisztémabol torténd levélképzddés gatolt, vagyis a merisztéma ,,nyugalmi” allapotban van.
A de-etiolacio a fold alatt kialakult csiranfvények életében a felszin elérésekor egy kritikus
atmeneti folyamat, ugyanakkor a gyors €s egyidejii novekedésindukcié a sotétben csiraztatott
majd fénynek Kitett ndvények hajtascsucsaban (fotomorfogenezis) egy praktikus szinkronizalt
kisérleti rendszert is nydjt a hajtascsucs merisztéma aktivitasanak vizsgalatara (Lopez-Juez et
al., 2008; Yoshida et al., 2011; Pfeiffer et al., 2016; Mohammed et al., 2018).

Harom napos, sotétben csiraztatott etiolalt csirandvényeket folyamatos megvilagitasra
athelyezve nyomon kdovettiik a kialakulo levélprimordiumok fejlédési litemét, a csirandvények
levelprimordiumainak feltiletét mikroszkopos képek digitalis analizisével meghatarozva. Ezek
a mérések azt mutattdk, hogy az mpké és mkk7 mutans csirandvények atlagos primordium
teriilete tobb mint kétszerese volt a kontroll vad tipusénak, a fényre kertilést kdvetd mindkét
napon. A de-etiolalt mkk7 csirandvények gyorsabb iitemii primordiumképzésével ellentétben,
és az MKKZ7 tdltermelés hatasara bekovetkezé merisztémakarosodasokkal 6sszhangban,
amikor indukalhat6 MKK?7 etiolalt csirandvényeket a fényre helyezéssel egyiddében [-
Osztradiollal kezeltiink, a merisztéma aktivacio nagymérték(i gatlasat, illetve leallasat

tapasztaltuk.

Osszegezve, ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a MAPK jelatvitel szerepet jatszik

a merisztéma aktivitas kedvezdtlen kdrnyezeti koriilmények kozotti (fényhiany) gatlasdban.

4.4. Egy Uj, in vivo novényi kindz-szubsztrat foszforilacios kdlcsonhatasok vizsgalatara

alkalmas kisérleti moédszer kialakitasa

Szemben a tobb szaz jél jellemzett human MAPK szubsztrattal, a névényi MAPK

szubsztratokra vonatkozd ismereteink sokkal korlatozottabbak, ami komoly akadalyt jelent
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annak megértésében, hogy hogyan képesek egyes MAP kindzok szamos, bioldgiailag
jelentdsen eltéré folyamatot szabalyozni. Ezért célul tlztik ki a merisztémamikddés
szabalyozésdban kulcsfontossdgu MAPK szubsztratok azonositasat. A merisztémaszabalyzd
proteinek foszforilaciés modulacidja kdrnyezeti ingerek hatdsara aktivalt MAPK-ok altal a
novényfejlédés kornyezeti szabalyozasanak egyik fontos mechanizmusa lehet. In silico végzett
szekvencia analizis eredményeként azt talaltuk, hogy meglepben sok csucsmerisztémat

szabalyozo fehérje szekvenciaja tartalmaz D-site tipusu MAPK dokkolé motivumot.

A rendelkezésre allo kisérleti eszkoztar alapvetden vagy a nagy ateresztOképességii
modszerekkel (Y2H, MS) véletlenszertien izolalt, vagy az elézetes hipotézisekre alapuldan
Kivalasztott szubsztrat jeloltek tovabbi kisérletes igazolasara és jellemzésére épilt. Erre
korabban gyakorlatilag csak az in vitro kindz teszt allt rendelkezésre, ami egy évtizedekkel
ezelott kifejlesztett, és azota Iényegi tovabbfejlesztések nelkil hasznalt modszer. Az in vitro
kinaz esszének szamos hatranya ismert, pl. a megbizhatdsaga a nagy koncentracioju, tisztitott
fehérjék, sejtes szabalyoz6 mechanizmusokon kiviili hasznalata miatt meglehetdsen

problematikus. Tovabbi problémat jelent a sugarzé foszforizotop hasznalata is.

Ezen hatranyok kikiiszobolésének potencialis lehetdségként adta magat a kinadz
aktivitasok detektalasara korabban mar sikerrel alkalmazott protoplaszt tranziens expresszids
maodszer felhasznalasa in vivo Kisérleti rendszerként. Elképzelésiink szerint, amennyiben a
szubsztrat fehérjét aktiv kinazzal egyutt fejeztetjik ki, akkor a foszforilalt izoformak aranya
megemelkedik az 6nmagaban kifejeztetett szubsztrat mintahoz képest. Ebben a rendszerben a
kivalasztott szubsztrat jelOlteket kodolo cDNS-eket epitdép fuzids expresszids vektorba
klonozzuk, és protoplaszt tranziens expresszios rendszerben aktivalt MAP kinazokkal egyiitt,
illetve azok nélkil kifejeztetjik, ami nagymértékii rugalmassagot biztosit, tovabba az epitop-
jelolt fehérjeformék hasznalataval kiklszobdlheté a novényi fehérjék elleni specifikus

antitestek elérhetdsége miatti szlik keresztmetszet is.

Az izoelektromos fokuszalason alapuld Gjszeri technologiai fejlesztés a kapillaris
izoelektromos fokuszalassal kapcsolt nanofolyadék immunteszt (capillary isoelectric focusing
coupled nanofluidic immunoassay; clEF immunteszt/clEF-immunoassay), ami lehet6vé teszi a
mintak kapillarisban torténd, automatizalt, magas felbontasti izoelektromos fokuszalast majd
egyben a kapillarisban torténd immundetekciojat (O’Neill et al, 2006), ezaltal az eltérd
foszforilaltsdgt  fehérjeizoformak pontos detekcidjat. Legfontosabb elénye a kivald
felbontOképesség, amivel praktikusan egy atlagos fehérje valamennyi foszfoizoformaja
elvalaszthat6 és kvantitativ modon detektalhatd. Ezek az elonydk kiilondsen jelentések olyan

11
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dinamikusan foszforilalt fehérjék esetében, ahol parhuzamosan tébbféle foszforilalt izoforma

van jelen.

Elsé lépésként igazoltuk, hogy a clEF-immunoesszé alkalmas protoplasztban
expresszalt fehérjék kimutatasara. Legjobb tudomasunk szerint ez volt az els6 alakalom, hogy
ezt a modszert novenyi kutatdsban hasznalték, és megéllapitottuk, hogy Bicine/Chaps kivono
puffer alkalmazésaval nyert novényi fehérjemintdk nem tartalmaznak olyan komponenseket
amelyek gatolndk a komplex elvélasztasi-detektalasi folyamatot. E célbdl kereskedelmi
forgalombdl beszerzett anti-GFP antitesttel Kimutattuk az expresszalt Green Fluorescent
Protein (GFP) fehérjét, ami alapvetden egy izoformaban fordul el6. A GFP fehérje egyben nem-
szubsztrat negativ kontrollként is szerepelt Kkisérleti rendszerlinkben, annak izoforma

eloszlasara semmilyen hatassal nem volt az aktivalt MAPK ko-expresszio.

Pozitiv kontrollként eléallitottunk egy olyan faziés konstrukciot, amelyben a GFP
fehérjét egy ismert MPKG6 szubsztrattal, az ACS6 (ACC szintaz 6) feherje C-terminalis
doménjével (Liu and Zhang, 2004; Joo et al., 2008) fuzionaltuk (GFP:ACSC-C). Nem aktivalt
MPK6 ko-expresszidja csak minimalis mertékben eredményezi a savas izoformak
felhnalmozddasat, mig a protoplasztok kezelése a bakterialis flagellin eredetii flg22 elicitor
peptiddel a savas izoformak jelentds felhalmozodasat eredményezte, vagyis az aktivalt MPK6
(hiper)foszforilalta a GFP:ACSC-C fehérjekonstrukciot. Negativ kontrollként eléallitottunk
egy olyan mutans GFP:ACSC-C varianst is, amelyben a harom MAPK foszforilacids helyet
elrontottuk (S46A, S49A, S54A). E fehérje izoforma eloszlasara az aktivalt MPK6 nem volt
hatassal, igazolva, hogy a vad tipusu konstrukcioval megfigyelt pl valtozasok valéban MAPK

altali foszforilacié kévetkezményei.

Osszegezve, egy ismert MAPK szubsztratot hasznalva igazoltuk, hogy egy névényi
fehérje specifikus kinaz altali (hiper)foszforilacioja kimutathatoé transzfekcio és cIEF-
immunosszé kombinaciojaval, még akkor is ha a sejtes kdzegben az adott fehérje mar eleve

erdsen foszforilalt.

12
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4.5. A merisztémaszervezédeés két mesterregulatora, a WUSCHEL (WUS) és APETALA2 (AP2)
transzkripcios faktorok, in vivo MAP kinaz szubsztratok

A WUS transzkripcios faktor kdzponti szerepet jatszik az dssejt készlet szabalyozasaban
hajtas- és virdgmeriszéméakban (Laux et al., 1996; Zhou et al., 2015). Habar funkciojat
genetikai modszerekkel részletesen tanulmanyoztak, a WUS poszt-transzlacios szintii
szabalyozasardl gyakorlatilag semmilyen ismeret nem allt rendelkezésre. A WUS fehérje négy
potencialis MAPK foszforilacios helyet tartalmaz, valamint egy RRTLPL motivumot, ami
MAPK dokkol6 ,,D-site’’-ként miikodhet.

Transzfekciot kovetd cIEF-immunteszttel sikerllt detektadlnunk a WUS fehérjét myc
epitdp és GFP fehérje fuzios formaban is, ami tobb, eltéré mennyiségii izoformaként van jelen.
A 16 izoformak detektalt és szamolt pl értéke egyarant 5,6 (:myc), illetve 6,7 (:GFP). Kovetkezo
Iépéskent megvizsgaltuk, hogy vajon az aktiv.z MAPK ko-expresszio okoz-e WUS
foszforilaciot. E célbol a WUS fehérjét harom filognetikai csoportot (A, B, C) reprezentald
négy MAP kinazzal egyutt fejeztettik ki. A savasabb WUS izoformak egyértelmii megjelenése
azt mutatja, hogy a WUS fehérjét az MPKS3 specifikusan foszforilélja, szemben a tobbi tesztelt
kinazzal. Az aktivalo flg22 kezelés nélkil az MPK3 nem volt képes a WUS feherjét
foszforilalni, mint ahogy az MPK3 ko-expresszié nélkili flg22 kezelés sem. Inaktiv MPK3
mutans valtozat ko-expresszidja szintén nem vezetett WUS foszforilaciohoz, flg22 kezelést

kovetéen sem. Mindkét fuzios WUS valtozattal (:myc, :GFP) azonos eredmeényeket kaptunk.

Tovabba létrehoztunk, harom, a MAPK foszforilaciot érinté mutdns WUS varidnst: a
foszfoakceptor aminonosavakat két S/TP helyen (T108, S112) alaninra (WUS-AA, nem-
foszforilalhatdo mutans), illetve glutaminsavra (WUS-DD, foszfomimetikus mutans) cseréltuk.
Egy harmadik mutansban a feltételezett D-site tipusi MAPK dokkold helyet rontottuk el
(R252E, R253E, L257E: WUS-Adock). E mutaciok koziil kett6 a szamitott pl érték
megvaltozasat eredményezte. A bevezetett vagy megforditott toltések a WUS-DD és a WUS-
Adock mutansok pl értékeinek csokkenését okozzak. A {6 izoformakat mindegyik mutdns
estében a szdmitott értékeknek megfelelden detektaltuk, ami jol demonstralja, hogy a rendszer
megbizhatoan képes kimutatni fehérjék toltésosszetételének kismértékii kilonbségeit. Az
MPK3 altal kivaltott WUS savasodas teljesen megsziint mind a nem-foszforilalhato, mind a
foszfomimetikus mutans esetében. Tovabba a funkcionalis D-site hianya a foszforilacio jelentds

csokkenéséhez vezetett, ami az ezen a motivumon keresztili kdzvetlen interakcidra utal.
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Az 1) médszerrel kapott eredmények megerdsitése céljabol a WUS fehérje MPKS3 altali
foszforilaci6jat hagyomanyos in vitro kinaz teszttel is igazoltuk. Az in vivo eredményekkel
dsszhangban, radioaktiv foszfatbeépilés alapjan a WUS, ellentétben a WUS-AA valtozattal,

egy in vitro MPK3 szubsztratnak bizonyult.

Az AP2 homeotikus gén a virdgfejlodés egyik meghataroz6 a szabalyozodja, a
viragfejlodés ABC modellje szerint az AP2 egy “A” tipusu transzkripcios faktor (Bowman et
al., 1989, 2012). Habar a WUS-hoz hasonléan az AP2 funkcidjat is alaposan jellemezték
genetikai megkozelitésekkel, az AP2 poszt-transzlacios médositasa kordbban nem volt ismert,
habar az AP2 figyelemreméltdan sok feltételezett kinaz interakciés motivumot és foszforilacios
helyet tartalmaz. Ennek megfeleléen a kezeletlen sejtekben szamos AP2 izoforma parhuzamos

jelenléte volt kimutathato.

Az AP2 foszforilidciojat is aktivalt MAP kinazok ko-expressziojaval vizsgaltuk. Az
AP2:myc fazos fehérje szamolt pl értéke 5,24, ami megfeleltethetd a valamennyi mintaban
detektalt f6 csticsnak. A flg22 kezelt mintdkban bizonyos savasodas megfigyelhetd (kiillondsen
az ~5,1 pl izoformanal), ami endogen kindzok Aaltali foszforilaciot jelez. MPK6 ko-
expresszidjaval az AP2 intenziv savasodasa volt megfigyelhetd, amikoris egy jelentds uj, 5,0
pl értékii izoforma jelent meg, ami nem volt jelen a tObbi mintaban. Ezek az eredmények azt

mutatjak, hogy az AP2 egy in vivo MPKG6 szubsztrat.

A konvencionalis immunoblot technika sem a WUS, sem az AP2 esetében nem

bizonyult alkalmasnak, hogy a foszfoizoforma eloszlas valtozasait feloldja.

4.6. A MAPK jelatvitel részt vesz a PIN auxin transzporterek poszt-transzlaciés

szabalyozasaban

A megfeleld merisztéma miikodés szabdlyozasdban kozponti fontossaghi az auxin
transzporter fehérjék altal kialakitott polaris auxin transzport (PAT) folyamat is. A PIN1
membranfehérje az egyik legjobban jellemzett auxin transzporter, a pinl mutans névények
sulyos fejlédési rendellenességeket mutatnak (Adamowski and Friml, 2015). A
plazmamembranban lokalizal6do PIN proteinek kulcsszerepet jatszanak a PAT Kialakitasaban,
aminek eredményeként a novényi szovetekben jellegzetes auxin gradiensek alakulnak Ki,
amelyek a szervkialakulas és -fejlodés egyik meghatarozo tényezdjeként mitkodnek. Az auxin

transzporterekre jellemz6 a poszt-transzlacids regulacio, a jellegzetes PIN polaris membran
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lokaliz&ciét a PINOID (PID) és a rokon WAG1/2 kindzok Aaltali foszforilacios folyamat
szabalyozza (Benjamins et al., 2001; Christensen et al., 2000; Friml et al., 2004; Huang et al.,
2010; Michniewicz et al., 2007).

Az Arabidopsis PIN protein szekvenciak in silico analizis szerint szamos putativ MAPK
foszforilacids helyet tartalmaznak. Kulondsen figyelemremélté a PIN szekvenciék filogenetikai
analizisével kimutatott feltinben nagymértékli konzervaltsag harom hely esetében, ami egy
alapvet6 szabalyozasi funkciora utalhat. Az Arabidopsis PIN1 T227, T248 és T286 pozicidinak
megfeleld aminosavak valamennyi plazmamembranban lokalizal6édo PIN szekvenciaban jelen
vannak, raadasul tokéletesen konzervaltak egyszikli (rizs) és moha (Physcomitrella)
szekvenciakban is. Erdekes modon, a harom ismert PID foszforilacios hely (5231, S252 és
S290) hasonlémértékben konzervalt eés konzisztensen a konzervalt putativ. MAPK

foszforilacios helyek kozelében helyezkedik el, mintegy szekvenciamintazatot kepezve.

In vitro kinaz tesztek alapjan a PN1 fehérjét az MPK6 és MPK4 kinazok foszforilaljak.
A harom MAPK foszforilacios hely szubsztitucioja nem foszforilalhato alanin aminosavakkal
(T227A/T248A/T286A) ennek a foszforilacionak a jelentds csokkenését eredményezte. Hogy
ezek MPKG6 altal végzett foszforilacidjat kozvetlenil igazoljuk, MPK6 kezelt és a kontroll GST-
PIN1 fehérjet LC-MS/MS analizissel teszteltlik ahol a T227, T248, T286 aminosavak

foszforilaciojat sikerdlt igazolni a kinaz kezelt mintaban.

Kovetkezo 1épésként megvizsgaltuk, hogy a fokozott MAPK aktivitas befolyasolja-e a
PIN1 lokalizaciot csiranévények gyokereiben, ami egy széles korben hasznalt kisérleti rendszer
a PIN1 lokalizacio tanulmanyozasara. A gyokércsucsban a PIN1 a kozponti és a kéreg sejtekben
fejez6dik ki, ahol szinte kizardlag a bazalis lokalizacié jellemz6 (Blilou et al.,, 2005;
Wisniewska et al., 2006). Negativ kontrollként (res vektorral transzformalt ndvényanyagot
hasznaltunk, ahol a PIN1 lokalizacié szabalyos volt, B-0sztradiol kezelés mellett is. Kezelés
hidnyaban, a B-0sztradiol indukélhato MKK?7 konstrukciét hordozd ndvényekben is szabalyos
PIN1 mintazat volt megfigyelhet6. Ezzel szemben, B-0sztradiollal kezelt novényekben a PIN1
plazmamembran lokalizdcidja részben megszlint, a PIN1 proteinfrakcid egy része
intracellularis csomdkban jelent meg. A gyorsiitemii delokalizacié kozvetlen MAPK altal
végzett poszttranszlacios szabalyozasra utal. Hasonldképpen, a flg22 kezelés hatasara is
delokalizacio kdvetkezett be, vagyis a PIN1 proteinfrakcio egy része intracellularis csomdkban
jelent meg. Két kiilonb6zo kisérleti megkdzelitésben is hasonld eredményeket értiink el, a PIN1

immunhisztokémiai lokalizaciojaval és ProPIN1:PIN1:GFP transzgénikus ndvényanyagokkal
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is. mpk6 mutans ndvényekben ezzel szemben a PIN1 flagellin indukalt delokalizacidja nem

kdvetkezett be, vagyis a PIN1 lokalizaciét az MPKG6 altali foszforilacio képes befolyasolni.

Tranziensen expresszaltunk egy 35S:PIN1:GFP konstrukciot, hogy a T227/T248/T286
MAPK kozvetitett foszforilacio PIN1 celluléris lokalizaciéra Kifejtett hataséat tanulmanyozzuk.
A gyokér eredetli szuszpenzids kulturabol izolalt protoplasztokban a PIN:GFP a
plazmamembranban lokalizalodik, igy ez a kisérleti rendszer alkalmas a PIN1 plazmamembran
lokaliz&cib szabalyozéasanak vizsgalatara, annak ellenére, hogy a polaritas az 6nallé sejtekben
megsziinik. MPK6-tal ko-expresszalva és flg22-vel kezelve vagy indukalt MKK?7-tel ko-
expresszalva, a PIN1 aggregadtumokat képezve intracellularisan akkumulaloédik, a
gyokérsejtekben megfigyeltekhez hasonléan. A vizsgalt helyeken foszformimetikus PIN1:GFP
(T227E/T248E/T286E) konstrukcié expresszioja a vad tipusu PIN1:GFP lokalizacidjaban az
MPK6 aktivacio kovetkeztében kialakulohoz hasonld mintdzatot mutatott, azonban a
delokalizacio itt joval nagyobb mértékii volt, extrém nagy intracellularis aggregatumok
alakultak ki. A nem foszforilalhaté valtozat (T227A/T248A/T286A) szintén megjelent

intracellularisan, azonban itt nem képzdédtek aggregatumok.

In vitro foszforilacios teszttel vizsgalva a PING foszforilaciojat megallapitottuk, hogy
ez a kulonleges PIN fehérje is MAPK szubsztrat, a putativ MAPK foszforilacids helyek alanin
szubsztitucioja a foszforilacid megsziinését eredményezi.

Ezek az eredményeink azt bizonyitjak, hogy a MAP kinazok és az AGC kinazok a
plazmamembran lokalizacidjanak komplex szabalyozasadban, a szarazfoldi életmod
kihivasainak megfelelden. A kornyezeti hatasok altal aktivalt MAPK jelpalydk a PIN
szabalyozés egy 1) mechanizmusat jelentik, amely fontos szerepet jatszhat a novényfejlodés

kornyezeti plaszticitasaban.

4.7. A MAPK jelatvitel evollcidja a névényvilagban

Az orosz-amerikai biologus, Theodosius Dobzhansky mar hires 1973-as esszéjének
cimében megfogalmazta, hogy ,,a biologidban semminek nincs értelme, kivéve az evolicid
fényében” (Dobzhansky, 1973). Napjainkban a komparativ genomika Dobzhansky koraban
elképzelhetetlen lehetdségeket nyitott meg a funkcionalis ismeretek evolicids keretbe

foglalasahoz.
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A kétezres években az Arabidopsis genom utan tdbb virdgos novény genomjat is
publikaltak, amelyek az MPK és az MKK szekvenciak esetében is negy filogenetikai csoportot
alkotnak (A-D) (Hamel et al., 2006). A teljes képhez azonban hianyzott az 6si, rendszertanilag
tavoli novénycsoportok (algdk, mohéak, harasztok) genomjaiban taladlhat6 MAPK jelatviteli
gének azonositasa. Tizenharom szekvenalt genomu, a zoldalgdk (Chlorophyta) nagy és
heterogén csoportjat jol reprezentalé zdldalgafaj protedmjaban a MAPK szekvenciak
azonositasara egy Hidden Markov Model (HMM) alapu sziirést végeztiink, amely 39 kanonikus
MAPK proteint detektalt. Mind a TEY, mind a TDY foszforilaciés motivum megtalalhat6
mindegyik fajban, ami a két novényi MAPK altipus nagyon korai szétvalasat jelenti. A TEY
ledgazéson belul jol elkulonilnek a C csoportnak megfeleld kinazok, mig a masik csoport az A
¢és B tipust kindzokhoz hasonlit, filogenetikailag nem elkiilonithetden, igy ezt a ledgazast A/B
csoportnak neveztiik el. A jelenleg €16 algak nagy és heterogén csoportja a szarazfé1di novények
megjelenése Gta eltelt mintegy 500 millié év alatt alakult ki (Pennisi, 2011). igy megallapithato,
hogy a ndvényvilag korai evolucioja soran kialakult harom 6si MAPK tipus duplikacidival jott
létre a gerinces MAPK csaladnal joval nagyobb ndvényi MAPK repertodar. A moha
modellorganizmus Physcomitrella patens proteomban hat TEY és két TDY, a nem viragos,
vaszkularis névények modelljeként ismert Selaginella moellendorffii proteomban négy TEY és
négy TDY tipusi MAP kinadzt azonositottunk (Arabidopsisban 12 TEY és 8 TDY kinaz
talalhat0). Az Gjonnan megjelend6 MAPK-0k bizonyara a szarazfoldi életmodhoz kapcsolddo
tobbféle kornyezeti ingerre valdo megfeleld valaszképesség miatt alakultak ki. Tovabba, a magas
szinten szervezett tobbsejtli életformak szamara elengedhetetlen az alkotd sejtek kozotti
kifinomult kommunikacio, és, az allatokhoz hasonlé médon, a MAPK jelatvitel névenyekben
is szerepet kapott a komplex testfelépités kialakitasanak szabalyozasaban. Hasonld expanziét

mutattunk ki a MAPK kinazokat kodolé gének komparativ genomikai analizisével is.

A Naegleria gruberi egy koran divergdlodo eukariota agat képvisel6 protiszta (Fritz-
Laylin et al, 2010). Genomjanak analizise soran egy MAPK kodolo szekvenciat
azonositottunk, ennek foszforilacios motivuma TEY, ami az allati MAPK-ok kozil az ERK
tipusu kinazokban talalhato. Mivel az ERK tipus harom kiilonb6z6 eukariota fécsoportban is
jelen van (protisztak, opisztokontak, novények) megallapithatd, hogy a MAPK jelatvitel mar
az utolsé eukaritéa k6zos 6sben (Last Eukaryotic Common Ancestor (LECA)) kialakult, és az
6si MAPK egy ERK tipust kindz protein volt, majd a ndvény- és allatvilagban a kiilonbozd

MAPK tipusok egymastol fliggetleniil ebbdl a MAPK 6sbdl alakultak ki.
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Hogy a halozati konnektivitast objektiven felmérjilk, minden élesztd, human é&s
Arabidopsis MAPK és MKK kapcsolatot letéltéttiink az IntAct (Kerrien et al., 2012) és BioGrid
(Stark et al., 2011) adatbadzisokbdl. Emellett az EBI (European Bioinformatics Institute)
PSICQUIC web szolgaltatasat hasznaltuk tovabbi kapcsolatok azonositdsara mas
adatbazisokbdl is. Ez alapjan egyértelmii, hogy a virdgos novények MAPK halozata nem csak
tobb elembdl all, de sokkal nagyobb mértékben konnektalt, mint az éleszté vagy allati

haldzatok.

Mindezek alapjan alapvetden eltéré evolucios fejlodési ut rajzolddik ki a ndvényi és az
Opisthokonta eukariotak MAPK jelatviteli mechanizmusai kozott. A k6zos eukariota Gsben
kialakult ERK-szerit MAPK jelpalya mindkét kladban szamos duplikacion ment keresztiil,
azonban amig az Opisthokontakban a duplikaciokat ujabb tipusut MAPK forméak kialakulasa
kovette (p38, INK), amelyek alapvetden funkcionalisan szeparalt jelpalyakat alkotnak, addig
novényekben az ERK tipusu aktivacids hurokkal rendelkezd kinazok szama ndtt meg
jelentdsen, amelyek a fels6 MKK-kal kulonallé jelpalyak helyett egy magas konnektivitasd
jelatviteli halozatot alakitottak ki. A protein kindzok nagyobb szdma és ardnya jellemzo a
viragos noévényekre, ami a helyhez kotott eletmdoddal hozhato 6sszefiuiggésbe (Zulawski et al.,
2014),. A helyhez kotottseg egyik meghatarozd kovetkezmeénye, hogy a névenyi organogenzis
alapvetOen eltér az allati folyamatoktol, mivel foleg posztembrionalis és a novény élete végeig
folyamatos. Igy novényi szervfejlédés rendkiviil plasztikus, lehetévé téve a valtozo kornyezeti

valo adaptéciot. Ez a novényekre jellemz6 kornyezeti ingerek és fejlédési valaszok kozotti

~z =7

Tovabbi novényspecifikus jelenség a MAP kinazok CD dokkoldé motivumainak
csoportspecifikus divergenciaja. Az A és B tipusu kinazok CD motivumai nagymértékben
hasonlitanak az élesztdben és allatokban leirt motivumhoz, mig a C csoportban a savas
aminosavak fokozatos elvesztése figyelhetd meg algaktol a virdgos ndovényekig. A TDY tipust
noévényi MAP kinazokban (D csoport) azonban egyes savas aminosav poziciokban bazikus
aminosavak talalhatok. A CD helyek modosulasai feltételezhetéen a szubsztratkotési
specificitasok fokozatos szeparalddasat jelezhetik. Ennek megfelelden, bizonyos, a virdgos
novényekre jellemzd szubsztiticiok algdkban nincsenek jelen, mint példaul a 7. pozicioban
megjelend E>N toltésvesztés a C csoportban, vagy a 3. pozicioban megjelend D/E>K
toltésvaltas a D csoportban. A kanonikus motivum figyelemremélté maradvanyai algakban jol

illeszkednek a specificitds sodroédds gondolatdhoz, algdkban feltételezhetéen egy Osibb
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evollcios stadiumhoz hasonl6 allapot van jelen, ahol a kisebb proteémban még joval kevesebb

szubsztrat kevesebb MAPK Aaltali felismerését kell biztositani.

4.8. A MAPK jelatvitel szerepének vizsgélata fotoszintetikus mikroalgéban

A mikroalgak o6riasi 6kologiai és ndvekvo biotechnologiai jelentdsége ellenére jelenleg
a fizioldgiai adaptacios mechanizmusaikra, de kulondsen az ezeket kialakito molekuléris
valaszokat szabalyoz6 jelatviteli folyamatokra vonatkozd ismereteink meglehetosen
korlatozottak. Molekularis alapu kutatasokra legalkalmasabb alga faj; egyértelmiien a
Chlamydomonas reinhardtii, ami egy szeleskdrben hasznalt modellorganizmus. Két gént
valasztottunk funkcionalis jellemzésre. A CrMPK8 az A/B tipusi MAPK Chlamydomonas-ban,
igy a legjobban jellemzett Arabidopsis MAPK-okhoz (MPK3/4/6) leginkabb homolog MAPK.
A CrMKK1 pedig a Chlamydomonas B tipusit MKK, az AtMKK3 ortolégja.

Az mpk8 és mkkl mutans vonalakat és a megfelelé vad tipusu hattértorzset beszereztiik
a torzsgyljteménybdl. A PCR ¢és szekvendlds alapu genotipizdlas igazolta az inszerciok
jelenlétét a vart poziciokban. A génexpresszid elvesztését kvantitativ RT-PCR modszerrel
igazoltuk.. Meglep6 modon mindkét mutans vonal ellenallobb a paraquat (PQT) oxidativ
agenssel torténd kezeléssel szemben, mint a vad tipusu kontroll, ami arra utal, hogy a MAPK

jelatvitel az oxidativ stressz valasz negativ regulatora a modell algafajban..

Mivel a PQT kezelés a kultarak kifehéredését eredményezte, megmeértik a PQT stressz
hatésat a fotoszintézisre. Az Fv/Fm tesztek eredménye szerint a Chlamydomonas I1. fotokémiai
rendszer (PSIl) érzékeny a PQT kezelésre, és az Fv/Fm értékek mindkét mutansban, minden
PQT koncentracié mellett magasabbak voltak, mint a vad tipust kontrollban, ami élettani
szinten is megerdsitette a MAPK mutdnsok nagyobb tolerancidjat a PQT indukalt ROS

képzbdéssel szemben.

Tovabba, ismert ROS metabolikus funkcioju gének expresszidjat hasonlitottuk dssze
vad tipust és mutans vonalakban. Kvantitativ RT-PCR eredmények azt mutattak, hogy
Chlamydomonas APX1 (Ascorbate peroxidase 1), SOD1 (Superoxide dismutase), DHAR1
(Glutathione S-transferase DHAR1) és GSHR1 (Glutathione reductase) géneket a PQT kezelés
negativan MAPK fliggd modon indukalja, vagyis ezek alapexpresszidja magasabb, indukciojuk
pedig a vad tipushoz képest er6sebb a mutans vonalakban, ami azt jelenti, hogy a ROS
detoxifikaciéban kulcsfontossagu Foyer-Halliwell-Asada pathway Chlamydomonas-ban

MAPK szabalyozas alatt al, és molekularis szinten is megerésiti a MAPK jelatvitel negativ
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szabalyoz6 funkcibjat. Ezenkivil megallapitottuk, hogy 2uM PQT kezelés a vad tipusd

mint&ban a riboszémalis RNS degradacidjat eredmeényezi, mig a mutans vonalakban nem.

Osszegezve, kisérleteink alapjan Chlamydomonas zoldalgaban a MAPK jelatvitel
negativ szabalyozo szerepet jatszik az oxidativ stresszvalasz kialakitdsdban Ez minden mas
eukariota szervezteben megismert funkcidval ellentétes, ahol a MAPK jelatvitel az oxidativ
stressz valaszban pozitiv szabalyozé szerepet tolt be (Pitzschke and Hirt, 2006; Kim and Choi,
2010; de la Torre-Ruiz et al., 2010)
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8. Uj tudomanyos eredmények

1. Azonositottunk az Arabidopsis MKK3-MPK?7 jelpalyat, amely két, korabban ismeretlen
filogenetikai MAPK, illetve MKK csoport kdz6tti kapcsolatot jelent. Igazoltuk, hogy az
MKKS3 az MPK7-tel fizikailag kolcsonhat, azt foszforilalja és oxidativ stressz fliggden
aktivalja.

2. Kimutattuk, hogy az MKK3 expresszidja patogén indukalhatd, igazoltuk, hogy az
MKKS3 pozitiv szabalyozé szerepet jatszik a patogén valasz indukalasban.

3. Kimutattuk az MKK7 és MKK9 gének szdvetspecifikus transzkripciés mintazatat,
illetve annak hormonalis szabalyozéasat. Genetikai megkdzelitéseket hasznalva
feltartuk, hogy az MKK7-MPK6 modul a merisztémamiikddés negativ szabalyozoja. A
kornyezeti stesszhatdsok altal aktivalt jelatvitel kapcsolata a fejlddésszabalyozassal a
novényfejlodés kornyezeti plaszticitasanak egyik fontos molekularis mechanizmusa
lehet.

4. Kialakitottunk egy in vivo névenyi protein foszforilaciés kdlcsénhatasok detektalasara
alkalmas modszert. A modszer az aktivalt kindz jelenlététdl fiiggden eltérd aranya
szubsztrat foszfoizoformak detektalasan alapul. E célra kombinalja a protoplaszt
transzfekcid rugalmassagat és gyorsasagat a CIEF immunteszt érzékenységével. A
moédszer mikodését egy ismert MAPK szubsztrat, az ACS6 foszforilaciojanak
tesztelésével igazoltuk.

5. A modszer alkalmazasaval elészor igazoltuk a WUS és az AP2, ket régota ismert és
genetikailag igen részletesen jellemzett merisztémaszabalyozé mesterreglator
transzkripcios faktor MAPK Altali foszforilaciojat. Az AP2 poszttranszIlacios
szabalyozasa valosziniisithetéen nagyon komplex, mivel ennél a fehérjénel szamos
eltérd izoformat detektaltunk.

6. Leirtuk a hosszl hidrofil hurokkal rendelkezd PIN fehérjék PID és MAPK foszforilacios

“s s

transzporter fehérjek MAPK altali foszforilaciojat. Kimutattok, hogy a MAPK
foszforilacio szerepet jatszik a PIN intracellularis lokalizacié kialakitasaban.

7. Bioinformatikai mddszerekkel alacsonyabb rendli ndvények protedmjaiban MAPK
kodold géneket azonositottunk. Komparativ genomikai vizsgalatokkal feltartuk a

= sz

crer

folyamatokat.
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8. Reverz genetikai megkozelitéssel funkcionalisan jellemeztik a CrMPK8 és CrMKK1
Chlamydomonas gének szerepét az oxidativ stresszvalaszban. Kiilonb6z6, molekularis
és élettani modszerekkel megallapitottuk, hogy mindkét komponens negativ szabalyoz6
szerepet jatszik az oxidativ stresszvalasz kialakitdsaban, ami alapvetden eltéré a MAPK
jelatvitelnek més eukariota kladokban az oxidativ stresszvalaszban megismert pozitiv
szabalyozd szerepétdl.
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