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1. Bevezetés

Ertekezésemben mintegy tizendt évnyi kutatomunkat foglalok keretbe, a Vienna
Biocenter-ben ¢és a Royal Holloway, University of London-on elt6lt6tt posztdoktoralis, illetve
a hazatérésem utéan itthon, az MTA ATK-ban végzett 6nalld, a ndvényi mitogén aktivalt protein
kindz (MAPK) jelatvitelt vizsgald kutatasaim eredményei alapjan. Ezt megel6z6en, PhD
kutatdsaim soran, a transzkripcids szabalyozassal foglalkozva keltette fel érdeklédésemet a
sejteken beliili jelatvitel, €s az abban rejlé biotechnologiai potencial.

A MAPK jelpalyak az egyik legrégebben és legintenzivebben tanulményozott eukariota
jelatviteli mechanizmus. Posztdoktori kutatasaim kezdetekor, egy nagyon izgalmas idészakban
csatlakozhattam a teriilet egyik vezetd kutatdcsoportjdhoz: a genomszekvenalasi forradalom
héskoraban, az Arabidopsis modell genomjaban kodolt teljes MAPK jelatviteli génkészlet
megkozelitések alkalmazasat, és ezaltal addig ismeretlen interakcidk és funkcidk vizsgalatat.
fgy t6bb uj jelpalyat azonositottunk, amelyek funkcionalis vizsgalatai részben a kérnyezeti
stresszvalaszokban betoltott szerepiiket tamasztottak ald, 6sszhangban az ilyen irdnyu korai
novényi MAPK kutatdsok eredményeivel. Masrészt eredményeink hozzajarultak ahhoz a
kibontakoz6 kutatasi iranyvonalhoz is, amely a MAPK jelatvitel fejléddésszabalyozasban
betdltott szerepét tarta fel.

Ennek a kettés funkcionalitdsnak kiilonds jelentdséget ad a ndvényi organogenzis
folyamatanak kornyezeti plaszticitdsa. Szemben az allati egyedfejlodési folyamatokkal,
amelyek soran a szervek vagy szervkezdemények méar az embriogenezis korai stddiuméaban
kialakulnak, és tovabbi fejlodésiik a kornyezeti koriilményektdl alapvetden fiiggetlen, a helyhez
kotott életmod kovetkeztében a ndvényi organogenezis féleg posztembrionalis és a novény
¢lete végeig folyamatos, az 0j szervek megjelenése és novekedése rugalmasan reagal a
kornyezeti hatdsokra. A novényfejlodés kornyezeti plaszticitasa a fotoszintézis mellett
valdsziniileg a ndvényi létforma egyik legjellemzdbb sajatossdga, és meghatarozo jelentdségl
a mezOgazdasdgi novénytermesztés sikerességében is; mégis, az eziranyu kutatasink
kezdetekor a kornyezeti ingereket érzékeld €s a fejlodésszabalyozd mechanizmusok kozotti
jelatviteli kapcsolatokra vonatkozé molekularis szintli ismeretek minimalisak voltak. Munkank
soran tobb olyan mechanizmus 1étét tartuk fel, amelyeken keresztiil a kornyezeti stresszhatdsok

altal aktivalt MAP kindzok a ndvényi egyedfejlddés szabalyozasat modulalhatjak.
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Meggy6z6désem, hogy a biologiai jelenségek megértéséhez alapvetd fontossagli azok
evolucids keretének megismerése, vagy ahogy ezt Theodosius Dobzhansky hires 1973-as
essz¢jének cimében taldloan megfogalmazta: ,,a bioldgidban semminek nincs értelme, csak az
evolucio fényében”. A bemutatott kutatasi id0szakra esett a genomikat igazabol forradalmasito
ujgeneracios szekvenalasi modszerek széleskori elterjedése, és ennek kovetkeztében a
kozzétett genomszekvencidk szaméanak ugrasszerli novekedése. Igy a komparativ genomika
Dobzhansky koraban elképzelhetetlen lehetdségeket nyitott meg a funkciondlis ismeretek
evolucios keretbe foglalasahoz. Ez a felismerés motivalta a dolgozatban is targyalt
géncsaladevolucios kutatasokat, amelyekkel reményeink szerint sikeriilt érdemben hozz4ajarulni
andvényi és allati MAPK jelatvitel eltérd evolucios utjainak feltérképezéshez, és egy olyan kép
kialakitasdhoz, amely jol illeszkedik a MAPK jelatvitelnek a novényfejlddés kornyezeti
szabalyozasaban betoltott szerepéhez.

A komparativ genomikai kutatdsok masik kovetkezménye az algagenomok MAPK
génkészleteinek megismerése volt, ami lehetévé tette a genom alaput MAPK jelatviteli
kutatasokat a ndvényvilagnak ebben a szegmensében is. A zoldalgdk kutatdsat hatalmas
okologiai jelentdségiik mellett azok egyre sz€lesebb teret nyerd biotechnoldgiai alkalmazasa is
indokolja. fgy alapanyagul szolgalnak pl. értékes masodlagos metabolitok vagy
biotizemanyagok eldallitasahoz. Tovabba a Chlamydomonas reinhardtii zoldalgafaj egy olyan
modell organizmus, amely egysejtiiként kivaldan alkalmas lehet a ,,ndvényi élesztd” szerepére,
a novényi sejtek komplex biologiai folyamatainak modellezésére (pl. lipid bioszintézis,
fotoszintézis-, sejtciklus paraméterek vizsgalata). Mindezek ellenére ©nallo kutatdsom
és az ezt szabalyozé jelatviteli mechanizmusokra vonatkozoan. A dolgozat ,,Eredmények”
fejezetének végén az eziranyban végzett kutatasaink jelenleg még publikalatlan eredményeink
egy, altalam kiilonosen érdekesnek tartott, rész€t mutatom be.

Dolgozatom ,,Irodalmi Attekintés” részében azokat az ismereteket foglalom Gssze,
amelyek a bemutatott eredmények hatterélil szolgalnak, elsésorban a jelatviteli kutatdsok
tikkrében. Mivel kutatasaink a ndvénytudomany eltérd teriileteit érinté eredményekhez vezettek,
az azokra vonatkozo irodalmat a gondolatmenet érthetdségét biztosito mélységben igyekeztem
feldolgozni a dolgozat egészében. Az ,,Eredmények” fejezetben a legfontosabb eredményeinket
igyekeztem olyan részletességgel bemutatni, mint a vonatkozo6 publikéaciokban tettiik, azonban
bizonyos, az 6sszkép szempontjabdl alapvetden nélkiilozhetd informacidkra nem mindenhol
tértem ki. Kiilondsen igaz ez a komparativ genomikai €s a géncsaladevoltcios eredményekre.

Természetesen az értekezés alapjaul szolgdldé publikaciokban a tovabbi részleteket is
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megtalalhatja az érdekl6dd olvasd. A bemutatott eredményeket a ,,Diszkusszio” fejezetben
értékelem, a régebbi eredményekre vonatkozdan az azdta sziiletett ismeretek fényében is. E

fejezet végén az eredmények biotechnoldgiai alkalmazhatosaganak kérdése is kitérek.
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2. Irodalmi Attekintés
2.1.  Koérnyezeti adaptacio és jelatvitel a novényvilagban

2.1.1. A novényeket érinto kérnyezeti stresszhatasok mezégazdasagi kovetkezményei

Mint minden ¢él6lényt, a ndvényeket is folyamatosan valtoz6 kornyezeti hatasok érik,
amelyek érzékelésére és a megfeleld valaszok kialakitdsdra a ndvényvilagban is szdmos
mechanizmus alakult ki. Az alkalmazkoddoképesség genetikai hatdrai fajonként eltéréek, egy
evolucios kompromisszum eredményeként stabilizalodnak, amely az ¢l6helyre jellemzo
okologiai tényezok kozott hatékony eréforras elosztast biztosit a novekedési, szaporodasi és a
védekezd funkciok kozott. Mivel a termesztett novények nemesitése sordn az elsddleges
szempont a termés mennyiségének €s mindségének javitasa, a kedvezotlen és foleg az extrém
kornyezeti tényezok jelentdsen veszélyeztetik a mezdgazdasagi ndvénytermesztés biztonsagat.
Igy az agrarbiologia egyik legfontosabb kihivasa a névényi védekez6 mechanizmusok részletes
megismerése, ¢s ezen keresztiil annak a kérdésnek a megvalaszoldsa, hogy miként lehet a
stressztlirést a termés lényeges mennyiségi vagy mindségi romlasa nélkiil fokozni.

Az irodalomban a ndvényeket érd kornyezeti stresszeket két nagy csoportra szokas
osztani. A korokozo virusok, baktériumok és gombék, a ndvényevo rovarok, valamint a parazita
ndvények altal okozott karokat sszefoglaloan biotikus, mig a fizikai vagy kémiai kornyezet
(hémérséklet, karositd sugarzas, szarazsdg, sO stressz, nehézfém stressz, tapanyaghiany,
hypoxia, szuboptimalis pH) altal okozott kdrokat abiotikus stressznek nevezziik.

Egy, az ENSZ Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi Vilagszervezete (FAO) altal publikalt
jelentésben szerepld becslés szerint 2050-re a globalis népesség varhatéan 34 szazalékkal
novekszik, ami mar dSnmagéaban is komoly kihivast jelent a mezdgazdaag szamara (FAO, 2009).
Tovéabba egy 2017-es FAO jelentés szerint 2005 és 2015 kozott a fejlodo vilagban a szarazsag
29 milliard, az aradasok 19 milliard, a hdmérsékleti extrémek 26,5 milliard, mig a korokozok
és kartevok 9,5 milliard dollarnyi mezégazdasagi kart okoztak (FAO, 2017).

Réadasul ezek a kedvezdtlen, extrém kornyezeti hatdsok a jovében, a klimavaltozas
kovetkeztében, varhatéan még inkabb fokozddnak (Bailey-Serres et al., 2019). Egy, a
homérséklet emelkedés hatasat az emberi kaloriabevitel mintegy kétharmadat kitevé négy
haszonndvény hozamara vizsgald metaanalizis szerint, genetikai adaptacio nélkiil a globalis
atlaghomérséklet minden egyes Celsius fokkal torténd emelkedése a buza globalis

termésatlagat 6 szazalékkal, a rizsét 3,2, a kukoricaét 7,4 a szdjaét pedig 3,1 szazalékkal
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csokkentené (Zhao et al., 2017). Ehhez hasonl6 kovetkeztetésekre jutottak mas metaanalizisek
szerzoi is, pl. Challinor et al. (2014).

A valtoz6 abiotikus viszonyok hatdssal lesznek a ndvények koriili mikrobidlis
Okoszisztémakra is, igy nagy valoszinliséggel befolydssal lesznek a kedvezd hatasu
szimbiotikus mikrobakra is (pl. mikorrhiza). A klimavaltozas egyarant hatassal lesz a patogén
mikrobdkra és a gazdandvényiekre is, igy annak drdmai kdvetkezményei lehetnek szdmos
betegség stlyossagara ¢és foldrajzi elterjedésére (Elad and Pertot, 2014). A korokozok XX.
szazadi terjedésének vizsgalata azt mutatja, hogy bar ennek legfontosabb eldsegitdje a ndvekvo
mezOgazdasagi termelés és kereskedelem, bizonyos foldrajzi mintazatok a klimavaltozas
hatdsat mutatjadk (Bebber, 2015). A rovarkartevOkre vonatkozd eldrejelzések szerint a
magasabb COz szint hatdsara a gazdandvényekben bekdvetkezd mindségi valtozasok, mint pl.
a C3 novények szén:nitrogén aranya, alapvetden kedvezdtlenek a novényevd rovarok szdmara.
Viszont a bizonyos kartevé fajok esetében beszamoltak olyan jelenségekrdl is, mint a
kompenzacios evés, vagy éppen a novekvo populécio méret €s foldrajzi elterjedés (Trebicki et
al., 2017).

A termesztett novények stressz tolerancidjat klasszikus nemesitési modszerekkel csak
korlatozottan sikeriil fokozni. A tolerancidt meghatdroz6 mechanizmusok megismerése

azonban hatékonyabba teheti ezt a folyamatot.

2.1.2. A biotikus stresszhatdasok és védekezémechanizmusok

A noOvényi stressztoleranciaban szerepet jatszo folyamatok megismerése jelentds
eredményeket hozott mind az abiotikus, mind a biotikus jellegli stresszek teriiletén. A
dolgozatban targyalt jelpalyak szerepet jatszanak az abiotikus stressz valaszok szabalyozasaban
is, azonban a bemutatott kutatdsok alapvetden a biotikus stressz tolerancia mechanizmusokra
iranyultak. Ezért a tovabbiakban elsdsorban a biotikus stressz hatdsokkal, illetve azok
jelatvitelével kapcsolatos irodalmi hattér bemutatésara torekszem.

Elsddleges tapanyagtermel6kként a ndvények szamos ¢€l6lény szamara jelentenek
taplalékforrast (Lindeman, 1991), példaul a gyokerek altal kivalasztott molekuldk kiilonféle
talajlako szervezeteknek nyujtanak tapanyagot (Lundberg et al., 2012). Ezek k6zott vannak
olyanok, amelyek a novények szdmara is hasznosak, mint példaul a rizobaktériumok (Gopal et
al., 2013). Azonban nagyon sok faj kedvezdtlen hatdssal van a ndvények ndvekedésére,
amelyekkel szemben a ndvények megprobaljak megvédeni eréforrdsaikat (Dangl and Jones,
2001), hiszen a felhasznalhato energiaforrasok kozvetleniil befolyasoljak a reprodukcios és igy

az evolucios fitnesst (Janczur, 2009). A hatékony védekezési mechanizmushoz a védekezésre

8



dc_2005_22

forditott er6forrasok mennyiségének kevesebbnek kell lennie, mint a korokozok €s novényevok
miatt elveszitett er6forrasok mennyisége (Coley et al., 1985). A patogének hidnydban
indokolatlanul védekezésre forditott er6forrasok szintén sulyos kovetkezményekkel jarnak.
Energetikai szempontbdl a védekezés nagyon koltséges, igy a annak pontos szabalyozésa egy
fontos evolucids kritérium. A térben €s iddben megfelelden hangolt szabalyozas eldfeltétele a
patogének kozvetlen vagy kozvetett felismerése. A ndvények képesek baktériumokat
kozvetlentiil is felismerni, példaul a flagellum érzékelésével (Chinchilla et al., 2006), vagy pedig
kozvetve a szdvetkarosodason keresztiil, pl. az AtPEP1 endogén peptid termék €rzékelésével
(Krol et al., 2010).

Ismereteink jelentds része a névényi modell rendszerként hasznalt Arabidopsis thaliana
(Arabidopsis, magyar nevén ludfii) vizsgalatdbol szdrmazik (Provart et al., 2016). Az
Arabidopsis modellndvény irdasmddja nem teljesen konzekvens a tudomanyos kozosségben.
Mint a faj a nemzetségnévbdl eredé kdzhasznélati név, mind a dolt betiitipus, mind a nagy
kezddbetii hasznélata indokolatlan. Ezt a nomenklatira megkozelitést azonban csak viszonylag
kevesen kovetik, a tudomanyos irodalomban olyan mértékben elterjedt a nagy kezddbetiis
irasmod, hogy azt mar akar elfogadott hasznalatnak is tekinthetjiik, ezért a leginkéabb elterjedt
gyakorlatnak megfeleléen dolgozatomban én is az ,,Arabidopsis” irasmodot hasznalom.

Az Arabidopsis sikeres modellndvénnyé valasat szamos e célbol elényos tulajdonsaga
tette lehetévé. Genommérete kicsi, életciklusa rovid, helyigénye szerény, viszont nagy
mennyiségli magot terem, transzformacidja rendkiviil egyszeri és hatékony (virdgmerités,
(Clough, 2005)), 6nporzé ¢€s idegenporozhatd is. A genomikai éraban tovabbi elényei a jo
mindségben annotalt genom, széles korben hasznalt tudds- és  eszkdzforrds

(https://www.arabidopsis.org/), amelyek koziill kiemelkedd fontossdgiiak a nyilvanosan

hozzaférheté muténs kollekciok. Erdekes tudomanytorténeti részlet, hogy az Arabidopsis
genetika egyik korai uttoréje a magyar szarmazasu George P. Rédei (Rédei Gyorgy) volt
(Provart et al., 2016), aki miel6tt 1956-ban elhagyta az orszagot, a martonvasari mezégazdasagi
kutatéintézet kutatoja volt (Koncz, 2009). Az utdbbi bé hisz évben ez a modellrendszer
kiilonosen sikeresnek bizonyult a ndvényi patogénvalaszok megismerésének terén.

A molekularis folyamatok mellett fontos megemliteni azokat a strukturalis védekezd
elemeket, amelyek nem csak egy elsé védvonalként szolgalo passziv fizikai gatként miikodnek,
hanem dinamikusan részt vesznek a molekularis szinti folyamatokban is (Traw and Bergelson,
2003). A lipid polimerekbdl, oldhat6 viaszokbdl és kutin polimerekbdl allo kutikula a névények
¢s kiilvilag kozotti hatarold réteg, ami a kiilonb6zd biotikus és abiotikus stresszektdl védi a

novény foldfeletti részeit (Jeffree, 2006). A levélfelszinen talalhatéd tiiskeszerii képletek a
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trichomak elsésorban a novényevo és patogénvektor rovarok elleni kémiai €s fizikai elrettentést
szolgaljak (Traw and Bergelson, 2003). A ndvény-mikroba kapcsolatrendszerben kiemelt
jelentdsége van a gdzcserenyildsoknak (Assmann and Shimazaki, 1999; Rodrigues and Shan,
2021). A sebek mellett ezek a rések a korokozok altal leginkabb kihasznalt belépési pontok
(Underwood et al., 2007a). A gazcserenyilasok résméretét a zardsejtek turgora hatdrozza meg,
amit a stresszhormonok, elsdsorban az abszcizinsav (ABA) szabalyoznak (Pillitteri and Dong,
2013). A korokozo baktériumok és gombdk érzékelésre reagalva a gazcserenyildsok gyorsan
bezarédnak (Gudesblat et al., 2009). A gazcserenyilasok zardsa az Un. patogén asszocialt
molekularis mintazatok (pathogen associated molecular patterns (PAMP)) felismerése inditja
be. Példdul miutdn a nyitott gazcserenyildsokon keresztiil Pseudomonas syringae (Pst)
baktériumok bejutottak az apoplaszt rendszerbe azok flagellumat a FLAGELLIN SENSING 2
(FLS2) receptor kindz érzékeli (Gomez-Goémez and Boller, 2002), ami tobbek kozott a
gazcserenyilasok bezarodasat eredményezi (Melotto et al., 2006).

Amennyiben a kdrokozok atjutnak a kutikuldn vagy a gézcserenyildsokon keresztiil egy
kovetkezd akadallyal, a sejtfallal talaljak magukat szemben. A sejtfal egyrészt egy kémiailag
nagyon komplex Osszetételii vazat biztosit a ndvényi sejteknek, masrészt viszont egy fontos
védelmi réteget biztosit. E védelmi mechanizmus dinamikus természetére jo példa a gombak
altal képzett specidlis sejtbehatold struktirak (Szabo and Bushnell, 2001) érzékelésére adott
valasz. A behatolasi kisérlet roncsold hatdsanak kovetkeztében felszabaduldé molekulak
hatdsdra a behatolasi helyen a sejtfal szerkezete atalakul, megerdsodik, tovabba 1j
sejtfalstrukturak, mint példaul papillak alakulnak ki (Aist, 1976). Mas patogénfajtak a sejtfalak
enzimatikus bontasaval probalnak a sejtbéli tapanyagokhoz hozzaférni, azonban a bomlasi
termékek (damage associated molecular patterns (DAMPs)) megjelenése szintén beinditja a
védekezd, tobbek kozott a sejtfalat megerdsitd valaszreakciokat (D’Ovidio et al., 2004).

A PAMP indukélt immunitds (PAMP triggered immunity (PTI)) jelenti a ndvényi
aktiv védekez6 mechanizmusok elsd vonalat (Jones and Dangl, 2006; Zipfel, 2009; Silva et al.,
2018; Ngou et al., 2021). A harom legrészletesebben tanulmanyozott PAMP felismerési
mechanizmus a flagellin, a Tu bekterialis elongécios faktor (EF-Tu) és gomba eredeti kitin
molekuldk felismerése. A flagellum (ostor) a baktériumok aktiv mozgasahoz sziikséges
organellum, aminek az egyik legfontosabb protein komponense a flagellin (F1iC) (Macnab,
2004). A Pst a fertdzési folyamat soran flagellint szekretdl, amit egy plazma membran
lokalizalt leucine-rich repeat (LRR) tipusu receptor kindz, az FLS2 (flagellin sensing 2) érzékel
(Gomez-Gomez and Boller, 2002). A flagellin érzékelése egy 22 aminosavbol allo peptid
mintazat, a flg22 felismerésével kezdddik. Ennek hatasara az FLS2 egyrészt egy masik FLS2
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receptorral homodimerizalodik (Sun et al., 2012), mésrészt a BAK1 (BRI1-associated kinase
1) koreceptorral heterodimert képez. A flg22 érzékelés¢hez a BAKI is sziikséges, ami szintén
egy plazma membran receptor kindz (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. A
flg22 érzékelés kovetkeztében kialakul a PTI valasz, ami tobbek kozott apoplaszt lagosodast,
kalloz lerakodast, a masodlagos anyagcesere valtozasait eredményezi (Gémez-Gémez et al.,
1999; Asai et al., 2002; Nicaise et al., 2009). A védekez6 valaszok kialakitasa alapvetden a
génexpresszid Ujraprogramozasan keresztiil torténik, aminek szabalyozésa a jelfelismerést
kovetdéen a jelatviteli palydk aktivalasan keresztiil zajlik (lasd 2.7.4.). A szabdlyozasi
folyamatban fontos szerepet jatszanak a masodlagos hirvivok is, mint példaul az aktiv
oxigénformak (reactive oxygen species (ROS)) képzddése, illetve a citoplazmas és a sejtmagi
Ca?" ion koncentracié emelkedésének hullamai (Ca** signature) (Garcia-Brugger et al., 2006;
Lecourieux et al., 2006).

Az EF-Tu érzékelését, az f1g22-hoz hasonloan, szintén egy BAK1 fliggd receptor, az
EF-Tu receptor (EFR) végzi (Zipfel et al., 2006; Roux et al., 2011). A kitin felismeréséért egy
BAKI fiiggetlen specifikus receptor, a chitin elicitor receptor kinase 1 (CERK1) felelés (Miya
et al., 2007; Wan et al., 2008; Gong et al., 2020).

A ndvényi patogén valaszban meghatdrozd szerepe van hirom hormonnak, a
szalicilsavnak (SA), a jazminsavnak (JA) és az etilénnek (ET). Habar a PAMP felismerés
indukalja mind a SA, mind az ET termelését, a flg22 altal kialakitott lokalis rezisztencia
alapvetden nem fligg patogén hormon jelatviteltél (Spoel and Dong, 2008; Bari and Jones,
2009).

A PTI jelentette szelekcios nyomas kovetkeztében a korokozokban kialakultak olyan
ellentdmadasi mechanizmusok, amelyekkel képesek a PTI-t artalmatlanitani (Jones and Dang],
2006; Han, 2019). Szdmos patogén (pl. Pst, Xanthomonas és Ralstonia) rendelkeznek harmas
tipusu szekrécios rendszerrel (type III secretion systems (TTSS)), amivel effektor fehérjéket
tudnak fecskendezni a gazdasejtbe. Ezek az effektorok kiilonféle funkciokkal rendelkeznek és
sokféle célpontot képesek megtdmadni a gazdandvény védekezésének gyengitése érdekében.
Erre a valtozatossagra példaként emlitheté az AvrPtoB, ami egy ubikvitin E3 ligaz szerti protein
(Duplan and Rivas, 2014), a transzkripcios faktor TAL effektorok (Boch et al., 2009), a
foszfataz aktivitasi HopAO1 (Underwood et al., 2007b), a protedz aktivitastt AvrPphB (Qi et
al., 2014), de miikodhetnek egyszerit PAMP lekotoként is (Dean, 2011).
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Az evolucios fegyverkezési verseny kovetkezo 1épéseként a ndvényekben megjelentek
az effektor fehérjéket felismeré mechanizmusok. Az ilyen R (rezisztencia) proteinek és az Avr
(avirulencia) proteinként is ismert effektor funkcionalis parjuk felismerési reakcioja a ndvényi
védekezd reakciok masodik hulldmat inditja be, ami leggyakrabban a lokalis hiperszenzitiv
reakcid6 (HR) kialakulasdhoz, ami egyfajta programozott sejthaldl a patogén terjedésének
megallitasara, és hosszu tavl rezisztencia mechanizmusok (systemic acquired resistance
(SAR)) indukélasahoz vezet (Dempsey and Klessig, 2012; Kachroo and Robin, 2013; Shah and
Zeier, 2013; Gao et al., 2015; Kachroo and Kachroo, 2020).

2.1.3. A novenyfejlodeés kornyezeti flexibilitasanak szerepe a novenyi stresszadaptacioban

A helyhez kotott életmod kovetkezményeként a ndvényi stresszadaptacié két alapvetd
stratégidra €piil: az alapvetden révidtavu fizioldgiai védekezd folyamatok mellett meghatarozo
szerepet jatszanak a stressz altal kivaltott megfeleld ndvekedési valaszok is.

Az evolucid soran a tobbsejtliség tobb alkalommal, egymastdl fliggetleniil alakult ki
(Bowman et al., 2007), igy a két nagy eukariota adgban kialakult tobbsejtli vonalakban az
egyedfejlodés és a szdveti/testi felépités alapvetden eltérd rendezdelvek szerint mikodik. Az
allati egyedfejlodési folyamatokra jellemzd, hogy a szervek vagy szervkezdemények mar az
embriogenezis korai stddiumdban kialakulnak, és tovabbi fejlédésiik a kornyezeti
kortilményektdl alapvetden fliggetlen. A ndvényi organogenezis ezzel szemben fbleg
posztembrionalis €s a ndvény élete végéig folyamatos, az 1j szervek megjelenése és ndvekedése
rugalmasan reagal a kornyezeti hatasokra. A novényi merisztéma folyamatok k6zos vonasa,
hogy a kezdeti osztodasok eredményeként 1étrejovo osztddo sejttdmeg a merisztéma osztodasi
zonajat elhagyva kilép a sejtciklusbol és differencialodni kezd (Beemster et al., 2003; Barton,
2010). Mivel a novényi szervfejlodés rendkiviil plasztikus, lehetdvé valik a valtozo kornyezeti
feltételekhez, mint pl. fényviszonyok, hémérséklet, viz- és tapanyagellatds ¢és biotikus
kolesonhatasokhoz torténd adaptacio. Ennek a kornyezeti rugalmassagnak sz¢élsséges példaja
a bonsai kultivacio: ezek a technikdk a kornyezet altal indukalt torpiilés legextrémebb
formaihoz vezetnek. Habar a bonsai ndvények levelei akar 6tvenszer kisebbek, az dket alkoto
sejtek mérete valtozatlan (Korner et al., 1989). A szervfejlodést leginkabb meghatarozo
sejtképzddésre tehat egyarant hatnak a bels6 ndovekedésszabalyozé mechanizmusok és a kiilsé
kornyezeti faktorok. Mivel a szervmorfologia egyrészt fajspecifikus, masrészt valtozo
kornyezetben fenntartott, nyilvanvalo, hogy a belsé program és a kdrnyezeti ingerek kozott
létezik egy kommunikacios kapcsolat, amely integralja a sejtosztddas, sejtndovekedés és a

differencidlodas folyamatait.
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Arabidopsis csirandvények kezelése a bakteridlis elicitor flagellinel a védekezo
mechanizmusok indukalasa mellett, azok novekedésének drasztikus csokkenését is okozza
(Gomez-Gomez et al., 1999). Ez a reakcio kiillondsen érdekes, mivel a flagellin-kezelt novények
egészségesek, tehat a novekedés gatlasa egy programozott fejlddési valasz, amelyet az
aktivalddott védekezési jelatvitel indukal, és nem a szuboptimalis koriilmények (stressz) altal
okozott karosodas kdvetkezménye.

Mig kedvezd korilmények mellett a ndvények teljes ndvekedési kapacitasukat
kihasznaljak, valtoz6é kornyezeti feltételek mellett novekedési és fejlodési folyamataikat
folyamatosan az adott koriilményekhez igazitjak. A stressz altal kivaltott egyik alapvetd
novekedési valasz a novekedés litemének csokkentése, vagy ledllitasa, s6t bizonyos esetekben
akar ,,negativ novekedést” is megfigyelhetiink (pl. abszcisszid, szeneszcencia, programozott
sejthalal folyamatok) (Dolferus, 2014).

A masik lehetséges novekedési valasz a stresszforras elkeriilése. Az allatvilagban a
stresszfiziologia jol ismert teriilete a ,,harcolj vagy menekiilj” (fight-or-flight) valasz. Helyhez
kotott  €lolényként a novények menekiilési lehetdségei korlatozottak, azonban a
posztembrionalis organogenezis ¢s a szervfejlodés plaszticitdsa bizonyos mértékben lehetoveé
teszi az elkeriilési valaszt (Potters et al., 2007). A ndvényvildgban a védekezésnek ezt a mddjat
,»stressz indukalt morfogenikus vélasznak™ (stress-induced morphogenic response) nevezik,
ami valoszintileg egy kiilonbdz6 stressz hatasok altal kivaltott generikus élettani valasz (Potters
et al., 2007). A jelenség szabalyozasaban a ROS képzddés €s a fejlddési hormonok, kiilondsen
az auxin transzport €s metabolizmus szerepe meghatarozo (Xia et al., 2015; Korver et al., 2018).
A novekedésserkentd hormonként is ismert auxin meghataroz6 szerepet jatszik a novekedés
iranyanak meghatarozéasaban is (tropizmusok) (Benjamins and Scheres, 2008; Su et al., 2017b;
Nakajima et al., 2017; Iglesias et al., 2018; Han et al., 2021).

A stressz indukalt morfogenikus valaszt tobbféle stressz hatassal 0sszefiiggésben is
részletesen leirtdk. J6 példa az UV-B fény hatasara bekovetkezd valtozasok, mint példaul a
szarmegnyulas gatldsa, nagyobb szdmu lateralis hajtds képzése (bokrosodas) ¢és a
levélvastagodas (Jansen, 2002). Hasonloképpen, a nehézfémek érzékelését kovetden csokken a
fogyokér novekedése, emellett nagyobb szamu laterdlis gyokér keletkezik valamint a
szarmegnyulas is csokken (Pasternak et al., 2005).

Egy kiilonosen jol tanulmanyozott stressz indukalt fejlodési valaszjelenség a
gyokérndvekedés gravitropizmusanak felfliggesztése so stressz hatdsdra (Han et al., 2017).
Optimalis koriilmények kozott a gyokérndvekedés pozitiv gravitropizmust mutat, a gyokér a

gravitacids tengely iranyaba novekedik. Magas sokoncentracid érzékelésekor azonban ez a
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novekedési program kikapcsol, a gyokerek random modon, tobbszori iranyvaltoztatissal
folytatjdk a novekedést (Sun et al., 2008; Galvan-Ampudia et al., 2013). Ez a jelenség
feltehetdleg eldsegiti a kedvezdbb Osszetételli talajrétegeket megtaldlasat. A gravitropizmus
csokkenése ardnyos a sokoncentracidval. Ezt a reakcidt Arabidopsis mellett paradicsomban és
cirokban is leirtdk, agar taptalajon ¢és talajban egyarant (Han et al., 2017). A lokalis auxin
koncentraci6 mintdzatok Ujraclosztasa kozponti szerepet jatszik a halotropizmus
szabalyozasaban, a gyokér magasabb so koncentracio feldli oldaldn a PIN2 auxin efflux pumpa
endocitozisat figyelték meg (Galvan-Ampudia et al., 2013). Ezt a folyamatot szolgalja az
AUX1 auxin influx pumpa auxin indukalt expresszidja is (van den Berg et al., 2016). E
folyamatok, valamint a tranziens PIN1 expresszio szerepét a sokeriilé gyokérnovekedésben a
kisérleti adatok mellett matematikai modellek is aldtdmasztjak (Galvan-Ampudia et al., 2013;
van den Berg et al., 2016).

Az agravitropizmus ugyanakkor egy nagyobb léptékli novekedési mintazatvaltozas
része, ahol a lokalis auxin koncentracié mintazat valtozasai kiilondsen fontos szerepet jatszanak
(Koevoets et al., 2016; Wang et al., 2009). A valaszreakci6 részeként fokozodik az
oldalgydkerek proliferacidja (Zolla et al., 2010), illetve megvaltozik a gyokér epidermisz
mintdzata (epidermal patterning) és a gyokérszorok fejlodése is (Dinneny et al., 2008). A
gyokérzet felépitésének szerepe a stressz tolerancia kialakitdsdban ndévénynemesitési
szempontbol is kihasznalhatd stratégia lehet az ellenallésdg noveléséhez nemesitésben

(Koevoets et al., 2016).

Amint a fenti példék is demonstraljak, a kornyezeti stressz ingerekre adott ndvekedési
valaszok meglehetdsen jol ismertek €lettanai, hormonalis szinten. Ezzel szemben a folyamatot
intracellularisan szabalyozo6 jelatviteli kapcsolatokra vonatkozd ismereteink meglehetdsen
korlatozottak, és a teriilet kiilondsen ismeretlennek szdmitott ezirdny(l kutatomunkdm

kezdetekor.

2.1.4. A sejten beliili jelatvitel alapveto mechanizmusai: receptorok, jelatviteli palyak, protein
foszforilacio
Az intracellularis jelatviteli palyak, az 1. dbran lathatd alapvetd architektiraja minden

eukariotaban hasonld elrendezést mutat, ami arra utal, hogy ezek egy korai eukaridta kozos

Osben kialakult jelatviteli séma alapjan fejlodtek tovabb a szeparalddo eukaridta csoportokban.
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1. Abra Az intracellularis jelatviteli palyak sematikus architektiraja.

Baloldalt a jelatviteli folyamat alapvetd lépései, jobboldalt ezek f6 molekularis komponensei
szerepelnek. A kornyezeti ingereket gyakran molekularis ligandumként specifikus receptorok érzékelik,
ami azok aktivaciojan leresztiil valamilyen molekularis kaszkadot aktival. A kaszkad protein tagjai
egymas aktivitasat poszttranszlacios modositasokkal szabalyozzak, a legelterjedtebb fehérjemddositas
a foszforilacio/defoszforilacio. A kaszkadok altal alkotott jelpalyak egyik alapvetd kimeneti modja a
sejtmagi transzkripcios faktorok modositasa, amelyek lehetnek aktivatorok (z6ld) vagy represszorok
(piros). E transzkripcios faktorok célgénjeik indukalasaval (z6ld) vagy represszidjaval (piros) végso
soron a sejt génexpresszids mintazatanak megvaltozasan keresztiil alakitjdk ki a sejt valaszat
(adaptacio). A jelatviteli folyamatok szabalyozasdban fontos szerepet jatszanak a visszacsatolasi
mechanizmusok (ivelt nyilak: szaggatott nyil: transzkripcios visszacsatolas, pontozott nyil: poszt-
transzlacios visszacsatolas).

A kornyezeti ingerek érzékelését specifikus receptor vagy szenzor fehérjék végzik,
amelyek aktivalodva jelatviteli fehérjéket posztranszlacidosan moédositanak, amelyek igy
tovabbi, a jelatviteli lancolatban kovetkezd (downstream, lenti) fehérjéket lancreakcidszertien
modositva tovabbitjak az ingereknek megfeleld informaciot a sejten beliil. Bar az altalanosan
elterjedt jelatviteli palya (signal transduction pathway) elnevezés azt sugallja, hogy ezek
linearis informacidaviteli palyak vagy ,,utvonalak™, a kiilonb6z6 allati, gomba és novény
modellekbdl megismert jelatviteli mechanizmusok kozos jellemzdje, hogy ezek alapvetéen
komplex jelatviteli halézatokat alkotnak. Az informacidaramlas halozatos jellegének

kialakulasat tobbek kozott a jelatvitel finomhangolasa, a jelek amplifikacioja, a parhuzamosan
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jelen 1évo ingerekre adando valaszok Gsszehangolasa, illetve az adaptacios valaszok idébeli
moduldacidja tette sziikségessé. Molekularis szinten a haldzatos elrendezést elsdsorban a paralog
jelatviteli gének megjelenése, a jelpalyadk kozotti kapcsolatok kialakuldsa (cross-talk) €s a
kiilonbozd visszacsatolasi mechanizmusok (pl. transzkripcios, vagy a kiilonbozd hierarchia
szintek koOzotti poszttranszlacids visszacsatolds) biztositjak. A jelatviteli mechanizmusok
legyakoribb kimeneti hatdsa a génexpresszids mintazat Gjraprogramozasa, ami elsdsorban
transzkripcids faktorok moédositasain keresztiil kovetkezik be. Azonban a jelatviteli fehérjék
nem csak transzkripcios faktorokat szabalyoznak, hanem epigenetikai regulatorokat,
citoplazmas vagy membran struktardk alkotoelemeit is, bar az ilyen tipust regulacio
ndvényekben sokkal kevésbé ismert, mint a transzkripcids szabalyozés (tovabbi részletek az
2.3 fejezetben).

A jelatvitelben legaltaldnosabban elterjedt, ¢és legjobban tanulmanyozott
poszttranszlaciés modositds a protein foszforilacié (Hunter, 2012). A fehérjéket alkotd
aminosavak koziil tobb modosithatd egy foszfatcsoport kovalens kotésével, az igy keletkezd
foszfo-aminosavak pedig kémiailag jelentdsen eltérnek a kiinduldsi aminosavaktdl (2. dbra). A
modositas jelentdségét az adja, hogy a kovetkeztében megjelend 1j tulajdonsagi aminosav
oldallancok képesek az adott fehérje alapvetd tulajdonsagait megvaltoztatni, pl. azok
enzimaktivitasat, illetve a modosult epitdp felszinek befolyasolhatjak a fehérje mas fehérjékkel
kialakuloé kolcsonhatasait, ami igy végsé soron a fehérje stabilitdsanak vagy éppen sejtbeli
lokalizacidjanak drasztikus valtozasait eredményezheti. A proteinfoszforilacié biokémiai
jelentéségét - €s ezaltal altalanos elterjedését a jelatvitelben - a folyamat gyorsasaga és
reverzibilitdsa adja. A fehérjefoszforilacios reakcidkat protein kindz enzimek végzik, a foszfat
csoportokat azonban a protein foszfatdzok képesek gyorsan el is tavolitani, ezzel visszadllitva
a modositatlan fehérje tulajdonsagait (2. abra). A foszforliacio - defoszforilacio gyorsasagabol
fakadoan a fehérjefunkciok dinamikus valtozasat igényld rendszerekben, mint pl. a jelatvitel,
sokkal hatékonyabbak, mint a joval lassabb transzkripcid — transzlacié — protein degradaciod
folyamatara alapulé fehérjedllomany csere. Ezért ez a fehérjemddositast kapcsoldszerii
szabalyozasként is szoktak emliteni.

A leggyakoribb foszforilalt aminosavak a hidroxil, illetve hidroximetil csoport
oldallanccal rendelkezd treonin, illetve szerin. Bar a tirozin foszforilacio ritka, a jelatviteli
folyamatokban ennek a médositasnak nagy jelentdsége van, pl. a legtobb receptor protein kinaz

tirozin kinaz.
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2. Abra A protein foszforilacio/defoszforilacié folyamata.

A példaként mutatott oligopeptidlancban harom foszforilalhaté aminosav szerepel (szerin, treonin és
tirozin). Ezekhez az aminosavoldallancokhoz reverzibilis moddon, negativ toltéseket hordozo
foszfatcsoportok kothetéek. A kovalens kotéssel kapcsolodo foszfatcsoportok jelentdés mértékben
megvaltoztatjak a modositott aminosavak fizikokémiai tulajdonsagait, ami végsdsoron az érintett teljes
protein molekula tulajdonsagait is képes befolyasolni, pl. az enzimaktivitas vagy protein kolcsonhatasok
megvaltoztatasaval. A protein kinaz enzimek altal hozzaadott foszfatcsoportok eltavolitasat protein
foszfataz enzimek végzik, ez a reakciociklus lehetéve teszi egy adott aminosavsorrendii fehérjemolekula
gyors, ,.kapcsoloszerii” szabalyozasat, ezért az evolucid soran a protein foszforilacid/defoszforilacio a
kornyezeti ingerek jelatvitelében kozponti szerephez jutott. A savas aminosavakat, és a hozzajuk
hasonlo tulajdonsagot kélcsonzé, kovalensen kotott foszfatcsoportokat piros szin jelzi.

A protein foszforilaciot a protein kindzok szabalyozasanak biokémidja is kiillonosen
alkalmassa teszi a jelatvitelben elonyos kapcsoloszeri rugalmassagra. Az eukariota protein
kindzok evolucidja egy szigortan szervezett belsd struktiraji, mégis nagyon dinamikus
molekulakbol 4ll6 kindz csalad kialakulasat eredményezte. A szerkezet kozepén elhelyezkedd
hidroféb F-hélix egy allvanyt képez, ehhez kapcsolodik két hidrofob ,.gerinc”, amelyek a
katalizishez sziikséges részeket az F-hélixhez kapcsoljak. A struktura igy stabil, mégis
rugalmas, aminek szabalyozéasara az evolucid soran kialakult egy nagy aktivacids szegmens,
ami a sejtes funkciok szerint képes a térszerkezetet dinamikusan atkapcsolni (Taylor and

Kornev, 2011).
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Tovabba, a jelatviteli halozatok evolucidja soran a kinaz fehérjék katalitikus magja
tobbféle, fizikailag és funkciondlisan is szeparalt, szabdlyozd vagy interakciokat biztositd
doménekkel vagy motivumokkal egésziilt ki. Ez a magasfoku modularitas kiilondsen alkalmas
egyre komplexebb jelatviteli halozatok kialakitasara, hiszen ujabb és ujabb kapcsolatok, és
ezaltal egyre innovativabb szabalyozasi funkcidk johetnek 1étre viszonylag egyszerti genetikai
események, mint példaul rekombinacid, deléci6 vagy inszercio, eredményeként (Bhattacharyya

et al., 2006).

A genomszekvencidk annotaldsa eredményeképp megismerhettiik a kiilonbozé fajok
genomjaiban jelenlévd kindz gének nukleotid szekvencidit, illetve azok filogenetikai
kapcsolatait. Feltehetden a helyhez kotott életmod kovetkezményeként, a ndvényi genomokban
a kinaz gének eléfordulasa jelentdsen magasabb mint az allati genomokban. Mig a human
genom mintegy 500 kinaz gént tartalmaz (Manning et al., 2002), addig a virdgos ndvények
koziil az egyik legkisebb genommal rendelkezé Arabidopsis genomjaban csaknem ezer kinaz
talalhatd (Zulawski et al., 2014), ami az Osszes fehérjekddold gén 2 szdzaléka humanban,
viszont 4% Arabidospisban, mikdzben egyébként a gének szamat tekintve a két genom
nagyjabol hasonlé méretli. Ez a jelentds kiilonbség bizonyara a helyhez kotott életmod

kovetkezménye, és egyben felhivja a figyelmiinket a ndvényi kinaz kutatds fontossdgara,

crer

2.2. A mitogeén-aktivalt protein kinaz (MAPK) jelatvitel

Tobb, mint 30 évvel felfedezésiik utan (Sturgill and Ray, 1986; Ray and Sturgill, 1988;
Rossomando et al., 1989) hatalmas mennyiségli irodalmi adat igazolja a mitogén-aktivalt
protein kinazok (MAPK) kozponti szerepét a jelatviteli folyamatokban. E sorok irdsakor a
PubMed adatbazisban a ,,MAP kinase” kulcsszoval végzett keresés tobb mint 130 ezer talalatot
eredményez. Ehhez képest a ,,MAP kinase plant” kulcssz6 mintegy 6700 kozleményt ad, ami
jol tiikrozi a novényi MAPK-okra vonatkozo6 ismereteink korlatait.

A szerin/treonin  protein  kindz  tipusi MAP  kindazok a CMGC
(CDK/MAPK/GSK3/CLK) kinaz csoportba tartoznak, ezen beliil filogentikailag a sejtciklus
szabalyozasban kulcsfontossdgii CDK-khoz (cyclin-dependent kinases) allnak a legkdzelebb
(Manning et al., 2002).

A MAPK jelatviteli utak felépitésének jellegzetessége, hogy azokban hierarchikusan

rendezett protein kinazok egymast reverzibilis foszforilacioval aktivaljak, igy alakitva ki egy
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foszforilacids kaszkadot (3. abra). A kaszkadban minimum hérom kindz tipus szerepel, amelyek
foszforilalatlan allapotban inaktivak, az aktivacios hurokban talalhato foszforildcios helyek
foszforilacidja kovetkeztében veszik fel az aktiv konformaciot. A névaddé MAPK-ok a
hierarchia also szintjén helyezkednek el, a TxY aktivacidos motivumban szerepld treonin és
tirozin aminosavakat a kovetkezd hierarchikus szinten szerepld, MAP kinaz kinazok (MAPK
kinaz, MKK) foszforiladljak. Az MKK-k Un. kettds specificitdsu protein kindzok, amelyek
egyarant képesek szerin/treonin ¢€s tirozin foszforilaciora is. Ezeket a MAP kindz kinaz kinaz
enzimek (MAP3K) aktivaljak. Filogenetikailag az MKK ¢és MAP3K kinazok az un. STE
csoportba tartoznak, ami nevét az €lesztd Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinazokrél kapta. Ez a

csoport filogentikailag viszonylag tavol all a CMGC csoporttél (Manning et al., 2002).

Elesztdben és emberben jol meghatirozott MAPK jelpalyak alakultak ki. Sarjadzé
¢lesztében (Saccharomyces cerevisiae) az ozmotikus stressz altal aktivalt HOG jelpalya a Pbs2-
Hogl (MKK-MAPK) modulbdl all. A péarosodasi/filamentumos ndvekedési jelpalyat a Ste7
(MKK) ¢s a Fus3/Kssl (MAPK) alkotjak, ez parosodasi feromonok ¢és nitrogénhiany hatasara
aktivalédik. A novekedési faktorok ¢€s stressz aktivalt sejtfal integritasi jelpalya tagjai az
MKK1/MKK2 ¢és Mpk1. Emlésokben négy MAPK jelpalya alakult ki, az ERK (MEK1/MEK2—
ERK1/ERK2), p38 (MKK3/MKK6—p38a/b/g), INK (MKK4/MKK7-JNK1/INK2/IJNK3) és az
atipikus ERKS5 (MEKS5-ERKY) jelpalydk (zardjelben az MKK-MAPK alkotok). Ezeket
alapvetden vagy novekedési faktorok és mitogének (ERK ¢s ERKS) vagy gyulladasos citokinek
¢s stressz (p38 és JNK) aktivaljak.

A MAP kinazok az aktivacids hurok foszforilacidja altal aktivalt protein kinazok kozé
tartoznak. Az inaktiv MAPK aktivalasahoz az aktivaciés hurokban elhelyezkedd TxY motivum
kettds foszforilacioja sziikséges, amit az MKK csalad tagjai végeznek el. Ez a TxY egy
karakterisztikus MAPK motivum, aminek szekvencidja a kiilonb6zé MAPK tipusokra jellemzd
mintazat: TEY ERK és KSS1 esetében, TGY p38 ¢s HOGI esetében, valamint TPY a JNK
kinazoknal.

Az els6é novényi MAP kinazokat tobbé-kevésbé parhuzamosan 1993-ban irta le tobb
csoport is (Duerr et al., 1993; Jonak et al., 1993; Stafstrom et al., 1993). Ezt kdvetéen gyorsan,
mar a kilencvenes évek kozepére egyértelmiien kirajzolddott, hogy a névényi MAP kinazok a
kornyezeti stresszek széles skalajanak intracellularis kozvetitésében szerepet jatszanak, mint pl.
sebzés és mechanikai hatasok (Seo et al., 1995; Bogre et al., 1996), hideg és vizhiany (Jonak et
al., 1996) és patogén fertézés (Ligterink et al., 1997; Zhang and Klessig, 1997). Mindekdzben
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leirtdk az els6 novényi MKK (Shibata et al., 1995) és MAP3K (Kieber et al., 1993; Banno et
al., 1993) géneket is.

ingerr

Szenzor/receptor l

3. Abra A MAP kinaz kaszkad.

sejtmembran

A kanonikus MAP kinaz kaszkadot

minimum harom, hierarchikusan
|nakt|v m aktiv . . .
elrendezett kinaz enzim alkotja,

amelyek aktivitasat az aktivacios
hurok foszforilacios allapota hatarozza

S/ ¥ meg. A kinazok nem foszforilalt
inaktiv ‘ {\ “ aktiv allapotban inaktivak, a felsé kinazok
altali foszforilacid hatasara veszik fel
az aktiv konformaciot. A hierarchia

folyamatokat. Ezeket a fels6 MAPK

XY also szintjén a névaddé MAP kinazok
inaktiv m - aktiv  (MAPK) 4llnak, amelyek specifikus
szubsztrat fehérjéik foszforilalasan
‘ m ‘ kindzok (MAPKK, MKK) aktivaljak,
amelyeket pedig MAPKK kinazok

keresztiil szabalyozzak az adaptacios
megvaltozott megvaltozott megvaltozott (MAPKKK, MAP3K) aktivalnak. A

aktivitas stabilitas lokalizécio MAP3K-k aktivalasa valamilyen
N Y o — érzékeldfehérje altal aktivalt
adaptacié foszforilacios mechanizmuson
keresztiil torténik.

A kilencvenes évekre jellemzd, hogy ebben az idoben még nem valt dominans
modellnévénnyé a ludfli, igy az ekkoriban sziiletett eredmények még az abban az idOben
leginkabb elterjedt laboratoriumi ndvényfajokkal (pl. lucerna, dohany) végzett kutatasok soran
sziilettek. 2000-ben azutdn jelentds valtozast hozott az Arabidopsis genom publikécioja
(Arabidopsis Genome Initiative, 2000), ami annak a fényében kiilondsen figyelemremeélto
eredmény, hogy a human genom elsé eldzetes valtozatit csak 2001-ben publikaltak
(International Human Genome Sequencing Consortium, 2001; Venter et al., 2001). Az
inszercios mutans kollekciok elérhetévé valasa (Alonso et al., 2003), a ladfi laboratoriumi
hasznalatdnak egy¢éb eldnyeivel egyiitt azonban nagyon gyors valtozasokat eredményezett, igy
a kétezres évek elejétdl kezdédden a ndvényi MAPK kutatasok legjelentdsebb eredményei is

els6sorban ehhez a modellrendszerhez kapcsolodnak.
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E trendnek megfelelden, az elsd tobbé-kevésbé teljesen leirt novényi MAPK jelpalyat
2002-ben, Asai ¢és munkatarsai kozolték, amely a bakterialis flagellin elicitor jelatvitelében
jatszik szerepet Arabidopsisban (Asai et al.,, 2002). Ez a jelpdlya a flagellin FLS2
transzmembran receptor altali érzékelésének kovetkeztében aktivalodik, a MAPK kaszkad
pedig a MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 (MAP3K-MKK-MAPK) komponensekbdl all, ami végiil
is WRKY tipusu transzkripcios faktorok aktivalasat eredményezi. Ennek megfeleléen az aktiv
MEKK1-t, MKK4-et, MKKS5-6t, illetve WRKY29-et expresszalo levelek ellenallobbak voltak
a Pseudomonas syringae fert6zéssel szemben.
genomban kodolt kindz gének kompendiumat, a human kinomot (Manning et al., 2002), illetve
a novényi MAPK gének atfogd filogenetikai analizisét (MAPK Group, 2002). Ezek az
eredmények tovabbi lendiiletet adtak a novényi MAPK kutatdsoknak. A korai annotacio
nyomdn a novényi, illetve a gombaékat ¢és az allatokat is magaba foglalé rendszertani csoport,
az Opisthokonta szupercsoport tagjaiban talalhaté MAPK-ok kozott két alapvetd kiilonbségre
deriilt fény. Egyrészt a ndvényekben nagyobb szami MAPK gén talalhato: az éleszt genom 4,
a human 10 kanonikus MAPK-t kodol, ezzel szemben az Arabidopsis genomban 20, a
kanonikus MAPK-oknak megfelelé szekvenciat azonositottak (MAPK Group, 2002). Ehhez
hasonl6d szdmi MAPK-t azonositottak a késdbbiekben vizsgalt ndvényi genomokban is, pl.
Hamel et al., (2006). Ez a jelenség megfelel annak a kordbban emlitett trendnek, hogy a ndvényi
kinémok nagyobb aranytiak a genomban. A MAPK gének mellett 10 MKK és 60 MAP3K gén
talalhato (MAPK Group, 2002), igy a MAPK kaszkadok elemei az Arabidopsis kindbm mintegy
10 szazalékat teszik ki.

A masik alapvetd kiilonbség, hogy az Opisthokonta fajokra jellemz6, hogy a
funkciondlisan eltérd jelpalyakhoz tartoz6 MAPK-ok filogenetikailag is elkiiloniilnek, és a
jellegzetes TxY MAPK aktivacios motivum is tipusonként eltéré (TEY, TGY vagy TPY). Ezzel
szemben, bar a névényi MAP kinadzok is négy csoportra kiilonithetdek filogentetikailag (A-D)
(MAPK Group, 2002) (5. abra), viszont a TxY motivum nem mutatja az Opisthokontakra
jellemzé valtozatossagot. Az A-B-C csoportok TxY motivuma az allati ERK tipusa MAPK-
okkal megegyezden TEY, a D csoportban pedig ennek egy valtozata, TDY motivum talalhato,
a nagyon hasonl6 aszparaginsav (D) talalhato.

A ndvényi és allati MKK-k kozotti kiilonbség, hogy mig az allati MKK-k aktivacios
motivuma S/TxxxS/T, addig a két foszforilacios hely kozott 5 spacer aminosav taldlhatod

novényekben (S/TxxxxxS/T). Mind a MAP kinazokra, mind a MAPK kinézokra jellemzd, hogy

21



dc_2005_22

a kindz doménen kiviil mas fehérjedomén nem taladlhatd szekvenciajukban. Az egyetlen
figyelemremélto kivétel a novényekben azonositott B MKK csoport, amelynek a legtobb fajban
egy tagja van (Arabidopsisban az MKK3). A B csoporthoz tartoz6 MKK-kra jellemzd, hogy a
kinaz domén mellett egy C-terminalis Nuclear transport factor 2 (NTF2) domén is talalhato
benniik. Az NTF2 egy viszonylag kisméretli nukleoporin koté fehérje, ami a cargo proteinek
sejtmagi importjaban jatszik szerepet (Quimby et al., 2000).

A MAP3K tipusu kindzok a MAPK jelatviteli fehérjék legnagyobb és legheterogénebb
csoportjat alkotjak valamennyi eukaridta csoportban (Champion et al., 2004; Colcombet et al.,
2016).
¢letmodbeli és egyedfejlodésbeli kiilonbségeibdl addddan eltéré mechanizmusaira vonatkozo

eredményeinket a dolgozat késébbi fejezeteiben részletesen ismertetem.

A novényi MAPK jelatvitel funkcidjara vonatkozé ismereteink elsdsorban az A
csoportba tartoz6 MPK3/MPK6 paraldg part és a B csoportba tartoz6 MPK4-et, illetve ezek
ortologjait vizsgalo kutatasokbdl szarmaznak. Ezek az eredmények egy megddbbentd szintli
funkcionalis komplexitast tartak fel: ezek a kindzok szamos ndvényi életfolyamatban jatszanak
kozponti szerepet, mint példaul az abiotikus ¢és biotikus stresszekre adott védekezd valaszok,
valamint kiilonb6z6 fejlédési folyamatok szabéalyozésa (de Zelicourt et al., 2016; Jagodzik et
al., 2018; Zhang et al., 2018; Bigeard and Hirt, 2018; Komis et al., 2018; Lin et al., 2021; Chen
et al., 2021; Krysan and Colcombet, 2018).

A legfontosabb funkcionalis felfedezések szorosan dsszekapcsolddtak az els6 PAMP, a
biotrof patogén baktérum, a Pseudomonas syringae, flagelluméabdl szarmazé flg22 elicitor
peptid felfedezésével, amit a névények egy specifikus receptor altal vészhelyzeti szignalként
érzékelnek, MAPK aktivacidt eredményezve (Felix et al., 1999; Gomez-Gémez and Boller,
2000; Droillard et al., 2004). A két alapvetd flg22 aktivalt funkcionalis MAPK jelpalya a
MAPKKK3/5-MKK4/5-MPK3/6 és a MEKK1-MKK1/2-MPK4. A PTI mellett az MKK4/5-
MPK3/6 modul az ETI jelatvitel altal is aktivalédik, az NBS-LRR citoplazmas receptor RPS2
altal felismert Pseudomonas effektor, az aviRPT2 hatésara (Tsuda et al., 2013). Erdekes modon
a kétféle patogén felismerés altal indukalt MAPK aktivacié dinamikaja eltérd: a PTI esetében
gyors ¢és tranziens (kevesebb mint 30 perc), mig ETI esetében lassabb €s ordkon at fenntartott.
Az MKK4/5-MPK3/6 modul szerepét a gazcserenyildsok patogénfelismerést kovetd
bezardédasaban is leirtak (Su et al., 2017a). A két patogén aktivalt jelpalya elemei abiotikus
stresszek €s tapanyaghidny hatasara is aktivalédnak (Ichimura et al., 2000; Chardin et al., 2017).
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Az MPK3/6, MPK4 fejlddésben betoltott funkcidi koziil két folyamatot ismeriink a
legrészletesebben. A YODA-MKK4/5-MPK3/6 jelpalya a gédzcserenyildsok kialakuldsanak
mintdzatdban jatszik meghataroz6 szerepet (Wang et al.,, 2007). A NACK-PQR jelpalya
szerepét a citokinezisben alaposan tanulmanyoztdk mind dohany, mind Arabidopsis
rendszerekben (Takahashi et al., 2004; Sasabe and Machida, 2012). Ez a jelpalya az NPK1-
NQKI1-NRKI1 kaszkadbodl all dohanyban, és ezek ortologjaibodl (ANP1/2/3-MKK6-MPK4)
Arabidopsisban.

E két jol ismert jelpalya mellett a MAPK jelatvitel szerepét leirtdk tobbek kozott a
viragszervek fejlddésében (Bush and Krysan, 2007) abszcisszidjaban (Cho et al., 2008), a kék
(Sethi et al., 2014) és vords (Xin et al., 2018) fény szignalizciojaban, vagy a polaris auxin

traszport (PAT) gatlasaban (Dai et al., 2006).

A legfontosabb novényi MAPK jelpalydk architektirajara ¢és miikddésére vonatkozo
ismereteinket szdmos Osszefoglald tanulmany bemutatja (Andreasson and Ellis, 2010;
Colcombet and Hirt, 2008; de Zelicourt et al., 2016; 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 konvergélni, illetve lefel¢é hogyan képesek ezek a

jelpalyak ennyiféle eltérd folyamat szabalyozéasara hatni?

Az allati rendszerekben a receptor fehérjék ¢és a MAPK kaszkadok kozotti jelatviteli
kapcsolatok elmei és miikddésiik nagyon jol ismertek, mivel az azokat érinté mutaciok jelentds
szerepet jatszanak szdmos daganattipus kialakuldsdban, igy azok megismerése jelentds
er6forrasokkal rendelkezd, magas prioritasu kutatasi teriilet volt az utobbi évtizedekben. Ehhez
képest a MAP3K hierarchia szint feletti jelatvitel néhany elemét novényekben csak az utdbbi
években azonositottdk. A novényi transzmembran patogén receptorokat a MAPK kaszkadokkal
az RLCK (receptor-like cytoplasmic kinases) kindzcsoport tagjai kacsoljak ossze (Cui et al.,
2018). Példaul a BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE1 (BSK1), az RLCK XII
alcsalad egyik tagja, ami az FLS2 immunkomplex egyik fontos komponense, a MAPKKKS5-6t
foszforiladlja (Yan et al., 2018). Tovabba a MAPKKKS5-6t a patogén receptorktdl lefelé
elhelyezkedé RLCK VII alcsalad tagjai is kozvetleniil foszforilaljak (Biet al., 2018). Az RLCK
VII kinazok a patogén indukalt MPK4 aktivalasban szerepet jatszo MEKKI-et, egy masik
MAPK3K-t is foszforilalnak (Bi et al., 2018). Erdekes médon a MAPKKK5-6t az MPKG6 is
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foszforilalja, ami egy kivalo példa a jelatviteli szintek kdzotti poszttranszlacios visszacsatolasra
(lasd 2.1.4.).

Az ingerek érzékelése és a MAPK jelpalyak aktivalasa kozotti kapcsolatban a jelatviteli
fehérjéken kiviil azonban meghataroz6 szerepe van egy univerzalis masodlagos hirvivo
csoportnak is, a reaktiv oxigénformaknak (reactive oxygen species (ROS)). A ROS széles korti
biologiai szerepe, és a MAPK-ok szinte univerzalis ROS indukalt aktivacidja jol illeszkedik a
MAPK jelatvitel funkciondlis sokszinliségérdl kialakult képbe (Liu and He, 2017; Waszczak et
al., 2018). Habar a ROS képzddés normal élettani koriilmények kozott is eléfordul, jelentdsen
megnovekedhet kiilonb6zo biotikus €s abiotikus stresszhatdsok kovetkeztében, mint példaul
patogén fertdzés, magas fényerdsség, so stressz vagy vizhiany (Torres and Dangl, 2005; Suzuki
et al., 2012). Mivel a til magas ROS koncentracid karosité hatasa, kontroldlasdra ROS
gyokfogo rendszerek alakultak ki, amelyek alapvetden két f6 csoportra oszthatéak: enzimatikus
¢s nem enzimatikus gyokfogok (Foyer and Noctor, 2009). Az enzimatikus gyokfogok a
kiilonbozo reaktiv oxigénforméak enzimatikus atalakitasat végzik, mint példaul a szuperoxid
diszmutdz (SOD), katalaz (CAT), peroxidaz (PRX), aszkorbat peroxiddz (APX), glutation
peroxidaz (GPX) ¢s a dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR). A nem enzimatikus gyokfogok
olyan oldhat6 molekuldk, amelyeket a reaktiv oxigénformak képesek oxidalni. A glutation
(GSH) ¢és az aszkorbat (ASC) emlithetéek, mint a legfontosabb nem enzimatikus rendszerek,
amelyek a H>O-ot képesek H,O és O molekulakka redukalni.

Potencialisan karos hatasaik mellett, a reaktiv oxigénformak fontos szerepet jatszanak a
stresszvalaszok ¢és a novekedés €s fejlodés szabalyozasdban, mint masodlagos hirvivok. Régota
megfigyelt jelenség, hogy az R proteinek altal sikeresen felismert patogének egy kétfazisa ROS
képzddést indukalnak, egy kisebb amplitiddju tranziens elsd fazist (ROS burst), amit egy
hosszan fenntartott, sokkal magasabb amplitud6ja mésodik fazis kovet (Lamb and Dixon, 1997,
Grant and Loake, 2000). Kétfazisi ROS hullamot abiotikus stresszhatdsokkal dsszefliggésben
is leirtak (Grant and Loake, 2000; Joo et al., 2005). A hirvivé ROS termelésének meghatirozo
enzime a Respiratory burst oxidase homolog D (RbohD), aminek a hosszutavi, szisztemikus
jelatvitelben betoltott szerepét is leirtak (Miller et al., 2009).

Kiils6 H>O> vagy o6zon kezelés szdmos MAPK jelatviteli komponens aktivalasat
eredményezi, ugyanakkor a MAPK kaszkadok genetikai manipulacioja a ROS védekezésben
betoltott funkcidjukat (gyokfogd enzimek génexpresszios szabalyozasat) is igazolta (Pitzschke
and Hirt, 2009, 2006).

A MAPK jelpalyak altal lefelé kifejtett szabalyozd mechanizmusok sokféleségét az

altaluk foszforilalt szubsztrat fehérjék sokszinlisége biztosithatja.
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2.3. MAP kinaz szubsztratok

Habar csak néhany MAPK jelpalya funkcidja jellemzett részletesen, az eredmények
alapjan egyértelmli, hogy ezek nagyon sokféle biologiai folyamatban részt vesznek,
gyakorlatilag a novényi élet legtobb aspektusaval kapcsolatba hozhatoak. Igy értelemszeriien
mertil fel a kérdés, hogy vajon hogyan képesek kiilonbozd jelek ugyanazokon a jelpalydkon
keresztiil kiilonféle specifikus véalaszmechanizmusokat szabalyozni? A MAPK kaszkadok
kapcsolatai mind a jelatviteli folyamat hierarchiajaban fels6 (upstream) aktivatorok, mind a
jelatviteli hierarchidban alsé (downstream) szubsztratok irdnyaban részletesen jellemzettek
humanban, ahol egy olyan miikddési mechanizmust ismertiink meg, amelyben tobbféle felsd
receptor jele konvergal ugyanarra a MAPK jelutra, mig a kaszkad aljan elhelyezkedd MAP
kinazok meglepden nagyszamu szubsztrat fehérjét foszforilalnak. Mint azt az el6z6 fejezetben
bemutattuk, bar a részletek kevésbé ismertek, de kiillonféle szignalok novényekben is az dket
specifikusan felismerd receptorokon, azok pedig RLCK-okon keresztiil aktivalnak MAPK
kaszkadokat, illetve a kdrnyezeti ingerek igen széles skéldja eredményezi kdzos masodlagos
hirvivék megjelenését, mint pl. a MAPK aktivatorként jol ismert reaktiv oxigénforméak. Ugy
tinik tehat, hogy a felsé jelek konvergenciaja a novényi MAPK jelatvitelre is jellemzo
miikddési struktura.

A gomba ¢és human MAPK jelatvitel masik jellegzetessége a MAPK kaszkadtol lefelé
terjedd jelaramlas divergenciaja. Ezekben a rendszerekben igen nagyszamtt MAPK szubsztrat
fehérje ismert, pl. mind az ERK, mind a JNK tipust human MAP kinazoknal t6bb mint szaz
szubsztrat fehérjét irtak le (Yoon and Seger, 2006; Bogoyevitch and Kobe, 2006; Unal et al.,
2017). A foszforilacio a szabalyozott fehérjék enzimatikus vagy kotési aktivitdsanak,
stabilitasanak vagy intracelluldris lokalizaciojanak megvaltoztatdsan keresztiil azok
funkcionalis valtozasahoz vezet. A kiilonb6zo felso jelek konvergencidja és az alsé szubsztratok
divergenciaja jol illeszkedik a MAPK jelatvitel funkcionalis sokoldalisagarol megismert
képbe.

A novényi MAPK szubsztratokra vonatkozo6 ismereteink azonban messze elmaradnak
az Opisthokonta MAPK szubsztratokrol elért eredményekhez képest, példaul az elsé novényi
MAPK szubsztratokat (Cheong et al., 2003; Liu and Zhang, 2004; Limmongkon et al., 2004)
tobb mint egy évtizeddel az els6 human MAPK szubsztratok utan (pl. Pulverer et al., 1991)
kozoltek. Mindazonaltal a novényi MAPK szubsztratok felfedezése az utobbi években

egyértelmiien lendiiletbe jott, egyrészt szamos potencialis szubsztratot azonositottak nagy
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ateresztoképességli  (high-throughput) modszerekkel, masrészt nagyjabol 50 szubsztrat
foszforilacigjat jellemezték részletesen.

Mivel a MAPK jelpalyak funkcionalis kimenetét a szubsztrat fehérjék hatarozzak meg,
a kinaz-szubsztrat kolcsonhatdsok specificitdsanak biztositasara specifikus biokémiai
mechanizmusok fejlédtek ki. A MAP kinazok un. prolin-iranyitott protein kinazok, ahol a
szubsztrat kotést altalaban rovid dokkold motivumok biztositjadk. A prolin-irdnyitott protein
kindzok olyan szerin vagy treonin aminosavakat foszforildlnak, amelyeket a polipeptidlancban
C terminalis irdnyban egy szomszédos prolin aminosav kovet (S/TP hely). A kinaz-szubsztrat
felismerést az aktiv centrum helyett gyakran dedikalt interakcios felszinek (dokkolo helyek)
biztositjak. Ez lehetdvé teszi a kinaz halozatok evolucios flexibilitasat a katalizis
hatékonysdganak fenntartdsa mellett. A MAP kindzok egy un. ,kozos dokkolohellyel”
(common docking (CD) site) rendelkeznek, ami a kolcsonhatd partnerek komplementer
kotéhelyével, a D motivummal (D motif/D site) képes kotést kialakitani. A CD hely konszenzus
szekvenciaja [LH]-[LHY]-D-x¢2)-[ DE]-E-P-x-[CA], mig a D motivum konszenzus [KR](0-3)-X(o-
2)-[KR]-x-4)-[ILVM]-x-[ILVF] (x: barmilyen aminosav) (Dinkel et al., 2014). A MAPK
felszinén talalhato CD hely savas aminosavai a D motivum bazikus aminosavaival, nagyméretii
hidroféb aminosavai pedig a megfeleld0 hidrofob aminosavakkal alakitanak ki
kolesonhatasokat, igy biztositva egy hatékony felismerési és kotési mechanizmust, nemcsak a

szubsztrat, de regulator fehérjékkel (pl. MKK-k, foszfatazok) is.

Potencidlis MAPK szubsztratok alapvetden két, koncepcionalisan ellentétes kisérleti
megkozelitéssel azonosithatdak. Egyrészt nagy ateresztOképességli, un. ,eldfeltételezés
nélkiili” (unbiased) modszerekkel, masrészt megel6zd ismereteken, hipotéziseken alapuld,
,jelolt alapu”™ kisérleti megkozelitésekkel. Az élesztd két-hibrid (Y2H) rendszer egy népszerii
elofeltételezés nélkiili stratégia protein kdlcsonhatasok detektalasara, amit sikerrel alkalmaztak
MAPK kolcsonhato fehérjék azonositasara is, amelyek tobbsége szubsztratnak bizonyult.

A komparativ foszfoproteomika lehetdvé teszi nagy szamu potencidlis szubsztrat
proteomikai azonositasat. Ebben a megkdzelitésben eltér6 MAPK aktivitast mintdkban
eltéréen foszforilalt peptideket detektalnak tomegspektrometria (MS - mass spectrometry)
modszerrel. Emlds kisérleti rendszerekben, a sejtkulturak hasznalata egy jol bevalt, széles
kortien alkalmazott, hatékony kisérleti eszkdz a protein kindzok kutatdsaban, csakigy, mint a
kiilonboz6 kismolekulas kindz inhibitorok alkalmazasa, orvosi jelentdségiiknek koszonhetden.
Ezt a megkozelitést kvantitativ foszfoproteomikai MAPK foszforilacidé detektalasara is

alkalmaztak, pl. Pan et al., (2009). Mindazonaltal, a sejtkultirdk hasznalata a
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novénybioldgiaban nem nyert ilyen széles korli elfogadottsagot, az intracellularis folyamatok
tanulméanyozasaban nyilvanvalo elényei ellenére sem (amit egyik nemzetkdzi élvonalba tartozo
mentorom ,,a ndvénybiologusok mazochizmusanak” kétségtelen jelének latott); a kinaz
inhibitorok pedig rosszul jellemzettek novényi anyagokon. gy a novényi kutatdsokban
elsésorban a genetikai megkdzelitések élveznek prioritast.

Tobb funkcidveszté MAPK mutanst vizsgéltak Osszehasonlitdé foszfoproteomikai
modszerekkel, és igy azonositottak szdmos genotipus fliggd foszfoproteint (Liu et al., 2015;
Rayapuram et al., 2018). Két tanulmanyban dexametazon (DEX) indukalhaté promoter altal
szabalyozott heterolog MKK-kat hasznaltak transzgénikus Arabidopsisban, amelyek MPK3/6
aktivaciot eredményeztek. Az egyik kisérletben egy konstitutiv aktiv dohany (Nicotiana
tabacum) MKK expresszidjaval 141 putativ MAPK szubsztratot irtak le (Hoehenwarter et al.,
2013). Egy hasonlo kutatds soran, ahol a petrezselyem (Petroselinum crispum) MKKS
konstitutiv valtozatat hasznaltdk, 592 potencialis foszfoproteint azonositottak (Lassowskat et
al., 2014). Tovabbi 14 putativ MPK3/6 szubsztritot azonositottak indukalt MKK?7
tulexpresszioval (Huck et al., 2017). Egy jol jellemzett MAP3K, a YODA konstitutiv aktiv
valtozatanak tulexpressziojaval 430 specifikusan foszforilalt proteint irtak le (Sopefia-Torres et
al., 2018).

Ezekkel a megemelt kindzaktivitasi eredményekkel kapcsolatban azonban két 1ényeges
probléma is felmeriil. Egyrészt, a kozvetleniil MAP kindzok altal és a kozvetve foszforilalt
fehérjék megkiilonboztethetetleniil egyarant megjelennek benniik, masrészt mivel a kaszkadban
feljebb elhelyezkedd kindzokat alkalmaznak, nem egyértelmii, hogy egy adott szubsztratot
konkrétan melyik MAP kindz(ok) foszforilaljak. Ezzel egyiitt, ezek a tanulmanyok t6bb szaz
fehérjét azonositottak, igy kialakult egy értékes és folyamatosan boviilo kataldgus a potencidlis
MAPK szubsztratokrol (els6sorban MPK3/6 targetek).

A protein microarray technoldgiat szintén sikerrel alkalmaztdk nagy ateresztoképességii
in vitro szubsztrat azonositas céljabol. Ezzel a megkozelitéssel 48 potencidlis MPK3 ¢és 39
MPK6 szubsztratot azonositottak (Feilner et al., 2005), illetve egy nagy jelentdségii
tanulmanyban 10 Arabidopsis MAPK altal foszforilalt 570 proteint detektaltak (Popescu et al.,
2009).

Elméletileg putativ kindz szubsztratok a protedom in silico szlirésével is azonosithatoak,
jellegzetes, specifikus peptid motivumok azonositdsdval. MAPK szubsztratok esetén erre
legalkalmasabb motivumnak a D-site dokkolé6 motivum tlnik. Kiilonbozd in silico
megoldasokon (pl. gépi tanulés) alapuld megkozelitésekkel mar tobbszor azonositottak sikerrel

MAPK szubsztrat jelolt fehérjéket a humén proteémban (Gordon et al., 2013; Whisenant et al.,
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2010; Zeke et al., 2015). Ehhez hasonld megkozelitéseket novényekben még nem alkalmaztak,
azonban Sorensson és munkatarsai sikerrel azonositottak MAPK szubsztratokat egy eltérd
koncepcid alkalmazasaval. Kiindulasként a prolin iranyitott MAPK foszforilacios hely
kornyezetében preferalt szekvencia motivumot azonositottak egy random pozicionalis peptid
konyvtar segitségével, majd ezt a motivumot hasznaltak bioinformatikai szlirésre (Sérensson et
al., 2012). A szamitogépes szubsztrat azonositas tehat egy miikodoképes megkozelitésnek
tlinik, ami minden bizonnyal nagyobb jelentdségre tesz szert a jovOben. Az ilyen modszerek
fejlodésével kiaknazhatova valik a megkozelités egyik fontos eldnye a kisérletes nagy
ateresztOképességli szlirésekkel szemben, hogy az in silico sziirés hatékony marad az
alulreprezentalt (pl. csak specidlis sejttipusokban vagy specifikus koriilmények kozott

expresszalt) szubsztratok esetében is (Whisenant et al., 2010).

Egy adott fehérje, a vizsgalt kinaz altal torténd foszforilacidjat elsd 1€pésként altalaban
in vitro kinaz teszttel igazoljak, ahol tisztitott kindz és szubsztrat fehérjéket radioaktiv jelolt
ATP jelenlétében inkubaljak. A szubsztrat molekuldra tortént foszfattranszfer mértékét, a
szubsztrat SDS-PAGE szeparalasat kovetOen, a radioaktiv szigndl intenzitdsanak
meghatarozasaval allapitjak meg (pl. autoradiografiaval). A modszernek komoly hatranyai
fehérjék alkalmazasa (Peck, 2006; Pan et al., 2009), masrészt a sugarveszély. A sugarveszély
tiofoszforilacié alkalmazasaval kikiiszobolhetd (Leissing et al., 2016).

In vivo szubsztrat foszforilacio detektaldsara egyre nagyobb teret nyerd megkozelités az
eltérden foszforilalt protein izoformdk elvalasztdsa novényi eredetli mintakbol. Bizonyos
esetekben a foszforilalt protein izoformdk eltéréen migralnak standard SDS-PAGE elvélasztas
soran, ami immunoblot médszerrel alkalmas a foszforilacid vizsgalatara, pl. (Li et al., 2015;
Palm-Forster et al., 2017; Pecher et al., 2014; Xu and Chua, 2012). A foszforilaciot végzé
kindzok thlexpresszald vagy funkcidveszté ndvényanyagok hasznalatdval azonosithatoak,
habar a redundancia az utébbi mddszer esetében problémat okozhat. Az elvalasztd gélt
foszfatkotd komponenssel kiegészitve jelentés mértékben felerdsithetd az eltéré migracio
mértéke (phos-tag technoldgia) (Kinoshita et al., 2006). A phos-tag mobilitas valtas modszerrel
igazoltak példaul a WRKY34 MPK3/6 éltali foszforilacigjadt a him gametogenezis
folyamataban, ahol a redundancia problémajat is sikeresen kikiiszobolték a T-DNS inszercio és
RNS interferencia kombinéciojaval (Guan et al., 2014). Az eltérden foszforilalt izoformak
phos-tag modszerrel torténd elkiilonitése tehat egyértelmiien kezd teret nyerni, mint

fehérjefoszforilacios kisérleti megkozelités (pl. Bethke et al., 2009; Mao et al., 2011; Meng et
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al., 2013; Patharkar and Walker, 2015; Furlan et al., 2017). Habar a novényi fehérjék elleni
specifikus antitestek elérhetdsége jelenthet egy sziik keresztmetszetet, azonban ez a probléma
epitop-jelolt fehérjeformak haszndlataval kikiiszobolhetd.

A fehérje izoformak szeparalasanak klasszikus modszere a kétdimenzios elektroforézis,
ahol a fehérjéket eldszor izoelektromos pontjuk alapjan valasztjadk szét (izoelektromos
fokuszalas), majd erre merdlegesen, molekulatomeg szerint is elvalasztjak dket. P1. a PATL2
MPK4 altali foszforilacigjat 2D-Western blottolassal mutattak ki, ahol hdrom izoforma relativ
aranyanak valtozasat hasonlitottak 6ssze (Suzuki et al., 2016). Ennek a modszernek egy ujszerti
technologiai tovabbfejlesztése a kapillaris izoelektromos fokuszalassal kapcsolt nanofolyadék
immunteszt (capillary isoelectric focusing coupled nanofluidic immunoassay) (cIEF
immunteszt/cIEF-immunoassay), ami lehetévé teszi a mintak kapillarisban torténd,
automatizalt, magas felbontast izoelektromos fokuszalast majd egyben a kapillarisban torténd

immundetekcidjat (O’Neill et al., 2006).

A MAPK jelatvitel biologiai funkcidinak valtozatossagat jol reprezentéalja az azonositott
szubsztratok funkcionalis sokfélesége. Az egyedileg jellemzett szubsztratok szédma is
és/vagy nem foszforildlhaté mutans proteinformék hasznédlataval. Legtobbjiik stressz
valaszokban jatszik szerepet, mind abiotikus (pl. ICE1 (Li et al., 2017), MYB41 (Hoang et al.,
2012), HSFA4A (Pérez-Salamo et al., 2014)), mind biotikus (pl. MKS1 (Andreasson et al.,
2005), VIP1 (Djamei et al., 2007), WRKY33 (Mao et al., 2011)) stresszek esetében, €s egyre
tobb, fejlodési folyamatokkal asszocialt fehérjét is azonositanak MAPK szubsztratként (pl.
SPCH (Lampard et al., 2008), MYC2 (Sethi et al., 2014), PIF3 (Xin et al., 2018)). Az etilén,
mint fontos ndvényi hormon, szerepet jatszik a kornyezeti valaszok és a novényfejlodés
kiilonbozo aspektusainak szabalyozasaban, a MAPK jelatvitelt 6sszefliggésbe hoztak, mind az
etilén bioszintézissel, mind az etilén jelatvitellel (Hahn and Harter, 2009; Xu and Zhang, 2014).
Ennek megfeleléen, szubsztrat szinten is mindkét folyamatban résztvevé fehérjéket

azonositottak (pl. Liu and Zhang, 2004; Yoo et al., 2008).

A MAPK-szubsztrat interakciok mechanizmusait az MPK3 altal foszforilalt fehérjék
példajan keresztiil részletesen Osszefoglalja Pitzschke (2015). A MAPK szubsztratokra
vonatkoz6 eredményeket egy Osszefoglald tanulmanyban dolgoztuk fel (Doczi and Bogre,
2018), ahol részletesen bemutatjuk az egyedileg jol jellemzett n6vényi MAPK szubsztratokat
(4. abra).
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A diagrammon a potencialis MAPK foszforilacios szerin/treonin aminosavpoziciok (csillag) és D-hely

tipust MAPK dokkolohelyek (tomor dobozok) relativ pozicidit tiintettiik fel, az abra aljan lathato, az

aminosav poziciokat jelz0, méretskala szerint. Az MPK4 altal foszforilalt fehérjék az MKS1, WRKY?33,
ASR3, PAT1, PATL2 és MYB75. A tobbi fehérje MPK3/6 szubsztrat, a WRKY33-at és PIN1-et az

MPK3/6 ¢és az MPK4 is foszforilalja. A tobbszords foszforilacio és a foszforilacios klaszterek

kialakuldsa altalanos jelenségnek tiinik. A prolin iranyitott S/T foszforilacids helyek eldfordulési

gyakorisaga a 38 Arabidopsis szubsztratban 1,13/100 aminosav, mig a proteombol egy véletlenszam

generatorral kivalasztott 38 fehérjébol allo kontroll minta esteében 0,64/100 aminosav volt, ami

fellilreprezentaltsagra utal. (Ddczi és Bogre (2018) nyoman)

Azota tovabbi novényi MAPK szubsztratokat jellemeztek, mint pl. a gdzcserenyildsok

fejlodésében szerepet jatsz6 MASS proteinek (Xue et al.,, 2020), a patogénvalasz

represszoraként miikodo CAMTAZ3, amely flg22 elicitor hatasara bekovetkezd foszforilacid

hatdsara destabilizalodik ¢és exportalédik a sejtmagbdl (Jiang et al., 2020), a szintén a

patogénvalasz szabdlyozasaban résztvevé ERF72 transzkripcids faktor, amely MPK6 altali
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foszforilacidja fokozza DNS-kotd aktivitasat (Park et al., 2021), a kiilonbozd fejlodési
folyamatok szabéalyozasdban résztvevé MYB75 transzkripcios faktor (Kreynes et al., 2021), és
a paradicsommagok csirazasat és ABA jelatvitelét szabdlyoz6 SnRK fehérjék (Song et al.,

2021).
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3. A kutatasok célkitiuzései

Mivel posztdoktori kutatasaimat az Arabidopsis genom, illetve kozvetleniil az abban
kodolt annotalt MAPK jelatviteli génkészlet publikalasat kovetdéen kezdtem meg, elsd
célkitiizésiink 0j jelatviteli palyak azonositasa és azok funkcionalis jellemzése volt, az immar
elérhetdvé valt inszercidos mutans ndvényananyagokat is bevonva a posztgenomi kisérleti
eszkoztarba. A funkcionalis ismeretek boviilésével fokozatosan valt egyértelmiivé a novényi
MAPK szubsztratokra vonatkoz6 ismereteink nagymértékli hidnya, ami egyben jelentds sziik
keresztmetszetet jelentett a részletes funkcionalis vizsgalatok terén is. Ezért valasztottam 6nallo
kutatasaim egyik f6 célkitiizéséiil 1j MAPK szubsztratok azonositasat. Mivel id6kdzben a
funkciondlis  kutatdsink  fokusza a  stresszrezisztencia ~ mechanizmusokrol —a
fejlodésszabalyozasra helyez6dott at, igy célunk specifikusan a fejlédésszabalyozasban
szerepet jatszo szubsztratok azonositasa lett. A kindz-szubsztrat interakcidok kutatasi
modszertana azonban még ekkor is alapvetden az évtizedekkel korabban kialakitott in vitro
kinaz tesztre alapozott, annak minden hatranyaval egyiitt, igy célul tliztik ki a kindzkutatas
kisérleti eszkoztaranak bovitését egy in vivo foszforilacios események detektalasara alkalmas

modszer kialakitasaval.

A publikalt novényi genomok szaménak fokozatos boviilése lehetdve tette a komparativ
genomikai megkozelitések alkalmazasat a novényvilagban, igy célul tiztik ki a ndvényi
hatterének kialakitdsdhoz kivantunk hozzajarulni. Az alacsonyabb rendii novények, mint pl. a
z0ldalgak genomjaban kédolt MAPK génkészletek megismerése egyben lehetdvé tette az azok
funkcidjat célzo6 kutatdsok megkezdését is. Erre a célra kiilonosen alkalmas a Chlamydomonas
reinhardtii egysejtli fotoszintetikus modell organizmus, amelynek alapkutatdsi felhasznalasa
(pl. fotoszintézis vagy lipid bioszintézis kutatasban) és biotechnoldgiai potencialja (pl. értékes
metabolitok vagy biolizemanyag eléallitasa) ellenére is igen korlatozottak a stressztoleranciara
és annak molekularis szabalyozasara vonatkozo ismereteink. Igy célként hataroztuk meg a
zoldalga MAPK jelatvitel reverz genetikai funkcionalis vizsgalatat C. reinhardtii mutansok

felhasznalasaval.
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4. Modszerek

4.1. Novényanyagok

4.1.1. Arabidopsis novényanyagok és nevelési koriilmények

Ladfti  kisérletekben  Arabidopsis  thaliana  Columbia (Col-0)  o6kotipust
ndvényanyagokat hasznaltunk. A magokat 0,5 x Murashige & Skoog (MS) taptalajon (Sigma-
Aldrich vagy Duchefa) csiraztattuk, a csirandvényeket 21-23 °C, 60-70% relativ paratartalom
és 140 (£20) umol/m?/sec hideg fehér fényen, hossztinappalos (16 h fény/8h sotét) koriilmények
mellett neveltiik. A T-DNS inszercids vonalakat a Nottingham Arabidopsis Stock Centre-bdl
szereztilk be, a genotipizalas sordan polimeraz lancreakciéval (PCR) ellendriztiik az inszert
jelenlétét, a beépiilési poziciot Sanger szekvenalassal igazoltuk (Doczi et al., 2007, 2019).
Transzgénikus Arabidopsis vonalakat viragmeritéses modszerrel allitottuk el (Clough, 2005),
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Koncz and Schell, 1986) térzset hasznalva.

A merisztémaaktivitas mérésére de-etiolacios kisérleti rendszert hasznaltunk (Ddczi et
al., 2019; Lopez-Juez et al., 2008). E célbdl standard modon sterilizalt és hidegkezelt magokat
72 oran keresztiil, teljes sotétségben csiraztattunk. Az etiolalt csirandvényeket ezutan standard
nevelési koriilmények kozott, folyamatos fényen neveltiik tovabb, majd a megfelelé mintakat
kiilonb6z6 idOpontokban begyljtottiik. Mintdnként 20-40 csirandvényt mértiink. Acetonos
fixalast kovetden a targylemezekre Hoyer oldatban (80 g kloralhidrat, 10 ml glicerin 30 ml
az ImageJ szoftver hasznélataval kvantifikaltuk. A kisérleteket minimum héromszor ismételtiik

meg, hasonlé eredményekkel.

4.1.2. Pseudomonas fertozési teszt

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000) torzset King’s B tapoldatban
(Weigel and Glazebrook, 2002) novesztettiik, majd centrifugalast kovetden a sejteket 10 mM
MgSOs és 0,02% SilwetL-77-ben 10° cfu/ml siiriségre higitottuk. A ndvényeket meritéssel
fertdztiik, majd a bakterialis novekedést 10 mM MgSOs-ban dorzsolt levélmintak 25 mM/ml
rifampicin tartalmt King’s B lemezeken sz€lesztett higitasi soraival kapott telepszamok alapjan
hataroztuk meg, Weigel és Glazebrook (2002) mddszerével. A statisztikai analiziseket SPSS

10.07 programmal végeztiik el. Az Osszes replikdcid adatainak log transzformdcidja utan az
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atlagértékek tObbszordos Osszehasonlitdsara normalis eloszlas szerint egyszempontos

varianciaanalizissel Tukey HSD probat végeztiink.

4.1.3. Sejtkultura, protoplasztalas, tranziens transzformacio

A sejtkultura fenntartés, protoplasztalas, tranziens transzformécid, in vitro kinaz teszt,
és riporter teszt pontos, reprodukéalhatd protokolljat egy modszertani konyvfejezetben teljes
részletességgel leirtuk (Doczi et al., 2011).

Munkank soran a Koncz Csaba csoportjdban (Max-Planck-Institut fiir
Pflanzenziichtungsforschung, Koln, Németorszag) Arabidopsis Col-0 gyokérbdl inditott
sejtkultarat hasznaltuk protoplasztok eldallitdsara (Mathur and Koncz, 1998a, 1998b). A
sejtkultirat szobahOmérsékleten, sotétben, heti 1:5 aranyu higitassal, frissen készitett
Arabidopsis taptalajban (4,414 g/l MS, B5 vitaminok (Duchefa), 30 g/l szachardz, 1 mg/l 2,4-
diklorfenoxiecetsav (2,4-D), pH 5,7) tartottuk fent.

Protolpasztalashoz 3-4 nappal a higitds utani sejteket hasznaltunk. A sejtfalat BS-GM
(3164 mg/l BS por (Duchefa), 0,34 M gliikéz, 0,34 M mannitol, pH 5,5) taptalajban 0,5%
cellulaz és 0,1% macerozim (Yakult vagy Serva) enzimmel inkubalva tavolitottuk el. Tranziens
expressziohoz 6 x 10° protolpaszt/ml végsd koncentraciora beallitott szuszpenziot hasznaltunk.
Transzformaciéhoz mintdnként 1-3 x 10° protoplasztot és 5 ug DNS-t hasznaltunk minden
egyes plazmid konstrukcidobdl (maximum 15 pg/minta). A transzformacié hatékonysaga
szempontjabol a baktériumbdl tisztitott plazmid DNS tisztasdga kritikus, e célbol QIAGEN
Plasmid Maxi kitet (QIAGEN) hasznéltunk. Ezt 10-15 percig inkubaltuk PEG oldattal (25%
PEG 6000, 0,45 M mannitol, 0,1 M Ca(NO3),), amit 0,275 M Ca(NO3)> oldattal mostunk el,
végiil a protoplasztokat BS GM téptalajban inkubaltuk felhasznélésig.

4.1.4. Chlamydomonas reinhardtii tenyészanyagok és nevelési kériilmények

A Chlamydomonas MAPK funkcionalis kisérleteink eredményeit e sorok irdsakor még
nem publikaltuk, igy az alabbiakban ezeket a modszereket teljes részletességgel bemutatom.

A Chlamydomonas reinhardtii — CC-5325 torzset, €s az ebben a hattérben eldallitott
mkkl €s mpk8 inszercidos mutans vonalakat (LMJ.RY0402.148994 ¢s LMJ.RY0402.137651) a
Chlamydomonas Resource Center-bdl (University of Minnesota, USA; chlamycollection.org)
szereztlik be, genotipizalasukhoz a G1, G2 és 11, 12 primerparokat hasznélva és a PCR termékek
szekvenalasval igazoltuk az inszerciok jelenlétét a vart poziciokban (Li et al., 2016).

A folyadékkultarakat Erlenmeyer lombikokban, Tris-acetat-foszfat (TAP) taptalajban
folyamatos megvilagitas mellett razatva inkubdltuk. A TAP taptalaj Osszetétele: TAP-
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/Beijerinck sok (7 mM NH4Cl, 0,34 mM CaCl,2H»0, 0,4 mM MgSO47H,0, foszfat oldat (1,3
mM KH2POy4, 0,62 mM K;HPO4), 0,02 M Tris-HCI, Hutner féle nyomelem oldat (0,13 mM
Na;EDTA, 0,018 mM FeSO47H20, 0,07 mM ZnSO47H20, 0,18 mM H3BOs;, 0,031 M
MnCl>2H;0, 6,5 uM CuCl>2H>0, 6,2 uM HoMoO4H20, 6,7 uM CoCly6H>O (Hutner et al.,
1950) és 1ml/l jégecet, pH 7,0 (KOH hozzdadasaval).

10 ml starter kultirdt egy napig inkubdltuk egy asztali razolapon (130 rpm),
szobahdmérsékleten (~24 °C), folyamatos megvilagitds mellett (70 pmol/m?/s). A starter
kultarékat otszor higitottuk, majd a kezelések eldtt tovabbi harom napig inkubaltuk azonos
koriilmények mellett. A kezelést megel6zéen a kultarakat egységesen 0,2 optikai denzitasra
(OD; A=750 nm) allitottuk be. A kezeltlen kontroll mellett a mintdkat kiilonb6zo
inkubaltuk tovabb. Eldzetes kisérleteikben megallapitottuk, hogy a fenti nevelési koriilmények
mellett az OD érték a kultardk sejtszamaval egyenesen aranyos, igy a kisérleti kulturak
novekedését spektrofotometridval mértiik a kezelés kezdetétdl négy napon 4t (stacionarius
fazisig). A kisérleteket harom fiiggetlen bioldgiai ismétlésben végeztiik el, hasonld
eredményekkel.

A fotoszintetikus aktivitdas méréséhez a harom Chlamydomonas genotipust (vad tipust
CC-5325, mkkl és mpk8) a fenti koriilmények kozott eléneveltiik és 6tszor higitottuk, amig
kozéps6 exponencialis fazisnak megfeleld striiséget értek el (~100 sejt/ml). Mindegyik
kultarabol 3 ml-t kis Petri csészékbe helyeztiink (egy csésze kezelésenként) majd a megfeleld
végkoncentracid szerinti mennyiségli paraquatot adtuk a tapfolyadékhoz. A kultarakat
valtozatlan koriilmények mellett 24 6ran at inkubdltuk. A II. fotokémiai rendszer (PSII)
maximum kvantum hatékonysagat mérd Fv/Fm paramétert 2, 4, 6 és 24 6raval a kezelés kezdete
utdn hatdroztuk meg pulzus amplitidé modulaciés fluorométerrel (Imaging-PAM M-Series
fluorometer; Walz, Effeltrich). Ehhez a mintdkat 30 percig sotét adaptaltuk, majd egy
LEDArray Illumination Unit IMAG-MAX/L (A=450 nm) altal gerjesztett, 1,0 s telitési pulzus
(PPFD=3000 umol/m?/s) hataséara az Fv/Fm értéket a van Kooten és Snel altal meghatarozottak
szerint hataroztuk meg (van Kooten and Snel, 1990). A kisérletet harom fiiggetlen biologiai

ismétlésben végeztiik el, hasonlo eredményekkel.
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4.2. Molekularis biologiai modszerek

4.2.1. Polimeraz lancreakcio (PCR), DNS klonozas, helyiranyitott mutagenezis

A kereskedelmi forgalomban beszerezhetd molekularis biologiai kiteket mindig a gyarto
altal biztositott protokollok szerint hasznaltuk. Altalanos DNS klonozasi céljokra Escherichia
coli DH5a torzset hasznaltunk.

A klonozas céljabol végzett PCR reakciokhoz magas masolasi hliségli DNS polimerazt
(Pfu (Thermo Fisher) vagy Pwo (Merck)) hasznaltunk. Detekcios célit PCR reakcioknal Taq
polimerazt (Thermo Fisher) hasznaltunk. Klonozéashoz végzett PCR amplifikaciok estében 28-
32, detekcios PCR reakcidoknal 35-40 ciklusszamot alkalmaztunk. A
denaturacio/primercsatolas/lanchosszabbitas idejét altalaban 30/30/60 masodpercre allitottuk,
a lanchosszabbitas idejét hosszabb (>1 kb) termék esetén a polimeraz gyari instrukcidinak
megfelelden ardnyosan megemeltiik. A primercsatolasi hdmérsékletet a gyartd altal megadott
értékek szerint alkalmaztuk, esetlenként online eszkdoz hasznalataval szamoltuk
(tmcalculator.neb.com).

A PCR terméket Zymoclean Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research) segitségével
izolaltuk. A PCR fragmenteket pGEM-T Easy klonozovektorba ligaltuk, pPGEM-T Easy Vector
Systems TA-klonozé kit (Promega) segitségével. Mivel a magas masoldsi hliségli DNS
polimeréazok a 3’ tilnyulo6 adenint eltavolitjak, a hatékony T/A klonozédshoz azt a reakcidelegy
fagyasztasaval inaktivaltuk, majd 10 perc, 72 °C-os inkubalas mellett Taq polimerazzal
csatoltunk 3’ talnyulé adenint a szintetizalt DNS szalakhoz.

A kompetens DHS5a E. coli sejteket Mix & Go kit (Zymo Research) hasznalataval,
hézilag éllitottuk eld. A gyartdi protokoll szerint elvégzett hésokk transzformaciot kovetden a
sz¢élesztett kultarat 100 pg/ml ampicillint tartalmazé szelekcios LB taptalajon (10 g/l Tryptone,
5 g/l élesztOkivonat, 5 g/l NaCl, 15 g/l agar, pH 7,0) inkubaltuk éjszakan at 37°C -on. Plazmid
DNS izolalast EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep Kittel (Bio Basic) végeztiik. A
klénozott fragmentek helyességét szekvendlassal (Macrogen Europe) ellendriztik. A DNS
klonok kiilonb6zé célvektorokba torténd szubklonozasat a megfeleld restrikcios helyeket
felhasznalva végeztiikk, az egyes konstrukciok eldallitasdhoz hasznalt konkrét restrikcids
klonozasi modszereket az értekezés alapjaul szolgald kozleményekben részletesen leirtuk. A
restrikciés endonukledzokat, T4 DNS-ligazt, és egyéb moddositd enzimeket, dNTP
nukleotidokat, valamint az enzimreakciokhoz sziikséges pufferoldatokat a New England

Biolabs, a Promega ¢és a Fermentas/Thermo Fisher cégektdl szereztiik be.
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Helyiranyitott mutagenezist a QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit
(Agilent Technologies) hasznalataval végeztiink. A mutagén PCR utan a templat (nem mutalt)
plazmidokat DNS metilacio fliggd Dpnl restrikcios endonukleazzal emésztve tavolitottuk el. A
gyartoi protokolltol annyiban tértiink el, hogy a reakcidterméket a klonozasi reakcidkhoz is
rutinszertien hasznalt kompetens E. coli DH5a sejtekbe transzformaltunk (Mix & Go Kit, Zymo
Research), mivel azok kompetenciaja e célra is megfeleléen magasnak bizonyult.

A molekularis klonozashoz, illetve a helyirdnyitott mutagenezishez hasznalt

oligonukleotidok szekvenciait az értekezés alapjaul szolgélo kézleményekben bemutattuk.

4.2.2. RNS tisztitas, kvantitativ RT-PCR

Teljes RNS kivonast Qiagen RNaesy Plant Mini Kit (Qiagen) hasznalataval gyartoi
utasitdsok szerint végeztiink. Az opcionalis DNaz kezelést Qiagen DNase away (Qiagen)
hasznalatdval végeztiik el. cDNS szintézist oligo(dT)15 primerrel és M-MLV reverz
transzkriptdz enzimmel (Promega) végeztiink. A kvantitativ RT-PCR reakcidkat CFX96
Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) késziilékkel, KAPA SYBR FAST,
Master Mix Universal qPCR Kit (Kapa Biosystems) hasznalataval végeztiik.

4.3.  Fehérje biokémiai modszerek

4.3.1. Kvantitativ éleszto kéthibrid teszt

A kvantitativ éleszt6é kéthibrid teszteket Teige et al., (2001) mddszere szerint L40
¢lesztotorzzsel végeztiik. Az MKK LexA-BD ftzids konstrukciokhoz pPBTM116 (Vojtek et al.,
1993), mig a MAPK Gal4-AD fuzioés konstrukciokhoz pGAD424 (Clontech) vektorokat
hasznaltunk. A sejtkivonatokat 2 mM o-nitrofenil-B-D-galactopiranozid szubsztrattal
inkubaltuk, az interakciot B-galaktozidaz aktivitas (unit) / milligramm protein értékben fejeztiik

ki.

4.3.2. Novenyi fehérje tisztitas és immunblottolas (Western blot)

A folyékony nitrogénben lefagyasztott ndvény-, illetve protoplasztmintakat Lacus
pufferben tartuk fel (Bogre et al., 1999); 25 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 15 mM etilénglikol-
tetra-acetat, 75 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol, 1 mM NaF, 0,5 mM NazVOs, 15 mM -
glicerofoszfat, 15 mM para-nitrofenil-foszfat, 0,1% Tween 20, 1 tabletta Complete

proteinazgatlo keverék (Merck), és 40 perc, 18 000 g-vel, 4 °C-on torténd centrifugélassal
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szeparaltuk. A mintak fehérjekoncentracioit Bradford-mddszerrel (Bradford reagens, ready-to-
use, Fermentas), 595 nm hulldmhosszon, spektrofotometridval mértiik.

A fehérjemintakat redukalé felvivopufferrel (5x Lane Marker, Thermo Scientific) 95
°C-on 5 percig inkubaltuk, majd 10%-os SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE)
elvalasztottuk SE250 elektroforézis késziilékben (Hoefer), Tris-glicin SDS pufferben (Lonza).
Az igy elvalasztott fehérjéket Tris-glicin pufferben (Lonza) Immobilon-P polivinilidén-
difluorid membranra (Millipore) blottoltuk, TE22 Mighty Small (Hoefer) elektroblottold
késziilékkel.

Az 5% zsirszegény tejporral blokkolt membrant a megfeleld antitestettel éjszakan at, 4
°C-on, foszfatpufferelt fiziologids s6oldatban (PBS) (Lonza) 0,1% Tween-20-szal, 75 rpm-en
razatva inkubaltuk. Amennyiben az elsddleges antitest nem volt tormaperoxidazzal (HRP)
konjugalt, akkor mosast (PBS, 0,1% Tween 20) kdvetéen HRP konjugalt masodlagos antitesttel
1 oraig szobahOmérsékleten inkubaltuk. A membrankotott HRP  konjugalt antitestek
detektalasat kemilumineszcens szubsztrattal (Pierce ECL Western Blotting Substrate, Thermo
Scientific) végeztiik, amit rontgenfilmen (CLXposure film, Pierce) mutattunk ki. Az egyes

felhasznalt antitesteket az értekezés alapjaul szolgald kozleményekben bemutattuk.

4.3.3. Rekombindns feherjék tisztitasa

Glutation S-transzferaz (GST) fizids rekombinans MAPK fehéréjéket pGEX4-T1
vektorban (Amersham Pharmacia Biotech), Escherichia coli BL-21 codon plus (Stratagene)
torzsben kifejeztetve allitottunk eld. A baktériumkultarak novesztését €s a fuzios fehérjék
tisztitdsat Matsuoka et al., (2002) modszere szerint végeztiik. A transzformans E. coli kultirat
ampicillin tartalmt LB tapoldatban, 37 °C-on novesztettiik As00=0,3 optikai denzitasig, majd
tovabbi 20 o6ran at 21 °C-on, 0,1 mM IPTG (izopropil-B-D-tiogalaktopiranozid) indukaloszer
mellett. A fehérjetisztast 4 °C-on végeztiik. A centrifugalassal O0sszegyljtott sejteket PBS
mosast kdvetden 0,5% Triton X-100 és 1mM fenilmetilszulfonol fluorid (PMSF) tartalma PBS-
ben szuszpendaltuk, majd szonikalassal lizaltuk. A feliilluszohoz glutation szefar6z 4B-t adtunk
(Amersham Pharmacia Biotech). Keverés és PBS mosas utan a gyongyoket 50 mM Tris—HCl-
ben (pH 7,5) oldott10 mM redukalt glutationnal elualtuk.

A szubsztrat foszforilacios kisérletekhez hasznalt rekombinans fehéréjéket Nagy és
Me¢észaros, (2014) szerint, in vitro transzkripcid/transzlacié modszerrel allitottuk eld. E célbol a
kédolo szekvencidkat pEU3-NII-GLICNot vektorba szubklonoztuk ligazmentes klonozassal
(Bardoczy et al., 2008). Az in vitro mRNS szintézist TranscriptAid T7 High Yield Transcription
Kittel (Thermo Scientific), a sejtmentes transzlaciot WEPRO7240H Expression Kittel (Cell
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Free Sciences, Japan) végeztiik. A transzlacios elegyhez a His6-fuzidos az MPK3 és MPK6
foszforilacids elegyben torténd aktivalasa céljabol konstitutivan aktiv myc:MKK4-et, mig az
MPK4 mellé MKK1-et kddol6 mRNS-t is adtunk.

Az in vitro transzlalt His6-MAPK fehérjéket TALON magneses gyongyon (Clontech),
az in vitro transzlalt GST fuzids MAPK szubsztrat fehérjéket pedig Gluthation Magnetic

Beads-en (Thermo Scientific), affinitdskromatografiaval tisztitottuk.

4.3.4. In vitro kindz teszt

A MAPK-ok MKK altali foszforilaciojanak vizsgalatdhoz 1 mg rekombinans GST-
MAPK fehérjét 15 pl kindz reakcié pufferben (50 mM Tris, pH 7,5, 1 mM DTT, 10 mM
MgCls, 0,1 mM ATP, és 3 mCi of [y-**P]ATP), protoplasztbél immunoprecipitilt myc:MKK3
(vad tipus vagy konstitutivan aktiv valtozat) fehérjével inkubaltuk.

A szubsztrat fehérjék MAPK altali foszforilaciojanak vizsgalatdhoz 300, illetve 100 ng
in vitro transzlalt, affinitastisztitott szubsztrat, illetve kindz proteint hasznaltunk. Kontrollként
10 ug MBP-t (myelin basic protein), egy generikus MAPK szubsztrat szolgalt. A reakcioelegy
Osszetétele a kovetkezd volt: 20 mM N-2-hidroxietil-piperazin-N'-2-etan-szulfonsav, pH 7.5,
100 uM ATP, 1 mM ditiotreitol, 15 mM MgCl,, 5 mM etilénglikoltetra-acetat, 5 uCi [y-
32P]ATP és gyongyhoz kotott GST-szubsztrat fizids fehérje.

Minden kinaz reakcidt szobahémérsékleten 30 percig végeztiink, majd SDS felvivd
puffer hozzdadasat kovetden 2 perces 95 °C-os hokezeléssel allitottuk le. A reakciotermékeket
SDS-PAGE elvalasztast kovetoen autoradiografidval és Coomassie Brilliant Blue R 250

festéssel értékeltiik ki.

4.3.5. Ko-immunprecipitdcio

Ko-immunprecipitacio céljabol 50 mM Tris, pH 7,8, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,1%
Nonidet P-40, és proteaz inhibitor mix (Roche) dsszetételli fehérjekivond puffert hasznaltunk.
500 mg proteint tartalmaz6 kivonatot 50 pl protein A-szefardz gyonggyel 2 6ran at 4 °C-on
eldtisztitottunk, majd éjszakan at 50 ul gyonggyel a megfeleld antitest jelenlétében végeztiik a
ko-immunprecipitaciot. A mintakat haromszor mostuk (50 mM Tris, pH 7,8, 150 mM NaCl, 5
mM EGTA, 5 mM EDTA, és 0,1% Tween 20), majd immunblot detekciot végeztiink.

Az anti-MPK7 antitestet az Eurogentec allitotta eld, nyul immunizacidval, egy

szintetikus C-terminalis HZN-LYYHPEAEISNA-COOH peptid ellen.

39



dc_2005_22

4.3.6. Immunkomplex kindz teszt

Az immunkomplex kindz teszteket Cardinale et al. (2002) szerint végeztiik. Azonos
fehérjemennyiséget tartalmazo fehérjekivonatokat immonprecipitaltunk 30 upl protein A—
szefardz gyongyokkel. A gyongyodket eldszor kétszer mosoé pufferben (50 mM Tris, pH 7,4, 250
mM NaCl, 5 mM EGTA, 5 mM EDTA, 0,1% Tween 20), majd egyszer kinaz reakcio6 pufferben
(20 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM MgCl, 5 mM EGTA, 1 mM DTT) mostuk. Az
immunprecipitalt fehérjékkel 15 ul 5 mg MBP-t, 0,ImM ATP-t és 3 mCi [y-*’PJATP-t
tartalmaz6 kindz reakci6 pufferben végeztiik el a kinaz reakciot. Az MBP foszforilaciot 15%

SDS-PAGE szeparaciot kovetden autoradiografiaval vizualizaltuk.

4.3.7. Kapillaris izoelektromos fokuszalassal kapcsolt nanofolyadék immunteszt (clIEF
immunteszt)

A cIEF immunteszt (capillary isoelectric focusing coupled nanofluidic immunoassay
(cIEF-immunoassay)) kisérleteket NanoProl00 (ProteinSimple) késziilékkel végeztik. A
reagenseket ¢és a fogyoeszkozoket a ProteinSimple cégtdl szereztiik be. A kisérletek soran
minden 1épést 4 °C-on, egy hiitédobozban végeztink el. A folyékony nitrogénben
gyorsfagyasztott protoplasztokat 100 ul végtérfogatban kiolvasztassal 10s vortexeléssel lizaltuk
(94 ul Bicin/CHAPS puffer, 4 pl vizoldhat6é inhibitor mix, 2 pl DMSO inhibitor mix). A

lizatumokat centrifugélassal valasztottuk szét (14 000 rcf, 40 perc, 4 °C), a feliiluszok fehérje

crer

crer

be.

146,7 ul Premix G2 pH 3-10 vagy 5-8 szepracios gradienst 3,3 ul pl Standard Ladder
pl referencia sorral voretexeléssel dsszekevertiink. Mintankként 4 pl lizatumot (0,1 mg/ml)
adtunk 12 pl szepracios gradiens/pl standard keverékhez, amibdl a NanoPro lemez ,,A” soraba
mintankként 4-4 pl-t vittiink fel. 10 pl els6deleges antitestet 1:50 aranyban Antibody Diluent
oldatban higitottunk, amit a ,,B” sorba vittiink fel. 10 pl tormapeoxiddz (HRP) konjugalt
masodlagos antitestet, Antibody Diluent oldatban 1:100 ardnyban higitva a ,,C” sorba vittiink
fel. Amennyiben az elsddleges antitest kdzvetleniill HRP konjugalt volt, a ,,C” sorba 10 pl
Antibody Diluent oldatot vittiink fel. Az igy 0sszeallitott lemezt 2 500 rcf-en, 5 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, majd a ,,D” sorba 500 pl 1:1 ardnyt Luminol — Peroxide oldatot, az ,,E” sorba
pedig 1800 ul Wash Buffert vittiink fel. Miutan a kapillaris vajatokba 900 pl elektrolit oldatot

vittiink fel, a lemezt a mintatartoba helyeztiik, és helyreillesztettiik a kapillaris patront.
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A szeparalas és detektalas minden 1épése a NanoPro rendszerben automatikusan, elére
programozottan tortént. Az izoeelektromos fokuszalas 15 mW-tal, 30 percig tortént. Az
izoelektromos pont szerint elvalasztott fehérjék rogzitése a kapilldrisban 100 s UV
megvilagitassal, a gyari beallitasok szerint tortént. Az elsddleges és masodlagos antitestekkel
két, illetve egy oras inkubdacios iddt alkalmaztunk, minden inkubalasi 1épés elott a kapillarisokat
kétszer 150 masodpercig mostuk. A kemilumineszcens detekciot 60, 120, 240, 480 és 600
masodperces expoziciés idokkel végeztiik. Adatfeldolgozdséhoz a Compass szoftvert
(ProteinSimple) hasznaltuk. Minden kisérletet legalabb haromszor elvégeztiink, konzisztens

eredményekkel.

4.3.8. Tomegspektrometria

In vitro foszforilaciés reakciobdl szarmazd GST:PIN1-HL fehérjeizolatumot gélben
tortént emésztést kovetden, folyadékkromatografiaval (LC-MS/MS), Orbitrap Elite
tomegspektrométerrel analizaltuk. A minta 75%-at foszfopeptid dusitast kovetden, a maradék
25%-ot dusitatlanul vizsgaltuk. A Proteome Discoverer szoftverrel (Thermo Fisher Scientific)
generalt cstcslistat a Swissprot adatbazisban illesztettiik, ProteinProspector keresémotorral. A

részletes kiséreti koriilmények Dory et al. (2018) publikaciojaban elérhetdek.

4.3.9. GUS aktivitas meghatarozadsa

Hisztokémiai festést Jefferson (1987) modszere nyoman, 5-bromo-4-kloro-3-indolil-f3-
gliikuronsav szubsztratot hasznalva Mohammed et al. (2018) szerint végeztiik. Fluorimetriai
méréshez a fehérjekivonatot és a GUS aktivitds mérését Jefferson (1987) szerint végeztiik. A

kivonatokat a Bradford reakcidval meghatarozott fehérjekoncentracio alapjan standardizaltuk.

4.4. Mikroszkopos modszerek

A GUS festések eredményeit és az in vitro csirandvények fejlodését kiilonbozo tipust
sztereomikroszkopokkal rogzitettiik.

A de-etiolacids kisérletek soran Nikon Optiphot 2 mikroszkdphoz illesztett Nikon
DXM1200 digitalis kameraval készitettiink fényképeket. Statisztikai analizis céljabol a
levélkezdemények tertiletét ImageJ szoftverrel (National Institutes of Health, United States)
hataroztuk meg.

Immunfluoreszcencia vizsgéalatokhoz Zeiss LSM 5 DUO pdasztdzd mikroszkdpot,

fluoreszcens fehérjék detektalashoz Leica TCS SP8 konfokalis mikroszkopot hasznaltunk.
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4.5.  Bioinformatikai modszerek

A létrehozott vektorkonstrukcidkat egy plazmidtérképeket kezeld szoftvercsomag, a
Clone Manager (Sci-Ed) segitségével tartottuk nyilvan, amit a restrikcidos emésztések
tervezésére, ellendrzésére is hasznaltunk. Homologia keresésre az NCBI BLAST feliiletet
hasznaltuk, szekvenciaillesztéseket €s filogenetikai analiziseket részben az EBI ClustalW és
MUSCLE bongészdalkalmazasaiban, részben pedig a MEGAS/6 programcsomagokkal
végeztiik. Szekvencia logokat a WebLogo alkalmazassal allitottunk eld (Crooks et al., 2004).
Szekvenalasi eredmények ellenérzésére a Clone Manager szoftver paros szekvenciailleszto
alkalmazasat hasznaltuk. Oligonukleotid primerek tervezéséhez a Clone Manager vagy a
Primer3 (http://primer3.sourceforge.net/) szoftvereket vettiik igénybe.

MAPK szekvencidk azonositasara alga proteomokban a 20 Arabidopsis MAPK kinaz
domén szekvenciainak illesztésével hmmbuild-del kialakitott Hidden Markov Model (HMM)
profilt alkalmaztunk. Az igy kapott szekvenciakat a HMMER 3.036 hmmscan csomagjaval
szurtliik, majd a fennmaradé szekvencidkat egyesével ellendrizve vélasztottuk ki a kanonikus

MAPK szekvencidkat.
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5. Eredmények

5.1. Az MKK3 jelatviteli palya azonositasa és szerepe a biotikus stressz valaszban

5.1.1. Ui MAPK jelpdlyadk térképezése irdanyitott élesztd két-hibrid tesztekkel

Az Arabidopsis genom publikaladsa, majd a MAPK gének annotacidja lehetévé tette az
Arabidopsis genomban kodolt valamennyi MAPK szisztematikus vizsgalatat, ami a korabbi,
véletlenszerli génazonositasokhoz képest egy paradigmavaltast jelentett a novényi MAPK
jelatvitel kutatasaban. Ebben az izgalmas iddszakban kapcsolodtam be a Vienna Biocenterben
Heribert Hirt professzor csoportjaban végzett Arabidopsis MAPK kutatdsokba. Els6 1épésként
eléallitottuk az azonositott 20 MAPK ¢és 10 MKK (MAPK fehérjéket foszforilalo kinazok) gén
(MAPK Group, 2002) ¢cDNS klénjait RT-PCR alapti klonozassal. Szekvencia ellendrzést
kovetden a cDNS fragmentumokat megfeleld expresszids vektorokba szubklonoztuk. Célunk
annak a kérdésnek megvalaszolasa volt, hogy ezek a kindzok hogyan alkotnak jelatviteli utakat
¢és azok milyen biologiai funkcioval rendelkeznek.

A potencidlis MAPK jelatviteli palyak azonositasa céljabol az 6sszes MAPK és MKK
génparral irdnyitott €lesztd két-hibrid tesztet végeztiink (5. dbra). Ennek eredményként egyrészt
igazoltunk az irodalomban mar kozolt kindz kapcsolatokat (pl. MKK4/5-MPK3/6 (Asai et al.,
2002)), masrészt azonositottunk szamos 0j kapcsolatot, amelyek koziil a tovabbiakban az
MKK?2 ¢s MKK3 jelpalyainak részletes funkcionalis jellemzését végeztiik el (Teige et al., 2004;
Doczi et al., 2007), tobb mas kapcsolatokat pedig késdbb mas csoportok kozoltek, pl. Takahashi
et al. (2010).

Az azonositott MKK2-MPK4/6 jelatviteli palya a hideg és sO stressz valasz
szabalyozasaban jatszik szerepet (Teige et al., 2004). Kiilondsen érdekes eredménynek tlint az
MKK3-MPK1/2/14 interakciok azonositasa, mert ez két olyan kindz csoport kozotti jelpalya
1étét tarta fel, amelyekrol korabban semmilyen publikalt adat nem allt rendelkezésre.

Az MKK3 a novényi MKK-k B csoportjahoz tartozik, ami egy tobb szempontbdl is
egyediilallo, novényspecifikus MKK csoport (MAPK Group, 2002; Hamel et al., 2006). A B
csoport egyik jellegzetessége, hogy minden ndvénygenomban csak egy gén tartozik ide,
masrészt ezek a gének 3’ iranyban egy NTF (nuclear transfer factor) domént kodolo szakaszt is
tartalmaznak. Habar o6nalld6 NTF proteineket mas eukaridta genomok, igy novények is,

kédolnak, ez a fajta fuziés MKK-NTF kombinécié egy génben, csak ndvényekben jott 1étre. Az
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MPK1/2/7 pedig a novényi MAP kinazok C csoportjadhoz tartoznak, ami a mai napig egy

viszonylag kevéssé jellemzett kinaz csoport.

— MAPK MKK
- ' csoport " csoport

erdssége

interakcié C —E AMPK2 C

AMPK16 AIMKKS

AtMPK17

— AWMPK9
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5. Abra Iranyitott kéthibrid tesztekkel kimutatott MAPK-MKK kélcsonhatéasok.

Az Arabidopsis MAPK ¢és MKK kodolé cDNS-eket ¢élesztd kéthibrid vektorokba klonoztuk, majd
azokkal az 6sszes MAPK-MKK parositas szerint kvantitativ galaktozidaz teszteket végeztiink. A kinaz
tipusok az abra bal és jobb oldalan, az Arabidopsis MAPK és MKK proteinszekvenciak alapjan
létrehozott filogenetikai fak szerint szerepelnek, az egyes filogenetikai csoportok (A-D) feltiintetésével.
A detektalt kdlcsonhatasokat erdsségiik alapjan, szines 0sszekotd vonalak jelzik. A két legfontosabb
ujonnan felfedezett modul az MKK2-MPK4/6 (Teige et al., 2004) és a az addig nem jellemzett B csoport
MKK ¢s C csoport MAPK-ok kdzotti kapesolatok (Doczi et al., 2007).

5.1.2. Az MKK3 C csoportba tartozo MAP kinazokat aktival és foszforilal

Annak igazolasara, hogy az MKK3 képes MAP kinazt aktivalni Arabidopsisban,
sejtkulturabol izolalt protoplasztokat transzformaltunk kilenc hemagglutinin (HA) epitdp fzids
MAPK konstrukcioval, amelyek mind a négy MAPK csoportot reprezentaljak. Ugyanezt a
kinaz sorozatot ko-transzformaltuk vad tipusu és konstitutiv aktiv myc epitép fuzios MKK3

konstrukciokkal. A konstitutivan aktiv valtozatot helyiranyitott mutaganezissel allitottuk eld,
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az MKK3 mindkét foszforilacids helyét a foszfomimetikus glutaminsavra cserélve (S235E ¢és
T241E: MKK3-EE).

Immunprecipitaciot kdvetden a MAPK aktivitast in vitro kinaz teszttel vizsgéltuk,
myelin basic proteint (MBP) haszndlva mesterséges szubsztratként. A konstitutiv aktiv MKK3-
EE kizarélag a C csoportba tartoz6 MAP kindzok aktivalasat eredményezte (MPK1/2/7/14)
(6.a abra), mig mas csoportba tartozé6 MAP kinazok alapaktivitasat nem befolyésolta az MKK3
koexpresszid, ami azt sugallja, hogy ezeknek a kinazoknak az MKK3 nem aktivatora. Ahogy
azt az immunoblot eredmények mutatjak, az MKK3-EE koexpresszido soran tapasztalt
magasabb C csoport MAPK aktivitds nem a vad tipust MKK3-mal koexpresszalthoz képest
magasabb MAPK protein szintnek kdszonhetd, hiszen ezen mintak kdzott nincs jelentés MAPK
protein mennyiség kiilonbség (5.a abra, kozépsd panelek). Azonban a C csoport MAPK-k
jellegzetessége, hogy az MKK3 koexpresszio (vad tipus vagy mutans) kdvetkeztében, az 6nalld
expressziohoz képest, protein akkumulacié figyelheté meg. Elképzelhetd, hogy ezek a kinazok
az MKK3-mal komplexet képezve védettebbek egy degradacios folyamattdl, ami egy tovabbi
szabalyozasi réteget jelenthet.

Mivel az MPK7 a leger6sebb MKK3 interaktor, tovabbi munkank soran elsésorban erre
a szabalyozasi kapcsolatra fokuszaltunk. Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy az MKK3
kozvetleniil foszforilalja az MPK7-et, rekombinans, kindz inkativ glutation S-transzferaz (GST)
fuzios MPK7-et, illetve kontrollként MPK6-ot tisztitottunk (MPK7: K61M/K62R, MPK6
K92M/K93R). Vad tipusu és konstitutiv aktiv MKK3 formékat tranziensen transzformalt
protoplasztokbdl immunprecipitaltuk, majd megvizsgaltuk képesek-e in vitro foszforilalni a
tisztitott GST:MPK7 és GST:MPK6 fehérjemintdkat. Habar a vad tipusu MKK3 csak kis
mértékben foszforilalta a GST:MPK7-et, a konstitutiv aktiv MKK3-EE esetében jelentds
foszforilaciot detektaltunk (6.b abra). A protoplasztbol immunprecipitalt MKK3 viszont sem
vad tipusu, sem konstitutiv aktiv formaban nem foszforilalta a GST:MPK6-ot (6.b abra).

Annak igazolasara, hogy az MPK7 és az MKK3 in planta komplexet alkotnak,
ndvényanyagokbdl végeztiink ko-immunprecipitaciét (Co-IP). Col-0 és myc epitdp fuzids
MKK3 tultermeld transzgénikus ndvényekbdl szarmazéd kivonatokat immunpreciptaltunk egy,
az MPK7 C-terminalis oligopeptid ellen termeltetett nytl anti-MPK?7 antitesttel. Negativ
kontrollként a reakcidkat antitest hozzaadasa nélkiil is elvégeztiik. Ezt kdvetden a mintakkal

anti-myc antitesttel végeztliink immunoblot analizist. Ahogy az a 6.c abran lathato, az
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6. Abra MAP kinazok MKK3 altali aktivacioja és az MKK3-MPK?7 in planta komplex.

(A) Kiilonb6z6 MAPK -0k MKK3 altali aktivacidja. Mintanként kinazokat protoplasztokban tranziensen
kifejeztetve, a MAPK aktivitast vad tipusut MKK3 vagy konstitutivan aktiv MKK3-EE varians ko-
expresszioja mellett teszteltilk. Az immunoprecipitalt MAPK-ok kinazaktivitasat MBP szubsztrat
alkalmazasaval, SDS-PAGE elvalasztast kovetden autoradiografiaval hataroztuk meg. A tranziensen
kifejeztetett kinazokat immunoblot teszttel mutattuk ki, anti-HA (MAPK-ok) vagy anti-myc (MKK?3)
antitestekkel. (B) Az MKK3 in vitro foszforilalja az MPK7-et. Vad tipust vagy konstitutivan aktiv
MKK3-EE, myc epitop fizios MKK3 varianst Arabidopsis protoplasztbol immunoprecipitaltunk, majd
rekombinans, kinaz inaktiv, GST-MPK6 és GST-MPK?7 foszforilacidjat vizsgaltuk. A foszforilaciot
SDS-PAGE elvéalasztast kovetden autoradiografiaval hataroztuk meg. Az MKK3 proteint anti-myc
antitesttel detektaltuk, a szubsztrat MAPK-ok Coomassie festéses kimutatidsa pedig az alsé panelen
lathato. (C) Az MKK3 az MPK7-tel ko-immunprecipitalhaté névényi proteinkivonatbol. Vad tipusa
Col-0 (Col-0) vagy myc-fuzios MKK3-t expresszaldo (MKK3:myc) novényekbdl immunprecipitaciot
veégeztiink anti-MPK?7 antitesttel, illetve antitest hozzaadasa nélkiil. Az MKK3:myc protein jelenlétét
immunoblot mutatja a kiindulasi fehérjekivonatban (input), illetve az immunprecipitalt reakciokban. (D)
Az MPK7 az MKK3-mal ko-immunprecipitalhatd protoplaszt proteinkivonatbol. MKK3:myc és
MPK7:HA  konstrukciokkal transzformalt protoplasztokbol — készitett  proteinkivonatokat
immunprecipitaltunk anti-myc antitesttel, illetve antitest hozzaadasa nélkil. Az MPK7:HA protein
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jelenlétét immunoblot mutatja a kiindulasi fehérjekivonatban (input), illetve az immunprecipitalt
reakciokban. Az MPK aktivacios kisérleteket 6t, a ko-immunprecipitacios kisérleteket harom
ismétlésben végeztiik el, konzekvens eredményekkel. (Ddczi et al. (2007) nyoman.)

MKK3:myc-expresszalé novényminta anti-MPK7 immunpreciptatumbdl kimutathatd volt az
MKK3. Ebbdl az eredménybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a két fehérje in vivo komplexet
képez. Megerdsitésként, tranziensen transzformalt protoplasztokkal elvégeztik az
immunprecipitaciot a masik irdnyban is. HA epitop fuziés MPK7 és myc epitop fuziés MKK3
kotranszforméns protein kivonatokat immunpreciptaltuk anti-myc antitesttel, illetve antitest
hozzaadasa nélkiil. Az ezt kovetden anti-HA antitesttel elvégzett immunoblot analizis
eredménye szerint az MKK3 lehtuzta az MPK7 fehérjét (6.d abra).

Osszesitve, a fizikai interakciot, aktivaciot és foszforilaciot kimutatd kisérleti

eredmények meggy6zden igazoltak, hogy az MKK3 a C csoport MAP kinazok fels6 aktivatora.

5.1.3. A Pseudomonas syringae fertozés specifikusan indukalja az MKK3 expressziot

Az MKK3 jelatviteli palya azonositasa utan a kovetkezd fontos kérdés ennek az 1j
szabalyozasi mechanizmusnak a funkcionalis jellemzése volt. A génexpresszié gyakran
informativ a gén funkcidjara vonatkozoan. Mivel a MAPK jelatvitelt kiilonboz6 stresszekkel
korabban mar tobb eredmény is dsszefiiggésbe hozta, megvizsgaltuk, hogy vajon az MKK3 gént
indukalja-e valamilyen stressz hatds. E célbdl egy, az MKK3 transzlacios START kodontol
felfelé¢ elhelyezkedd 1997 bp promoter fragmentet klonoztunk és egybeépitettik a f-
gliikuronidaz (GUS) riporter génnel, majd ezzel a fuziés konstrukcidval transzgénikus
novényvonalakat allitottunk eld. Hat, a szelekcids marker szegregécioja alapjan egy inszerciot
hordozd, fliggetlen transzformans vonalat hasznaltunk, amelyek mind ugyanolyan expresszios
mintdzatot mutattak. Kezeletlen, 16 napos noévények hisztokémiai GUS tesztje a vaszkularis
szOvetekben mutatott alapszintli promoter aktivitast (7.a dbra). Abiotikus stressz hatasok, mint
hideg, s0, szarazsag ezt az alapaktivitast nem befolyasoltak (7.c abra). Ezzel szemben a patogén
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000) baktériumtorzzsel végzett fertdzés
jelentds promoter indukcidt eredményezett (7.b,c abra). Hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy
a megfigyelt festddést egy bakteridlis enzim okozza, Col-0 ndvényeket is infiltraltunk
ugyanezzel a torzzsel, ebben az esetben azonban nem detektaltunk festddést. Ezekkel az
eredményekkel 6sszhangban, a nyilvanosan elérhetd microarray adatok szintén azt mutattak,
hogy valamennyi tesztelt inger koziil csak a Pseudomonas fert6zés indukalta az MKK3

expressziot (Zimmermann et al., 2004).
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Mindezek alapjan feltételezhetd volt, hogy az MKK3 funkciondlisan a patogén

jelatvitelben vesz részt.

5.1.4. Az MKK3 a patogénhatassal kapcsolatos (PR) gének pozitiv regulatora és szerepet jatszik
a Pseudomonas syringae DC3000 térzs elleni védekezésben

Funkcionalis vizsgalat céljabol izolaltunk az MKK3 gén homozigdta T-DNS inszercios
vonalat, Col-0 hattérben, a SALK (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory)
torzsgytijteménybdl beszerzett maganyagokbol. Az inszercid molekularis jellemzése igazolta a
T-DNS beépiilését a START kodonhoz képest 1058 bazisparral lejjebb, az MKK3 gén hetedik
exonjaban (7.d dbra), ami az MKK3 génexpresszio teljes elvesztését eredményezi (7.e dbra). A
nomenklatira konvencid szerint ezt a mutans vonalat mkk3-1-nek neveztiik el Az inszercios
mutans vonal mellett MKK3 overexpresszaldo vonalakat is eldallitottunk, mind a vad tipusq,
mind a konstitutiv aktiv valtozatot kodolé cDNS-t C-termindlis myc epitdp fuzos
konstrukcioban, a viralis eredetli konstitutiv 35S prométer altal szabalyozva fejeztettiik ki (7.e
abra). Mindkét konstrukciéval harom homozigdta vonalat haszndltunk a kisérletek soran.
Standard nevelési koriilmények kozott az MKK3 taltermeld vonalak nem mutattak semmilyen
morfologiai fenotipust. Az mkk3-1 komplementacidja céljabol a 35S:MKK3-WT:myc
expresszios kazettat ebbe a hattérbe is betranszformaltuk (7.f dbra), ezekbdl két homozigdta
vonalat hasznaltunk.

A patogénvalasz egyik legjobban jellemzett molekularis markere a PRI gén
expresszioja. Igy els6 lépésként kvantitativ RT-PCR modszerrel megvizsgaltuk hogyan
befolydsolja az MKK3 a PR/ transzkripciot. A tultermeld vonalakban jelentésen megnétt a PR/
mRNS szintje (8.a dbra), ami azt jelzi, hogy az MKK3-nak pozitiv szabalyozd szerepe van a
PRI expresszidban. Hasonloképpen, bar kisebb mértékben, az MKK3 taltermelés tovabbi PR
gének (PR2, PR3, és PR4) indukcigjat is eredményezte (8.a dbra).

Az MKK3 gén transzkripcids indukcidja Pst DC3000 fertdzés hatasara, valamint a PR
gének azonositasa MKK3 transzkripcios targetként, mind arra utaltak, hogy az MKK3 szerepet
jatszat a patogén valasz szabalyozasaban. Ezért 6sszehasonlitottuk, mennyire ellenalloak az
mkk3-1 és MKK3 taltermeld vonalak a vad tipust Col-0-hoz képest a hemibiotrof patogén, Pst
DC3000 fertézéssel szemben. E célbol megmértiilk a bakteridlis novekedés litemét Col-0
kontroll, mkk3-1, valamint myc fuziés vad tipusu MKK3, illetve konstitutiv aktiv MKK3-EE
formakat expresszaldé ndvényanyagokban. A fert6zési folyamat kvantifikdcidja jelentds

kiilonbséget mutatott a vizsgalt novényvonalak kozott.
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7. Abra Az MKK3 gén promoterének aktivacidja Pseudomonas syringae fertdzést kovetden, illetve, az
mkk3-1, és MKK3 tiltermeld vonalak azonositasa

(A) és (B) ProMKK3:GUS novények hisztokémiai festése Pst DC3000 fert6zést kovetden: steril (A) €s
10 cfu/ml Pst DC3000-rel (B) infiltralt levelek. (C) Stresszkezelések hatdsa a ProMKK3:GUS
novények GUS aktivitasara: 16 napos csiranovényeket kezeltiink, 20 6ran at. Kontroll: kezeletlen, Pst:
10 cfu/ml Pst DC3000-rel infiltralt, hideg: 4 °C sotétben, s6: 400 mM NaCl, szarazsag: nyitott Petri
csésze. Hibasav: standard hiba. (D) Az MKK3 gén genomi szervezddése és a T-DNS pozicidja az mkk3-
1 mutansban. (E) MKK3:myc expresszid és az MKK3 transzkriptum mennyiség meghatarozasa. Az
MKK3:myc proteint anti-myc antitesttel detektaltuk, proteinmennyiségi kontrollként a membranra
blottolt Rubisco nagy alegységét (LSU) Ponceau festéssel mutattuk ki, vad tipusti Col-0, és vad tipust,
illetve konstitutivan aktiv MKK3-EE varidnsokat expresszallé vonalakban. Az mkk3 mutans vonalban
(mkk3-1), vad tipusi Col-0, és vad tipusu, illetve konstitutivan aktiv MKK3-EE varidnsokat
expresszalld vonalakban az MKK3 gén expressziojat RT-PCR-rel vizsgaltuk MKK3 specifikus
primerekkel, az egyenld cDNS mennyiség kontrolljaként az ACT3 aktin gént hasznaltuk. (F) Az mkk3-
1 mutans hatérbe transzformalt MKK3:myc konstrukcio fehérjetermékét anti-myc antitesttel
detektaltuk, proteinmennyiségi kontrollként a membranra blottolt Rubisco nagy alegységét (LSU)
Ponceau festéssel mutattuk ki, mkk3 kontroll minta, illetve két homozigdta transzformans vonalban.
(Ddczi et al. (2007) nyoman.)

Ahogy az a 8.b dbran lathat6, az inokulaciot kdvetden 48, illetve 72 oraval az MKK3-

EE novényekben szignifikdnsan kisebb mértékli bakterialis szaporodast mértiink a kontrolhoz
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képest. A vad tipusat MKK3 tultermelése nem okozott szignifikans valtozast. Ezzel szemben,
az mkk3-1 ndvényekben a kontrolhoz képest szignifikansan nagyobb mértékii bakterialis
kolonizaciot tapasztaltunk. Az mkk3-1/MKK3 komplementacidos vonalakban a bakteridlis
novekedési litem a mutanshoz képest lecsokkent, habar nem teljes mértékben a vad tipus
szintjére (8.c abra).

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy az MKK3 részt vesz a patogén valasz
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8. Abra Az MKK3 szerepe a patogénvalaszban.

(A) PR gén expresszio mkk3-1, Col-0 és MKK3-EE novényekben. A PR gén amplifikaciot génspecifikus
primerekkel végeztiik, belsé kontrollként az UBQ4 génexpressziot hasznaltuk. A kisérletet kétszer
végeztiik el, konzisztens eredményekkel, a diagramm két fliggetlen bioldgiai ismétlés atlagait mutatja,
Hibasav: standard hiba. (B) Pst DC3000 bakterialis novekedés mkk3-1 mutans, vad tipust Col-0 és
MKK3, illetve MKK3-EE taltermelé novényanyagokban, meritéses fert6zést kovetden. A ndvekedési
g0rbék harom poolozott levélkorong hat ismétlésben meghatarozott baktérium titerét mutatjak a
megadott idépontokban, logaritmusos skalan. (C) Pst DC3000 bakterialis névekedés mkk3-1 mutans €s
mkk3-1/MKK3 komplementacidos vonalakban. A Pst DC3000 bakterialis novekedési kisérleteket
haromszor végeztiik el, konzisztens eredményekkel, a diagrammon a harom mérés atlaga szerepel. Az
adatpontok melletti betiik szignifikans kiilonbségeket jelolnek (p<0,05), adatpontonként az Gsszes
ismétlés adatainak egyszempontos varianciaanalizissel és Tukey HSD probaval végzett elemzése
szerint. Hibasav: standard hiba. (Déczi et al. (2007) nyoman.)
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5.1.5. Az MKK3-MPK7 modul egy flg2?2 fiiggetlen, ROS aktivalt patogén jelatviteli jelpalya
része

Mivel felmertilt, hogy az MPK7 egy MKK3 altal foszforilalt MAPK a patogén jelatvitel
folyamataban, megvizsgaltuk, hogy vajon két, a patogénfertézéshez kothetd kezelés hatasara
aktivalddik-e ez az MKK3 kindz. A flagellin egy jol ismert MAPK aktivalo PAMP, mig a H>O»
egy fontos, patogén fert6zés soran keletkez6 masodlagos szignal. HA epitdp fuziés MPK6 és
MPK7 MAP kinazokat tranziensen expresszaltuk az MKK3 vagy MKK4 MKK-kkal egytitt
vagy MKK nélkiil. Immunprecipitaciot kovetéen a MAPK aktivitast MBP szubsztratot
hasznalva, in vitro kinaz teszttel hatdroztuk meg. A H,O; kezelés aktivalta az MPK7-et, és ez
az aktivitas er0sen fokozodott az MKK3:myc konstrukciot koexpresszald mintdkban, egészen
a konstitutiv MKK3 koexpresszioval elért MPK7 aktivitas szintjére (9.a abra). Ezzel szemben
a flg22 kezelés gyakorlatilag nem befolyasolta az MPK7 aktivitast, még MKK3 koexpresszio
mellett sem (9.b &bra).

Az irodalmi adatoknak megfeleléen, a H2O2 kezelés szintén aktivalta az MPK6-ot is,
azonban ezt az aktivitdst nem befolyasolta az MKK3 expresszid (9.c abra). Sajat felso
aktivatora, az MKK4 koexpresszidja azonban kiilsé inger jelenléte nélkiil is megndvelte az
MPKG6 aktivitasat. Az MKK3-mal ellentétben, az MKK4 koexpresszié H,O; kezelés hatasara
jelentdsen megnovelte az MPKG6 aktivitast (9.c dbra). Annak a lehetdségnek a kizarasara, hogy
az MPK7 aktivitas hidnya flg22 kezelésre nem kisérleti miitermék (pl. a flagellin receptor
elvesztése a protoplasztalas soran), a flg22 kezelést elvégeztik MPK6-ot expresszalo
protoplasztokon is, ami az eldzetes ismereteknek megfeleléen, erés MPK6 aktivitast
eredményezett (9.d abra).

A kisérletek soran a tranziensen expresszalt fehérjéket immunoblot tesztekkel mutattuk
ki, ami tobb érdekes megfigyeléshez is vezetett. Egyrészt, az MKK3 koexpresszié magasabb
MPK?7 protein akkumulécids szintet eredményezett (6.a és 9.a/b abrak), az MBP foszforilacio
alapjan viszont ez az akkumuléacié 6nmagaban nem okozott fokozott kinaz aktivitast. Masrészt,
az elméleti molekulatdbmeghez képest gyorsabban migralé MKK3:myc formakat is
konzisztensen detektaltunk (6, 7 és 9. abrak). H,O, kezelés hatdsara ezek a formak eltiintek
(9.a/c abrak). Hogy megvizsgaljuk, vajon ez egy proteaszoma fiiggd folyamat-e, a
protoplasztokat MG115-tel, egy hatékony proteaszoma gatloval kezeltiik. Ahogy az a 9.e dbran
lathato, az MG115 kezelés hatasara a gyorsabban migrald6 MKK3:myc forma eltlint, mig a teljes
hosszusagunak megfeleld forma felhalmozodott. Ezzel szemben az MPK6 fehérjeszint allando
volt valamennyi kisérletben (8.c/d dbra), mig a HoO» kezelés hasonloan hatott az MKK4-re,

mint az MKK3 esetében (9.c abra).
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9. Abra MKK3 kozvetitett MPK7 és MPK6 aktivacio H,0; és flg22 kezelések nyoman.

(A-D) MPK7 (A ¢és B) vagy MPK6 (C és D) konstrukciokkal dnmagukban vagy MKK3 vagy MKK4
konstrukciokkal egyiitt transzformalt Arabidopsis protoplasztokban detektalt kindz aktivitasok. A
protoplasztokat a jelzett idétartamokig H,O,-dal vagy flg22-vel kezeltiik. Az immunprecipitalt MAPK-
ok kinazaktivitaisat MBP szubsztrat alkalmazasaval, SDS-PAGE clvalasztast kovetden
autoradiografiaval hataroztuk meg. A tranziensen kifejeztetett kinazokat immunoblot teszttel mutattuk
ki, anti-HA (MAPK-ok) vagy anti-myc (MKK-k) antitestekkel. (E) Az MKK3 destabilizacioja
proteaszoma fliiggd folyamat. Vad tipust (wt) és konstitutiv aktiv (EE) MKK3:myc variansokat MG115-
tel kezelt és kezeletlen protoplaszt mintakbol anti-myc antitesttel mutattuk ki. (Doczi et al. (2007)
nyoman.)
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Az MKK3 tultermeld vonalakban a PR/ indukciét mutaté qPCR eredményeink nyoman,
PRI promoter fliiggd riportergén hasznalatdval is megvizsgaltuk az MKK3-MPK?7 szerepét a
PRI transzkripcios szabalyozéasaban. E célbol egy ProPR1:GUS konstrukciot transzformaltunk
protoplasztba, MAPK jelatviteli komponensek kiilonb6zé kombinacidival egyiitt. Az MPK7
koexpresszidja onmagaban elegendd volt, hogy indukdlja a PRI promotert, és a promoter
aktivitast tovabb fokozta az MKK3-EE-vel egyiittes koexpresszido (10. abra). Az MPK6
koexpresszid egy mérsékelt promoter indukciot eredményezett, amit kissé tovabb fokozott az
MKKA4-EE koexpresszio, mig az MKK3-EE koexpresszidé nem befolyasolta.

MAPK nélkiili MKK3/4 expresszio csak mérsékelt promoter indukciot eredményezett,
ami feltehetéleg az alacsony endogén MAPK szint kovetkezménye, ami feltehetdleg sziik
keresztmetszetet képez a rendszerben. Pozitiv kontrollként a PRI egy jol ismert pozitiv
szabalyozo fehérjéjét, az NPR1-et hasznaltuk. Az NPR1 koexpresszié erds, az MPK7 + MKK3-

EE koexpressziohoz hasonldé mértékii, ProPR1 indukciot idézett eld.

GUS aktivitas
pmol MU/mg protein/min

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000

Propg:GUS+ 4

MKK3
MKK4
MPK6
MPK7
MKK3+MPK6
MKK3+MPK7
MKK4+MPK6
NPR1

10. Abra Az MKK3-MPK7 modul indukalja a PRI promotert.
Arabidopsis protoplasztokat transzformaltunk ProPR1:GUS fuzids konstrukcioval Gnmagaban, illetve

kiilonb6z6 MAPK jelpalya komponensekkel kombinalva. Hibasav: standard hiba. (Déczi et al. (2007)
nyoman.)

Osszességében tehat a fenti eredmények azt mutatjak, hogy az MKK3 az MPK7 felsé
aktivatora egy ROS képzddés (H20») altal aktivalt PR indukdlod patogén jelpalyaban, ami

valoszintisithetden a flagellin jelatviteltdl fliggetlentil mitkodik.
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5.2. Az MKKY7 jelatviteli palya szerepe a merisztéma miikodésének szabalyozasaban

5.2.1. Az MKK7/9 promoterek aktivitasa specifikus fejlodésszabalyozo funkcionalitasra utal

A novényi MAPK jelatviteli kutatasok eleinte kizardlag a C (MKK4/5) és az A
(MKK1/2) csoportba tartoz6 MKK-kra irdnyultak. A szisztematikus két-hibrid kisérleti
eredményekben, a B csoport MKK ¢és a C csoport MAPK kozotti kapcsolat mellett, figyelemre
mélto volt a D csoport MKK-k ,,arva” helyzete: ezek a kindzok semmilyen als6 MAP kindzzal
nem mutattak kolcsonhatast ebben a kisérleti rendszerben (5. abra). Ez a csoport
Arabidopsisban négy tagbol all (MKK7/8/9/10). Ezek koziil részletesebb vizsgéalatokra az
MKK?7 ¢és MKK9 kindzokat valasztottuk ki. Az MKK10 szekvencidban a konzervalt kettds
foszforilacids helyek egyike hianyzik (MAP Kinase Group, 2002), igy kérdéses volt, hogy ez
egy valodi MKK szekvencia. Az MKKS esetében pedig csak proteaszoma gatld kezelést
kovetden volt kimutathaté a myc fuzios MKKS8 protein, vagyis az MKKS8 szabalyozasaban
jelentds szerepet jatszhat a proteindegradacid folyamata (E. Hatzimasoura, PhD disszertacio,
2007). Ezzel a technikai nehézséggel is Osszefiigghet az a tény, hogy azdta sem jelent meg
semmilyen, az MKKS8 funkci6jara vonatkoz6 kozlemény (PubMed, 2022 januar).

Funkcionalis vizsgalatokat kétféle kisérleti megkozelitéssel kezdtiikk meg. Egyrészt az
transzgénikus vonalakat allitottunk eld, masrészt inszercios, illetve tultermeld transzgénikus
vonalakat szereztiink be, illetve allitottunk el6.

Kezeletlen ProMKK7:GUS novényekben promoter aktivitast kizarolag a palhdkban
vagy melléklevelekben (stipula) detektaltunk (11.a,g,j abra). Hasonloképpen, a legerdsebb
ProMKK9:GUS aktivitast szintén a palhakban tapasztaltuk, ami er6sebb alapaktivitast mutatott
mint a ProMKK7:GUS, itt azonban foltokban a levélszdvetekben is kimutathato volt bizonyos
szintli promoter aktivitas (11.d abra). Gyokérszovetekben csak az MKK9 promoter mutatott
aktivitast, a kolumella és a nyugalmi centrum sejtjeiben erds alapaktivitassal. A gyokér
vaszkularis szoveteiben szintén detektalhato volt a GUS festddés (11.m dbra). Ez az expresszios
mintazat fokozatosan alakul ki a fejlddé gyokérben, a kezdeti expresszid gyakran a korai
lateralis gyokér kezdeményeknél jelentkezik (11.n abra). Fejlettebb gydkerekben azonban az
MKKD9 expresszio csokken a lateralis gyokér keletkezési helyeken (11.m abra).

Mivel a pélha és a kolumella Gn. auxin maximum helyek (auxin maxima) (Aloni et al.,
2003), illetve az MKKO9 etilén bioszintézisben és jelatvitelben betdltott szerepére vonatkozo
eredmények miatt (Xu et al., 2008; Yoo et al., 2008), megvizsgaltuk hogyan hat e két hormon

az MKK7/9 gének promotereire. Mind az auxin, mind az etilén kezelés egyrészt megemeli a
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palha alapaktivitas szintjét (11.b, ¢ abra), masrészt mas szervekben indukalja a ProMKK7:GUS
aktivitast, foleg a vaszkularis komponensekben (11. b, ¢, h, i, k, 1 dbra). Az MKK9 promoter
aktivitast szintén fokoztak ezek a kezelések az alapexpresszidos doménekben (11. e, f, 0, g, r
abra). Erdekes modon, a prométeraktivitas csokkenése a lateralis gyokerek megjelenési helyein,
akkor is megfigyelhetdé volt, amikor a promoteraktivitast ACC (1-Aminocyclopropane-1-
carboxylic acid) kezeléssel egyébként fokoztuk (11.0 abra).

A promoéter analizis soran feltart specidlis génexpresszidos mintdzatok, illetve a
hormonalis szabalyozas alapjan feltételezhetd hogy ez a két kindz adaptiv fejlodésszabalyozasi

funkciot lat el.

5.2.2. Az MKK7 kinazt tultermel6 transzgenikus vonalak sulyos fejlodeési rendellenességeket
mutatnak

Funkcionalis analizis céljabol megprobaltunk myc epitép fuzios MKK7 taltermeld
transzgénikus vonalakat eldallitani, azonban a kanamycin rezisztens 35S:MKK7 elsddleges
transzforméns novények életképtelenek voltak. Ezért a transzgén expressziot kvantitativ RT-
PCR technikaval igazoltuk, kevert (poolozott) ndvényanyagokbol (12.a, b abra). Erdekes
modon, az elsddleges transzformans novények jelentdsen sériilt merisztémafejlédést mutattak.
Ezek a névényanyagok nem voltak képesek valddi leveleket fejleszteni (12.a 4bra), a
szervinicidcid hianyat pasztazd elektronmikroszkopidval is megerdsitettiik (12.c dbra). Az
apikalis-bazalis tengely szerinti hosszanti mikroszkopos metszeteken a 35S:MKK7
csirandvényekben vagy teljesen hidnyzott a hajtascsticsi merisztéma, vagy csak a hypocotyl
tetején kisméretdi, stirtin elhelyezkedd sejtek képeztek atipikus, merisztéma szerti szovetet (12.d
abra). Ezekben a csirandvényekben a szabalyosan szervezddott merisztéma hidnya mellett
egyéb fejlodési rendellenességek is megfigyelhetok voltak, mint példaul a vaszkularis
mintazatok egyszeriisoddése, a sziklevelekben a szokéasos négy hurok helyett csak kettd alakult

ki (12.e abra).
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kontrol auxin (2,4-D) etilén (ACC)
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11. Abra Az MKK7 és MKK9 prométeraktivitis mintdzata és hormonalis szabélyozasa.

Az MKK7 és MKK9 promoterek aktivitasat promoter:GUS fuzids konstrukciokkal transzformalt
Arabidopsis ndvények eloallitdsaval vizsgaltuk. Kezeletlen novényekben az MKK7 promoter kizarolag
a palhakban (stipula) aktiv (A). 2,4-D (B) vagy ACC (C) kezelés hatasara ez az alapaktivitas
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megemelkedik. Hasonloképpen, az MKK9 promoter is aktiv a palhakban (D), ami szintén fokozhato 2,4-
D (E) vagy ACC (F) kezeléssel. Tovabba az MKK9 promoter levélszovetekben is aktiv (D-F). (G-L)
Hormonkezelés hatasara az MKK7 promoter vaszkularis szovetekben is indukalodik. ProMKK7:GUS
novények GUS festése kezeletlen kontroll (G, J), 2,4-D (H, K) vagy ACC (I, L) mintakban. Az MKK9
prométer kezeletlen novények gyokér vaszkularis szoveteiben is aktiv (M). Ez az expresszids mintazat
fokozatosan alakul ki a fejlodo gyokerekben, a kezdeti expresszid altalaban az oldalgydkér iniciacios
helyeken jelenik meg (N). Az oldalgyokérfejlodés késobbi fazisdban azonban az MKK9 expresszid
szupresszalt (M), még akkor is ha az alapaktivitast ACC kezeléssel megnoveljik (O). Az MKK9
promoter a kezeletlen névények gydkércsucsaiban a kolumella és a nyugalmi centrum sejtjeiben is aktiv
(P), ami szintén fokozhato 2,4-D (Q) vagy ACC (R) kezeléssel. Méret savok: 100 um (A-O), 25 um (P-
R).

Mivel az erés konstitutiv 35S promoter altal miikodtetett MKK7 fehérje taltermelése
sulyos fejlodési zavart eredményezett, eldallitottunk az MKK7-et B-0sztradiol altal indukélhato
promoter szabalyozasa alatt kifejez6 vonalakat is (13.a &bra). B-Osztradiol nélkiil az Osszes
elsddleges transzformans a vad tipusu novekedéssel megegyezden fejlodott és hozott magokat.
A tovabbi kisérletek soran két fliggetlen homozigota vonal utddjait hasznaltuk. 0,05 vagy 0,1
uM B-0sztradiol tartalmu taptalajon csiraztatott transzgénikus magokbdl stlyos fejlodési
rendellenességeket mutato, életképtelen novények csiraztak ki (13.b abra).

Az MKK7 fehérje indukalt taltermelése mind a hajtascstiics (lasd 4.2.3.), mind a
gyoOkércstics merisztémak gyors ledllasat, illetve 6sszeomlasat idézte eld. Hat napos, vertikalis
taplemezen novesztett csirandvényeket B-Osztradiol tartalmu taplemezre helyeztiink at, majd a
gyokérnovekedést harom napon at mértik. 0,01 pM B-6sztradiol koncentracido a
gyokérnovekedés mintegy 50% gatlasat eredményezte, mig 0,1 vagy 1 pM B-Osztradiol
koncentraci6 mellett a gyokérnovekedés 24 oran beliil teljes mértékben ledllt (14.a-c abra). 0,1
B-0sztradiollal indukalt gyokerek merisztémaja kb. 30%-kal megrovidiilt, mikézben a
merisztémasejtek szdma mintegy 50%-kal csokkent (14.d abra). Ezzel parhuzamosan a

merisztémasejtek mérete enyhén megnovekedett (14. d abra).
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12. Abra Az MKK?7 kinaz konstitutiv expresszidja gatolja a levéliniciaciot és merisztémaszervezédést.

(A) 8 és 12 napos Col-0 és 355:MKK7 csirandvények fejlodése. A bemutatott képek minimum 20
csirandvényrol késziilt szteredbmikroszkopos képekre jellemzd allapotokat reprezentativan mutatjak 8
vagy 12 nappal a kicsirazast kovetden (DAG). Méret sav: 2 mm. (B) A transzgénikus MKK7 expresszid
detektalasa. Kvantitativ RT-PCR Col-0 és 35S:MKK7 csiranovényekbdl izolalt RNS mintakkal. (C)
Nyolc napos Col-0 és 355: MKK7 csirandvények pasztazo elektronmikroszkopos képe. Méret sav: 1 mm.
(D) Nyolc napos Col-0 és 355:MKK7 csirandvényekbdl késziilt hajtascstics longitudinalis metszetek.
Meéret sav: 200 um. (E) Col-0 és 355:MKK7 csirandvény sziklevelek vaszkularis mintazata. Méret sav:
400 pm. (Doczi et al. (2019) nyoman.)
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Annak igazoldsara, hogy az MKK?7 kinaz valoban negativan szabdlyozza a
sejtproliferacidt, amint azt a merisztéma represszido mutatta, EAU (5-etinil-2'-dezoxiuridin)
festést végeztiink a fent emlitett B-6sztradiol koncentraciok mellett 16 oraval az indukcié utan,
amely iddtartam a gyokércstics merisztéma ismert sejtciklus hossza (Hayashi et al., 2013; Yin
etal., 2014). Mivel az EAU beépiilés az aktiv DNS replikaciot vizualizalja, ez a festési modszer
a sejtciklussal jellemezhetd merisztéma aktivitds markerének tekintheté (Kotogany et al.,
2010). Az EdU pozitiv sejteket a nyugalmi centrumto6l 50um-es sikokban szamoltuk, hogy az
egész merisztéma zénaban felmérjiik a sejtciklus dinamikat. 0,01 uM B-6sztradiol mellett nem
tortént valtozas, mig egy drasztikus, ~70 és ~90 szazalé¢kos gatlas volt megfigyelhetd 0,01uM,
illetve 1uM B-0sztradiol hatisara (14.e,f abra). Ez azt jelenti, hogy az MKK?7 taltermelés

megakadalyozza a DNS replikacid iniciacigjat (S fazis), és igy a sejtciklus megindulésat.

A ires
R PERS:MKKT
indukci6(hy 0 1 2 8 0 1 2 8 -
a-myc -*
proteinmennyiségi ;* ""' . 3. 0000
kontroll = = =~
P ———
B

13. Abra Indukalhaté MKK7 expresszio és hatasa a csirandvények fejlédésére.

(A) Az indukalhaté transzgénikus myc:MKK7 proteint anti-myc antitesttel detektaltuk,
proteinmennyiségi kontrollként a membranra blottolt Rubisco nagy alegységét (LSU) Ponceau festéssel
mutattuk ki, iires vektorral és pERS:MKK?7 konstrukcioval transzformalt vonalakban. Az 1 um B-
Osztradiollal végzett indukcid idejét draban tiintettiik fel. (B) B-6sztradiol indukalhaté pERS: MKK7
konstrukcidval transzformalt maganyagok indukcio nélkiil vagy 0,05 és 0,1 uM [-Gsztradiol
jelenlétében csiraztatva. Méret sav: 2 mm. (Dory et (2018) és Doczi et al. (2019) nyoman.)

Hasonlo, bar joval kevésbé drasztikus eredményeket értiink el MKK9 kinézt tultermeld
novényanyagokkal is (nem bemutatott eredmények). Azonban az MKK9 funkcionalitasara

vonatkoz6 képlinket id6kdzben szamos kozlemény gazdagitotta, pl. leirtdk a so jelatvitelben

59



dc_2005_22

(Alzwiy and Morris, 2007; Xu et al., 2008), vagy az etilén bioszintézisben ¢&s jelatvitelben (Xu
et al., 2008; Yoo et al., 2008) betoltott szerepét. Ezért tovabbi munkank soran az MKK7
merisztémaszabalyozo funkcidjara fokuszaltunk, a dolgozatban is ezeket az eredményeket

mutatom be részletesen.
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14. Abra Az indukalt MKK7 expresszi6 gatolja a gyokérmerisztéma szervez3dést és a fejlédést.

(A, B) Induklalt MKK?7 expresszié kovetkeztében ledllo gydkérndvekedés. Ures vektorral vagy
indukalhaté MKK7 konstrukcidval transzformans hat napos csiranévényeket a jelzett koncentraciokban
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[-Osztradiolt tartalmazo taptalajra helyeztiink at. A gyokércsucsok pozicidit harom napon keresztiil
megjeloltiik. Méret sav: 10 mm. A gyokerek novekedési ratija a B-Osztradiolt tartalmazé taptalajra
athelyezés utan (B). Mintanként 40 csirandvényt mértiink. Hibasavok: szords, a csillagok a
szignifikanciaszintet jelolik. (C, D) Gyokérmerisztémak ~16 6raval a 0,1 uM B-Osztradiolt tartalmazo
vagy kontroll taptalajra athelyezés utan. Merisztémarégiok mikroszkopos képei (C), a gyokerek a
nyugalmi centrum (QC) pozicidja szerint illesztve. Méret sav: 50 um. A sejthosszt a nyugalmi
centrumtol kezdve, a gydkerek bal oldaldn longitudinalisan mértiik. A gyokérmerisztéma hosszat, a
mesrisztémasejtek szamat és az atlagos merisztémasejt méretet ires vektor vagy pERS8:MKK7
transzformans vonalakban ~16 oraval mértiik a 0,1 uM B-Osztradiolt tartalmazé vagy kontroll taptalajra
athelyezés utan (D). Mintanként 7-10 csirandvényt mértiink. Hibasavok: szoras, a csillagok a
szignifikanciaszintet jelolik. (E) S fazisu sejtek 5-etinil-2'-dezoxiuridin (EdU, zo6ld) festéssel detektalva
~16 oraval a 0,1 uM B-6sztradiolt tartalmazo vagy kontroll taptalajra athelyezés utan. A sejtmagokat
4’ 6—diamidino—2—fenilindol (DAPI, kék) festéssel jeloltiik. Méret sav: 50 um. (F) S fazisu sejtek
kvantifikalasa a gydkércsucsban. A sejtszamlalast 50 pum-es szekciokban, a nyugalmi centrumtol felfelé
es6 300 um-es régioban mértiikk, mintanként 20 gyokeret vizsgalva. Az 50 um-es szekciok atlagaival
végeztiink T probat. Hibasavok: szoras, a csillagok a szignifikanciaszintet jelolik. (Doczi et al. (2019)
nyoman.)

5.2.3. Az MKK7-MPK6 modul a hajtascsiics merisztéema de-represszio negativ regulatora

A fény egy kivaldoan manipulalhaté kornyezeti kisérleti rendszert kinal a hajtascstcs
merisztéma aktivitasanak vizsgalatara (Lopez-Juez et al., 2008; Mohammed et al., 2018). A
sotétben csirdzo etiolalt novények fejlodésére egy specidlis ndvekedési program, a
skotomorfogenezis jellemzd, amelynek sordn az embriondlis szar megnytlik, de a hajtascsucsi
merisztémabol torténd levélképzddés gatolt, vagyis a merisztéma ,,nyugalmi” allapotban van.
A de-etiolacio a fold alatt kialakult csirandvények ¢€letében a felszin elérésekor egy kritikus
atmeneti folyamat, ugyanakkor a gyors ¢s egyideji novekedésindukcio a sététben csiraztatott
majd fénynek kitett ndvények hajtdscsucsaban (fotomorfogenezis) egy praktikus szinkronizalt
kisérleti rendszert is ny(jt a hajtascstcs merisztéma aktivitdsdnak vizsgalatara. A de-etiolaciot
sikerrel alkalmaztdk meriszéma aktivaciot meghatarozd szabalyoz6 mechanizmusok
vizsgalatara (Lopez-Juez et al., 2008; Yoshida et al., 2011; Pfeiffer et al., 2016; Mohammed et
al., 2018). Tobb MAPK jelatviteli génre, pl. az MPK6-ra is jellemz0 magas expresszios szint a
sOtét szakaszban, majd a fényre kertilést kovetd gyors represszio (Lopez-Juez et al., 2008). Ezek
az eredmények kiilonosen figyelemreméltova valtak az MKK7 negativ merisztémaszabalyozo
funkcidjara vonatkozd eredmények fényében. Bar az MKK7 alacsony expresszidja miatt a
legtobb microarray kisérletben, igy a Lopez-Juez és munkatérsai altal kozolt génexpresszios
eredményekben sem jelenik meg értékelhetd adatokkal, id6kdzben tobb kozlemény is
napvilagot latott, ami azt mutatta, hogy az MPK6 egy MKK?7 alatti MAPK (pl. Popescu et al.,
2009; Lampard et al., 2009; Huck et al., 2017). Mindezek alapjan megvizsgaltuk az MKK7-
MPK6 modul szerepét a merisztéma aktivitds szabalyozasidban, a de-etiolacids kisérleti

rendszerrel.
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Héarom napos sotétben csiraztatott novényeket folyamatos megvilagitasra athelyezve
nyomon kovettiik a kialakulo levélprimordiumok fejléddési litemét. Két idépontban gyiijtott
csirandvények levélprimordiumainak feliiletét mikroszkopos képek digitalis analizisével
hataroztuk meg (15.a dbra). Ezek a mérések azt mutattak, hogy az mpk6 mutans csirandvények
atlagos primordium feliilete tobb mint kétszerese volt a kontroll vad tipusénak, a fényre kertilést
kovetd mindkét napon (15.b-d 4abra). Hasonld eredményeket kaptunk az mkk7 mutans
csirandvények levélprimordium fejlddésére vonatkozoan is (154.b-d abra). Ez a trend mindkét
mutansban megfigyelhetd volt a fényre keriilés utani harmadik napon is (15.e ébra).

A de-etiolalt mkk7 csirandvények gyorsabb litemi primordiumképzésével ellentétben,
¢s az MKK7 taltermelés hatdsara bekodvetkezd merisztémakarosodasokkal Osszhangban,
amikor indukéalhatd MKK?7 etiolalt csirandvényeket a fényre helyezéssel egyidében -
Osztradiollal kezeltiink, a merisztéma aktivacid nagymértékii gatlasat, illetve leallasat
tapasztaltuk (15.f abra).

Hogy molekularis szinten is képet kapjunk az MKK?7 szerepérdl a sotét indukalt
represszidban, megvizsgaltuk a mitozissal (a Cyclin B1;1 fehérjét kodolo CYCBI, 1), DNS
szintézissel (S fazis) (a hiszton 2A fehérjét kodoldo H2A4) és transzlacios kapacitassal (a 40S
riboszomalis S6-1 fehérjét kodoldo RPS6) asszocialt marker gének relativ expresszidjat.
Korabban igazoltuk, hogy a de-etiolacidhoz nagymértékben hasonld génexpresszids mintazat
jellemzd a fejlédé primordiumok sotétkezelésben bekovetkezd fejlodésleallasra, illetve az azt
kovetden fénnyel kivaltott reaktivaciora (Mohammed et al., 2018). Mivel ez a kisérleti rendszer
a nagyobb mennyiségben eldallithato ndvényanyagok miatt praktikusabb, mint a csirazést
kovetd de-etiolacid, a génexpresszios kisérletek sordn a sdtétben represszalt, majd fény altal de-
represszalt mintdkat hasznaltunk. Ot napos, folyamatos megvilagitdis mellett nevelt
csiranovényeket harom napig sotétben tartottuk. Korabbi eredményeinkkel Osszhangban
(Mohammed et al., 2018), mindegyik marker gén represszalodott a harom napos sotétperiodus
soran, majd indukalddott a fényre visszakeriilés utani nyolc éraban, mindkét genotipusban (15.g
abra). Azonban a valtozasok kinetikdjaban jelentds eltérések mutatkoztak a vad tipusu és az
mkk7 novények kozott. Az mkk7 genotipusban mindhdrom gén represszidja késleltetett volt

(15.g ébra), mig a CYCBI, 1, indukcidja gyorsabb volt (15.h abra).
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15. Abra A de-etiolacio, mint kontrollalt fejlddési modellrendszer.

(A) A de-etilacios kisérleti rendszer. A magokat 3 nap sotétben csiraztatast kdvetdéen folyamatos
megvilagitasban neveltiik tovabb. A fejlédo levélkezdemények (primordiumok) teriiletét egy vagy két
nappal a megvilagitas kezdete utan mikroszkopos képek szamitégépes analizisével hataroztuk meg. (B)
Col-0, mpk6 és mkk7 levélkezdemények feliilete harom napnyi sotétben csirazast kovetd egy és két
napnyi folyamatos megvilagitas utan. Mintanként mintegy 30 csiranovényt mértiink. P értékek: 1,32E-
09-2,29E-14, harom csillaggal jelolve. Hibasavok: szoras. (C,D) Reprezentativ Col-0, mkk7 és mpk6
levélkezdemény képek egy (C) €s két (D) nappal a fényre helyezést kdvetden. Méret sav: 50 um. (E)
Col-0, mkk7 és mpk6 levélkezdemények harom nappal a fényre helyezést kovetden. Méret sav: 250 um.
(F) Az indukalt MKK7 expresszid hatasa a levélkezdemények fejlodésére a de-etilacios folyamat soran.
Harom napig s6tétben csiraztatott lires vektorral transzformalt és pERS:MKK?7 csirandvényeket 1 uM
B- Osztradiol tartalmu taptalajra helyeztiink at, majd harom napig folyamatos megvilagitds mellett
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neveltiink. Méret sav: 250 um. (G, H) Relativ marker gén expresszi6 a levélkezdemények fejlodésének
sotét indukalt leallasa majd az azt kovetd fénykezelés soran. Nyolc napos vad tipusa és mkk7 mutans
csirandvényeket harom napig sotétbe, majd Gjra folyamatos megvilagitasba helyeztiink. Minden
idopontban bioldgiai ismétlésenként 200 csirandvény levélkezdeményeit gylijtottiik be RNS izolalas
céljabol. A génexpressziot kvantitativ RT-PCR modszerrel mértiik a kisérleti folyamat soran (G),
valamint a sotét- ¢s fénykezelések kezdetétdl szamitott specifikus idopontokban (H). Hibasav: a
biologiai ismétlések atlagabol szamitott standard hiba. A csillagok szignifikanciaszintet jeldlnek: * p <
0,05, ** p < 0,01, ***x p <0,001. (Déczi et al. (2019) nyoman.)

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

a merisztéma aktivitas kedvezotlen kornyezeti koriilmények kozotti (fényhiany) gatlasaban.
5.3. Uj, a merisztémaszabdlyozdsban fontos szerepet jatsz6 MAPK szubsztratok azonositdsa

5.3.1. Egy uj, in vivo novényi kindz-szubsztrat foszforilacios kolcsonhatasok vizsgalatara
alkalmas kisérleti modszer kialakitasa

Az 6nall6d kutatdsom kezdetekor kevesebb, mint 10 novényi MAPK szubsztrat volt
ismert (szemben a tobb szdz human MAPK szubsztrattal). A szubsztrat fehérjékre vonatkozo
ismeretek hidnya komoly akadalyt jelentett annak megértésében, hogy hogyan képesek egyes
MAP kinazok szamos, bioldgiailag jelentdsen eltérd folyamatot szabalyozni (pl. kiilonb6z6
stressz valaszok, illetve fejlédési folyamatok). Ezért célul tliztiik ki a merisztémamiikodés
szabalyozasaban kulcsfontossagt MAPK szubsztratok azonositdsat. A merisztémaszabalyzo
proteinek foszforildcios modulacioja kornyezeti ingerek altal aktivalt MAPK-ok altal a
novénytejlodés kornyezeti szabalyozasanak egyik fontos mechanizmusa lehet. A rendelkezésre
allo kisérleti eszkoztar alapvetden vagy a nagy ateresztOképességli modszerekkel (Y2H, MS)
véletlenszerlien izolalt, vagy az el6zetes hipotézisekre alapuldan kivalasztott szubsztrat jeldltek
tovabbi kisérletes igazoldsara és jellemzésére épiilt.

Mivel nagy ateresztOképességli modszerek beallitasara kezdetben nem alltak megfeleld
eréforrasok rendelkezésiinkre, ezért egy ,,funkcionalis bioinformatikai” szliréssel kerestiink
MAPK szubsztrat jelolteket, ami egyfajta hipotézisalapu megkozelitésnek tekinthetd. E célbol
ismert és jol jellemzett merisztémaszabalyoz6 fehérjék szekvencidit vizsgaltuk a MAPK
dokkolé D-site motivum meglétére. A motivum rovidsége miatt nem igazan alkalmas
homoldgia illesztésen alapuld  keresésre (pl. BLAST), ezért a kivalasztott
merisztémaszabalyoz6 fehérjék szekvencidit az ELM eszkoz segitségével vizsgaltuk
(http://elm.eu.org, (Dinkel et al., 2014)). Azt talaltuk, hogy meglepden sok, a hajtascsucs

merisztémat, illetve az abbol kialakuld virdgzati tengely merisztémajat szabalyozo fehérje
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szekvenciaja tartalmaz D-site tipusi MAPK dokkolé motivumot (pl. WUS, AP1, AP2, AP3,
LFY, AG, STM, AS1, PIN1, CALI1, FLT, TFL1, CO, SOCI1, AGL24, CCA1, TOCI1, AGL18,
AGL1).

Kovetkezo 1épésként igazolni kellett a szubsztrat jeloltek MAPK altali foszforilacigjat.
E célra eddig gyakorlatilag csak az in vitro kinaz teszt allt rendelkezésre, ami egy évtizedekkel
ezeldtt kifejlesztett, és azota 1ényegi tovabbfejlesztések nélkiil hasznalt modszer. Az in vitro
fehérjék sejtes szabalyozd mechanizmusokon kiviili hasznalata miatt meglehetosen
problematikus (Peck, 2006; Manning and Cantley, 2002). Tovabbi problémat jelent a sugarzé
foszforizotop hasznalata is. Ezért tehat idészeriivé valt olyan 1) alternativ modszerek
kifejlesztése, amelyek lehetdvé teszik az in vivo foszforilacids kdlcsOnhatasok célzott
vizsgalatat.

Ezen hatranyok kikiiszobdlésének potencialis lehetdségként adta magat a kinaz
aktivitasok detektalasara kordbban mar sikerrel alkalmazott protoplaszt tranziens expresszios
modszer felhasznalasa in vivo kisérleti rendszerként. Elképzelésiink szerint, amennyiben a
szubsztrat fehérjét aktiv kinazzal egylitt fejeztetjiik ki, akkor a foszforilalt izoformék aranya
megemelkedik az 6nmagéban kifejeztetett szubsztrat mintdhoz képest. Ebben a rendszerben a
kivalasztott szubsztrat jeldlteket kodolo cDNS-eket epitop fuzids expresszids vektorba
klénozzuk, és protoplaszt tranziens expresszios rendszerben aktivalt MAP kinazokkal egyiitt,
illetve azok nélkiil kifejeztetjiik, ami nagymértékii rugalmassagot biztosit, tovabba az epitdp-
jelolt fehérjeformak hasznalataval kikiiszobolhetd a ndvényi fehérjék elleni specifikus
antitestek elérhetdsége miatti sziik keresztmetszet is.

Amennyiben megfeleld analitikai modszerrel a foszforiladlt és a foszforilalatlan
izoformakat egymastol elkiilonitve tudjuk detektalni, a protoplaszt rendszer alkalmas lehet egy
ujszerti, in vivo foszforilacios teszt kialakitasara, amely egy hatékony kisérleti médszer annak
eldontésére, hogy egy adott kindz képes-e egy adott fehérjét sejtes kozegben foszforilalni.

Bizonyos esetekben a foszforilalt izoformak eltéréen migralnak standard SDS-PAGE
elvalasztas soran is, ami immunoblot modszerrel alkalmas lehet a foszforilacio vizsgalatara.
Mivel azonban a szeparacié megjelenése fehérjefiiggd, ez a megkdzelités nem alkalmazhatéd
altalanos vizsgalati modszerként. Az eltérd migracié mértékét jelentés mértékben felerdsithetd
a gél kiegészitése foszfatkotd komponenssel (phos-tag technoldgia) (Kinoshita et al., 2006). Az
eltéréen foszforilalt izoformak phos-tag modszerrel torténd elkiilonitése egyértelmiien kezd
teret nyerni a ndvényi kutatasokban is, mint fehérjefoszforilacios kisérleti megkozelités (lasd

2.3. fejezet), azonban a felbontdsa ennek a modszernek is korlatozott.
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Hagyomanyosan a fehérje izoformék nagy felbontasu szepardlasat kétdimenzids
elektroforézissel végzik, ahol a fehérjéket eldszor izoelektromos pontjuk alapjan valasztjak szét
(izoelektromos fokuszalas), majd erre merdlegesen, molekulatomeg szerint is elvalasztjak oket.
Az izoelektromos fokuszalason alapuld 1jszerli technologiai fejlesztés a kapillaris
izoelektromos fokuszalassal kapcsolt nanofolyadék immunteszt (capillary isoelectric focusing
coupled nanofluidic immunoassay) (cIEF immunteszt/cIEF-immunoassay), ami lehetové teszi
a mintak kapillarisban torténd, automatizalt, magas felbontast izoelektromos fokuszalast majd
egyben a kapillarisban torténé immundetekciojat (O’Neill et al., 2006).

Eredeti elképzelésiink szerint az aktiv MAP kinazzal, illetve anélkiil transzfektalt
protoplaszt mintdkban a szubsztrat jeloltek foszforildcidjat valamilyen immunoblot alapu
modszerrel hasonlitottuk volna 6ssze (Western blot, phos-tag Western, 2D elektroforézis).
Azonban nagyjabol azzal egyidoben, amikor a martonvasari intézetben sikeriilt beallitanunk és
optimalizalnunk a sejtkultira-fenntartas €s protoplasztalas koriilményeit, illetve az expresszalt
fehérjék elsédleges vizsgalatahoz sikeresen beallitottuk a western blot detekcids modszert is,
egy kutatasi egyiittmiikodés keretében lehetdségiink adodott a cIEF immunoesszé modszer
alkalmazasdra novényi eredeti mintdk analizisében. Ebben a rendszerben az -eltérd
izoelektromos pontu (pl) izoformakat egy kapillarisban torténd izoelektromos fokuszalassal
véalasztjdk szét, majd azokat UV fénnyel immobilizaljak. A kotott fehérjéket végil a
kapillarisban végrehajtott antitestreakcioval mutatjak ki, ahol az antitesthez kotott enzim altal
generalt kemilumineszcens jelet egy érzékeny CCD kamera detektalja. A rendszer legfontosabb
elénye kivalo felbontoképessége: 0,02 — 0,03 koriili pl érték valtozasokat megbizhatdan képes
detektalni, ami kisebb kiilonbség mint egy atlagos fehérjén egy hozzaadott foszfatcsoport altal
okozott pl valtozas (~0,05). Ez a felbontoképesség messze meghaladja a poliakrilamid
elektroforézis rendszerek felbontoképességét, praktikusan egy atlagos méretli €s aminosav
Osszetételi fehérje valamennyi foszfoizoformdja elvalaszthato igy. Tovabba a
kemilumineszcens jel digitalis rogzitése révén a rendszer kvantitativ mérésekre is alkalmas.
Ezek az elénydk kiilondsen jelentdsek olyan dinamikusan foszforilalt fehérjék esetében, ahol
parhuzamosan tobbféle foszforilalt izoforma van jelen. Tovéabbi fontos elény a rendkiviili
érzékenység, akar 25 sejtnyi mintabol is reprodukdlhatéoan kimutathatéak a vizsgalt
fehérjeformak, tehat lehetdség nyilik a felhasznalt anyagok (protoplaszt, plazmidok)
gazdasagos felhasznalasara.

fgy kialakult egy wjszerii kisérleti koncepcio, ami 6tvézi a protoplaszt transzfekcid, mint
rugalmasan alakithatd in vivo moédszer, és a cIEF immunoesszé, mint a foszfoizoformak

detektalasanak hatékony médszerének eldnyeit (16. abra).
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A koncepcidé a szubsztratfehérjék foszfoizoformainak aktivalt kinaz ko-expresszié kovetkeztében
megvaltozo aranyanak detektalasan alapszik. A vizsgalando szubsztratokat és kinazokat kodold cDNS-
eket epitop fuzids konstrukciokként ndvényi expresszios vektorokba klonozzuk. A széleskorben
hasznalt epitopok hasznalataval egyben elkeriilhetéek a specifikus antitestek hianyébdl fakado
nehézségek is. A szubsztrat fehérjéket protoplasztokban kifejeztetve a kindzaktivitas fiiggvényében
foszforilalodnak, majd a megfeleld inkubacids peridodus utdn a protoplaszt mintakbol eldallitott
fehérjekivonatokat kapillarisokba toltjiik. Az izoelektromos fokuszalas a kapillarisokban kialakitott pH
gradiens mentén torténik. Végiil a szeparalt protein mintakat a kapillaris felszinére rogzitjiik, majd
azokat a szubsztrat proteinekkel fuzionalt epitopok elleni, kemilumineszcens enzim csatolt antitestekkel
detektaljuk. (Dory et al. (2016) nyoman.)

5.3.2. Egy jol jellemzett MAPK szubsztrat, az ACC szintaz 6 fehérje (ACS6) foszforilaciojanak
vizsgalata az uj kisérleti modszerrel

Elsé 1épésként igazoltuk, hogy a cIEF-immunoessz¢é alkalmas protoplasztban
expresszalt fehérjék kimutatasara. Legjobb tudomésunk szerint ez az els6 alakalom, hogy ezt a
modszert novényi kutatasban hasznaltak, és megallapitottuk, hogy Bicine/Chaps kivono puffer
alkalmazasédval nyert névényi fehérjemintak nem tartalmaznak olyan komponenseket amelyek
gatolndk a komplex elvélasztasi-detektalasi folyamatot. E célbol kereskedelmi forgalombol
beszerzett anti-GFP antitesttel kimutattuk az expresszalt Green Fluorescent Protein (GFP)
fehérjét, ami alapvetden egy izoformaban fordul eld (17.a dbra). A GFP fehérje egyben nem-
szubsztrat negativ kontrollként is szerepelt kisérleti rendszeriinkben, annak izoforma

eloszlasara semmilyen hatdssal nem volt az aktivalt MAPK ko-expresszio (17.a dbra). Ezzel
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szemben pozitiv kontrollként eldallitottunk egy olyan fuzids konstrukciot, amelyben a GFP
fehérjét egy ismert MAPK szubsztrattal fuzionaltuk. Erre a célra az ACS6 (ACC szintaz 6)
fehérje C-terminalis doménjét valasztottuk, ahol harom, az irodalomban jol jellemzett MAPK
foszoforilacios hely talalhaté (Liu and Zhang, 2004; Joo et al., 2008). A fazids konstrukciot
GFP:ACSC-C-nek neveztiik el. A kontroll GFP-hez képest a GFP:ACSC-C fuzios fehérje
szamos izoform4jat detektaltuk, vagyis kiilonféle, eltéréen foszforilalt valtozatok
parhuzamosan vannak jelen a sejtes kozegben (17.b 4bra). Ez a megfigyelés 6sszhangban van
azzal, hogy az ACS6 C-terminalis doménjén szamos kinaz tipus putativ foszforilacios helye
megtalalhat6 (pl. a Eukaryotic Linear Motif (ELM) resource (http://elm.eu.org/) adatbazis
hasznalataval).

Nem aktivalt MPK6 ko-expresszioja csak minimalis mértékben eredményezi a savas
izoformak (alacsonyabb pl értékii csticsok az elektroferogrammon) felhalmozo6dasat (17.b
abra). Ezzel szemben a protoplasztok kezelése a bakterialis flagellin eredeti flg22 elicitor
peptiddel a savas izoformak jelentds felhalmozddasat eredményezte, vagyis az aktivalt MPK6
(hiper)foszforilalta a GFP:ACSC-C fehérjekonstrukciot (17.b dbra). Habar az MPK6 tobbféle
kornyezeti stressz hatasara aktivalodik (pl. so, hideg, oxidativ stressz), kisérleti rendszertinkben
azért valasztottuk a flagellin aktivaciot, mert a flg22 peptid az FLS2 receptor altali felismerése
specifikus jelatviteli mechanizmusokat aktival, mikozben a sejteket tényleges fizikai vagy
kémiai stressz hatas, 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 hatassal (17.c
abra), igazolva, hogy a vad tipusu konstrukcioval megfigyelt pl valtozasok 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 mintaban egy lassabban migralo csik jelent meg (17.d 4bra).

Osszegezve, egy ismert MAPK szubsztratot hasznilva igazoltuk, hogy egy ndvényi
fehérje specifikus kinaz altali (hiper)foszforilacidja kimutathatd transzfekcido ¢és cIEF-
immunossz¢ kombinaciojaval, még akkor is ha a sejtes kozegben az adott fehérje mar eleve

erdsen foszforilalt.

69



dc_2005_22

A B
15000
A GFP:ACS6-C
10000 4 GFP 5004
5000
® 1]
8 1s0m I
N GFP + MPK86 @ GFP:ACS6-C + MPK6
® 10000 =g
2 H
g 5000 E
E g 10’:: *
S - GFP:ACS6-C + MPKS + fig
GFP + MPK6 +flg
10000 s *
5000
& de a5 &% & i a5 ) B 2 ) s 55 25 :'} & :'5 ds &7 :IE» a5 5IvJ st 82 5'3 5': 5'5 sk 87 sa 5‘9 0 6'1 62 63 64
pl pl

| GFP:ACSB-C-AAA
GFP:ACS6-C GFP:ACS6-C-AAA

40—

3 S
2 g 2 e
c 00 <
8 7 GFPACSB-C-AAA + MPKE + + g
N MW o o o O
3 o ¥ X v X
2 2 [ o o oo P
£ kDa) @& z = = = ¢
2
E
£

4

| GFP:ACS6-C-AAA + MPKG + fig 35—
25—

1
l

:
b

E

| RS T SR P P Pt SUNH KR S RO R RIS PR DR U R SRS R )
43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 58 57 58 59 60 61 62 63 64

pl

17. Abra Foszfoizoforma disztriblicié detektaldsa cIEF-immunoteszttel tranziensen kifejezett GFP
variansokban.

(A-C) Kiilonboz6 GFP fuzidés fehérjék izoformaeloszlasainak cIEF-immunoteszttel detektalt
clektroferogramjai, a kifejezetetett fehérjevariansok és kezelések mintanként feltiintetve. (A) A
modositatlan GFP egy {6 izoforméaban van jelen és az MPK6 nem foszforilalja. Fels6 panel: kontroll
(6nmagaban kifejeztetett GFP), kozépso panel: MPK6-tal ko-expresszalt GFP, also panel: flg22 aktivalt
MPK6-tal ko-expresszalt GFP. (B) A GFP:ACS-C konstrukcio (az ACS6 C terminalis doménje a GFP
C terminalisahoz fuzionalva) izoforma eloszlasa. Felsé panel: kontroll (6nmagaban kifejeztetett
GFP:ACS-C), k6zéps6 panel: MPK6-tal ko-expresszalt GFP:ACS-C, also6 panel: flg22 aktivalt MPK6-
tal ko-expresszalt GFP:ACS-C. A csillagok az aktiv MPK6 jelenlétében specifikusan akkumulalodo
savas izoformakat jelolik. (C) MAPK altal nem foszforilalhaté GFP:ACS-C varians (GFP:ACS-C-
AAA) izoforma eloszlasa. Fels6 panel: kontroll (6nmagaban kifejeztetett GFP:ACS-C-AAA), k6zEpso
panel: MPK 6-tal ko-expresszalt GFP:ACS-C-AAA, also panel: flg22 aktivalt MPK6-tal ko-expresszalt
GFP:ACS-C-AAA. (D) Tranziensen kifejeztetett GFP variansok detekcioja hagyomanyos SDS-PAGE
immunoblot modszerrel. A nyilhegy egy, az aktiv MPK6 jelenlétében specifikusan megjelend format
jelol. Negativ kontroll (neg. cont.): GFP-vel nem transzformalt protoplaszt minta. (Déry et al. (2016)
nyoman.)

5.3.3. A merisztémaszervezodés mesterregulatora, a WUSCHEL (WUS) transzkripcios faktor
az MPK3 kinaz in vivo szubsztratja
A novényi MAPK kutatds kezdeti eredményei elsGsorban a stresszvalaszban beto6ltott

funkciokat tartak fel, azonban a MAPK jelatvitelnek a novényfejlodés szabalyozasaban
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betoltott szerepe is egyre nyilvanvalobb (Xu and Zhang, 2015; Zhang et al., 2018). Mivel a
legtobb azonositott szubsztrat is a védekezéssel fiigg 6ssze (Ddczi and Bogre, 2018), célul
tliztiik ki a fejlddésszabalyozasban kulcsszerepet jatszo szubsztratok azonositasat.

A WUS transzkripcios faktor kzponti szerepet jatszik az 6ssejt készlet szabalyozasaban
hajtas- és virdgmeriszémakban (Laux et al., 1996; Zhou et al., 2015). Habar funkciojat
genetikai modszerekkel igen nagy részletességgel tanulményoztdk, a WUS poszttranszlacios
szintli szabalyozasarol gyakorlatilag semmilyen ismeret nem 4llt rendelkezéstinkre.

Kihasznidlva a MAPK dokkol6 helyek konzervaltsagat (Doczi et al., 2012), a
legfontosabb merisztémaszabalyozé transzkripcios faktorokat megvizsgaltuk a D-site motivum
jelenlétére, ami a lehetséges MAPK interakcid egyik indikatoranak tekinthetd (Bardwell et al.,
2009). A WUS fehérje négy potencialis MAPK foszforilacids helyet tartalmaz, valamint egy
RRTLPL motivumot, ami MAPK dokkol6 ,,D-site”’-ként mikodhet.

Transzfekciot kovetd cIEF-immunteszttel sikeriilt detektdlnunk a WUS fehérjét myc
epitop €s GFP fehérje fuzids formaban is, ami tobb, eltéréd mennyiségii izoformdban van jelen,
a f6 izoformék detektalt és szdmolt pl értéke egyarant 5,6 (:myc), illetve 6,7 (:GFP) (18.a és
19.a abrak). Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy vajon az aktiv MAPK ko-expresszio
okoz-e WUS foszforilaciot. E célbol a WUS fehérjét négy MAP kindzzal egyiitt fejeztettiik ki,
amelyek a novényi MAP kinazok harom filognetikai csoportjat (A, B, C) reprezentaljak (18.a
¢s 19.a-c abrak).

A savasabb WUS izoformak egyértelmli megjelenése azt mutatja, hogy a WUS fehérjét
az MPK3 specifikusan foszforilalja, szemben a filogenetikailag kozeli MPK6 (A csoport), és
tavolabbi MPK11 (B csoport) és MPK1 (C csoport) kindzokkal. Az aktivald flg22 kezelés
nélkiil az MPK3 nem volt képes a WUS fehérjét foszforilalni, mint ahogy az MPK3 ko-
expresszio nélkiili flg22 kezelés sem. Tovabbi negativ kontroll céljabol eldallitottunk egy
inaktiv. MPK3 mutans valtozatot. Ennek ko-expresszidja szintén nem vezetett WUS
foszforilacidhoz, flg22 kezelést kdvetden sem (19.c dbra). Ezen eredmények alapjan mar nagy

valdsziniiséggel megallapithatd, hogy a WUS egy MPK3 szubsztrat in vivo.
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18. Abra A WUS fehérje egy in vivo MPK3 szubsztrét.

(A-C) Kiilonbozé WUS:myc fazids fehérjék izoformacloszlasainak cIEF-immunoteszttel detektalt
elektroferogramjai, a kifejezetetett fehérjevariansok és kezelések mintanként feltlintetve. (A) Az aktivalt
MPK3 hatasa a C terminalisan myc fuzionalt WUS izoforma eloszlasara cIEF-immunotesztben. Felso
panel: kontroll (6nmagaban kifejeztetett WUS:myc), kozépsé panel: MPK3-mal ko-expresszalt
WUS:myec, als6 panel: flg22 aktivalt MPK3-mal ko-expresszalt WUS:myc. A csillagok az aktiv MPK3
jelenlétében specifikusan akkumulalodo savas izoformaékat jelolik. (B) A kiilonboz6 pontmutans WUS
variansok eltéré toltésosszegeinek detektalasa protein pl érték valtozasok szerint. WUSAA: nem
foszforilalhaté mutans, WUS-DD: foszformimetikus mutans, WUS-Adock: a MAPK dokkol6é D-hely
motivummal nem rendelkez6 mutans. (C) A T108, S112 MAPK foszforilacios helyek alanin
szubsztitacidja A WUS MPK3 altali foszforilacidjanak elvesztését eredményezi. (D) Tranziensen
kifejeztetett WUS variansok detekcidja hagyomanyos SDS-PAGE immunoblot modszerrel. (Déry et al.
(2016) nyoman.)

A WUS MPK3 éltali foszforilacidjanak tovabbi megerdsitése céljabol harom, a MAPK
foszforilaciot érintd mutans WUS varianst hoztunk létre, helyiranyitott mutagenezissel. A
foszfoakceptor aminonosavakat két, a homeodoménen kiviil es6 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
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megjegyezni, hogy e mutdciok koziil 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 mutdnsok pl értékeinek csokkenését
okozzak. A 6 izoformékat mindegyik mutans estében a szamitott értékeknek megfeleléen
detektaltuk, ami jol demonstralja, hogy a rendszer megbizhatdéan képes kimutatni fehérjék
toltésosszetételének kismértékii kiilonbségeit (18.b és 19.b abrak). Az MPK3 altal kivaltott
WUS savasodas teljesen megsziint mind a nem-foszforilalhatd, mind a foszfomimetikus mutans
esetében (18.c és 19.d abrak). Tovabba a funkciondlis D-site hianya a foszforilacid jelentds
csokkenéséhez vezetett (19.e abrak), ami az ezen a motivumon keresztiili kozvetlen interakciora
utal.

Annak igazolasara, hogy az eredmények nem a konkrét fehérjefuzids technika vagy az
antitest alapu detekci6 altal okozott miitermékek tovabbi kontrollkisérleteket is elvégeztiink. A
myc fuzos konstrukciok mellett elkészitettlink a vad tipust, valamint a WUS-DD ¢és WUS-AA
mutansok GFP-vel fuziondlt valtozatait expresszalé konstrukciokat is, amelyekkel
megismételtik az el6zdekben bemutatott ko-expresszids kisérleteket. Habar a GFP
szekvenciaban egy S/TP hely eléfordul, ez a globuléris szerkezetben helyezkedik el, és
valosziniileg hozzaférhetetlen. A myc epitép szekvencidban viszont nem talalhaté S/TP hely.
Mindkét antitesttel hasonld6 WUS izoforma eloszlast, illetve - vad tipusat WUS esetében -
aktivalt MPK3-mal eldidézett savasosodast figyeltiink meg, a kisebb méretli myc epitop

esetében még tovabbi kisebb csucsokat is detektaltunk (18 és 19 abrak).
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19. Abra A WUS fehérje MPK3 éltali in vivo foszforilacidjat igazol6 kontrollkisérletek.
(A, B) Kiilonb6z6 WUS:GFP fuzids fehérjék izoformaeloszlasainak cIEF-immunoteszttel detektalt
elektroferogramjai, a kifejeztetett fehérjevariansok és kezelések mintanként feltiintetve. (A) A MAPK
ko-expresszio és flg22 kezelés hatasa a WUS:GFP izoforma eloszlasara cIEF-immunotesztben. A
csillag egy, az aktiv MPK3 jelenlétében specifikusan akkumulalodo savas izoformat jelol. (B) A T108,
S112 MAPK foszforilaciés helyek szubsztiticioja nem foszforilalhatoé alaninra (WUS-AA:GFP) és
foszfomimetikus aszparaginsavra (WUS-DD:GFP), a WUS MPK3 altali foszforilacidjanak elvesztését
eredményezi. A csillag egy, az aktiv MPK3 jelenlétében specifikusan akkumulalodo savas izoformat
jelol. (C-E) Kiilonb6z6 WUS:myec fuzids fehérjék izoformaeloszlasainak cIEF-immunoteszttel detektalt
elektroferogramjai, a kifejeztetett fehérjevariansok és kezelések mintanként feltiintetve. (C) A MAPK
ko-expresszio és flg22 kezelés hatasa a C terminalisan myc fuzionalt WUS izoforma eloszlasara cIEF-
immunotesztben. A csillagok az aktiv MPK3 jelenlétében specifikusan akkumulalodo savas izoformakat
jelolik. (D) A T108, S112 MAPK foszforilacios helyek aszparaginsav szubsztitucidja a WUS MPK3
altali foszforilacidjanak elvesztését eredményezi. (E) A MAPK dokkolohely eltavolitasa a WUS MPK3
altali foszforilaciojanak csokkenését eredményezi. (Dory et al. (2016) nyoman.)
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Tovéabba, a myc epitop alapu detekcio tovabbi kontrolljaként az expresszalt WUS:myc
fehérjét harom kiilonboz6 antitesttel is konzisztensen detektaltuk. Rutinszeriien egy kozvetlen
tormaperoxidazzal (horseradish peroxidase, HRP) konjugalt anti-myc antitestet hasznéaltunk
(Roche), ami nem igényelt masodlagos antitest reakciot. Osszehasonlitasként egy fiiggetlen
forrasbol szarmaz6 (Sigma) anti-myc antitestet is kiprobaltunk, azonos eredményekkel (20.e
abra). Ezen kiviil, egy specifikus anti-WUS antitest beszerezhetd kereskedelmi forgalombdl 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 (20.b,e abrak).
Ezek az eredmények igazoltdk, hogy az epitdp fizio és az immundetekcié nem zavarjdk az

intracellularis WUS foszforilaciot, és annak detekcigjat.

A kifejeztetett WUS fehérjét hagyomanyos Western blot modszerrel is ki tudtuk
mutatni, ami fliggetlentil igazolta a tranziens expresszidt, de ugyanakkor nem volt alkalmas a
foszforizoformak szepralasara (18.d és 20.a,b abrak).

Erdekes modon, a WUS fiiziés varianosk SDS-PAGE-ben rendellenesen migralnak. A
WUS:myc és WUS:GFP valtozatok molekulatomege 48,3 kDa és 60,3 kDa, azonban a
WUS:myc 68 kDa, mig a WUS:GFP 54 kDa koriili molekulatémegnek megfeleléen migral.
Ahogy a foszforilaciot eredményezd aktivalt MPK3 ko-expresszidja sem okoz valtozast a
fuzids fehérjék Western blot mintdzataban, ugy a WUS-AA és WUS-DD mutdnsok is a vad
tipusu valtozataiknak megfeleléen migralnak, mig a WUS-Adock valtozat kissé lassabban.
Tovabba szamos gyorsabban migralé forma is konzekvensen megfigyelhetd volt, amelyek
jelenléte jelentdsen csokkent ha a protoplasztokat MG-115-tel, egy hatékony proteaszéma
gatloval kezeltiik, ami azt jelzi, hogy a kisebb molekulatomegii valtozatok képzddése a
fehérjedegradacio folyamataval fiigghet 6ssze (20.c abra). A transzformalt HA epitop fzids
MAPK konstrukciok expresszigjat anti-HA antitesttel, Western blottal mutattuk ki (20.d abra).
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20. Abra A WUS fehérje in vivo foszforilacids kisérletekben kifejeztetett fehérjék immundetekcioja
kiilonbozd antitetstekkel.

(A) A kiilonb6z6 MAP kinazokkal ko-expresszalt WUS:GFP variansok detekcigja SDS-PAGE
immunoblot moddszerrel. (B) A kiilonb6z6 MAP kinazokkal ko-expresszalt WUS:myc variansok
detekcioja SDS-PAGE immunoblot méodszerrel, anti-myc antitesttel. A negativ kontroll (neg. cont.) egy
myc epitoppal nem transzformalt minta. A jobb oldali panel a tranziensen kifejeztetett WUS:myc
detekciojat mutatja egy specifikus anti-WUS antitesttel. A negativ kontroll (neg. cont.) egy WUS:myc
konstrukcidéval nem transzformalt minta. (C) Tranziensen expresszalt WUS:myc variansok detekcidja
SDS-PAGE immunoblot moddszerrel. A proteindegradacionak a kisebb molekulasulyt formak
megjelenésében jatszott szerepének vizsgalatara MG-115 proteaszoma inhibitort hasznaltunk. (D) Az in
vivo WUS foszforilacios kisérletekben hasznalt tranziensen kifejeztetett MAPK-ok detekcioja SDS-
PAGE immunoblot médszerrel. iMPK3: kinaz inaktiv MPK3 mutans. A negativ kontroll (neg. cont.)
egy HA epitoppal nem transzformalt minta. (E) Konzekvens WUS:myc detekcio cIEF-immunoteszttel.
A tranziensen kifejeztetett WUS:myc konstrukcidt a kovetkezd antitestekkel detektaltuk: specifikus
anti-WUS (Agrisera, fels6 panel), HRP-konjugalt anti-myc (Roche) és anti-myc (Sigma). (Déry et al.
(2016) nyoman.)
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A fenti eredmények igazoljak, hogy a sejtes kozegben eltérden foszforilalt WUS
izoformék hagyomanyos Western blot immundetekcioval nem mutathatok ki, mig a cIEF
immunteszt modszerrel kismértékli izoelektromos pont valtozdsok is nagy pontossaggal

detektalhatoak.

Az ) mddszerrel kapott eredmények megerdsitése céljabol a WUS fehérje MPK3 altali
foszforilacigjat hagyomanyos in vitro kindz teszttel is igazoltuk. Az in vivo eredményekkel
Osszhangban, radioaktiv foszfatbeépiilés alapjan a WUS, ellentétben a WUS-AA valtozattal,
egy in vitro MPK3 szubsztratnak bizonyult (21. abra).

WuUS WUS-AA
C MPK3 C MPK3 MBP

t di 5fi
autoradiogra |a> i" II m

Coomassie festés

iR —— =

21. Abra A WUS fehérje egy in vitro MPK3 szubsztrat.

In vitro transzlalt és affinitastisztitott vad tipust GST:WUS (WUS) ¢és T108A, S112A mutans
GST:WUS (WUS-AA) variansokkal végzett kindz tesztek. C: kontroll, MPK3: in vitro transzlalt,
affinitastisztitott és elualt MKK4/MPK3 kombinaciéval inkubalt WUS variansok. Az autoradiografian
az SDS-PAGE elvalasztott WUS proteint nyilhegy jeloli. A jobb oldali panel az MPK3 altali myelin
bazikus protein (MBP) foszforilaciot mutatja (MPK3 aktivitas kontroll). (Dory et al. (2016) nyoman.)

5.3.4. A viragfejlodeés egyik mesterregulatora, az APETALA2 (AP2) transzkripcios faktor az
MPKG6 in vivo szubsztratja

Az AP2 homeotikus gén a virdgfejlodés egyik meghatdrozd a szabalyozoja, a
viradgfejlédés ABC modellje szerint az AP2 egy “A” tipust transzkripcios faktor (Bowman et
al., 1989, 2012). Habar a WUS-hoz hasonléan az AP2 funkcidjat is alaposan jellemezték
genetikai megkozelitésekkel, az AP2 poszttranszlaciés modositasa korabban nem volt ismert.
Azonban az AP2 figyelemreméltéan sok feltételezett kindz interakcidos motivumot é&s
foszforilacidos helyet tartalmaz. Ennek megfeleléen a kezeletlen sejtekben szdmos AP2

izoforma parhuzamos jelenléte volt kimutathato.
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22. Abra Az AP2 transzkripcios faktor egy in vivo MPK6 szubsztrat.

(A) A MAPK ko-expresszio ¢és flg22 kezelés hatasa a C terminalisan myc fuzionalt AP2 izoforma
closzlasara cIEF-immunotesztben, a kifejezetetett fehérjevariansok és kezelések mintanként feltiintetve.
A szaggatott vonal egy, az aktivalt MPK6 jelenlétében megjelend, jelentGsebb savas izoformat jeldl. (B)
Tranziensen kifejeztetett AP2:myc variansok detekcidja hagyoméanyos SDS-PAGE immunoblot
modszerrel. A negativ kontroll (neg. cont.) egy myc epitoppal nem transzformalt minta. (Ddry et al.
(2016) nyoman.)

Az AP2 foszforiliacigjat aktivalt MAP kindzok ko-expressziojaval vizsgaltuk (22.a
abra). Az AP2:myc fuzos fehérje szamolt pl értéke 5,24, ami megfeleltethetd a valamennyi
mintaban detektalt f6 cstcsnak. A flg22 kezelt mintdkban bizonyos savasodas megfigyelhetd

(kiilonosen az ~5,1 pl izoformanal), ami endogén kinazok altali foszforilaciot jelez. MPK6 ko-
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expresszidjaval az AP2 intenziv savasodasa volt megfigyelhetd, amikoris egy jelentds uj, 5,0
pl értékili izoforma jelent meg. Ezzel szemben az 5,0 pl értékii izoforma nem volt jelen azokban
a mintdkban, ahol az AP2-t MPK3-mal vagy MPKl1-gyel egyiitt fejeztettiik ki. Ezek az
eredmények azt mutatjak, hogy az AP2 egy in vivo MPK6 szubsztrat. A konvencionalis
immunoblot technika itt sem bizonyult alkalmasnak, hogy a foszfoizoforma eloszlas valtozasait

feloldja (22.b abra).

A kialakitott rendszerben tobb tovabbi, a szekvenciamintazatok alapjan azonositott
MAPK szubsztrat jeloltet is megvizsgaltunk (WOXS, AP1, AP2, DPB, FLC). A kisérletek
soran, egy kivételtdl eltekintve, mindegyik fehérje esetében a negativ toltésii foszfatcsoport(ok)
megjelenését jelzo, alacsonyabb pl értékii formak megjelenését/felhalmozddasat figyeltiik meg
az aktiv MAPK-zal ko-transzfektalt mintakban. Erdekes médon az FLC esetében az aktiv
MAPK jelenlétében a pl érték ndvekedett. E jelenség hatterében egy komplex foszforilacids-
defoszforilacids rendszer allhat (pl. a MAPK éltal foszorilalt valtozat hozzaférhetdvé valik egy
foszfataz szamara, ami igy mas aminosavakat defoszforiladlhat), ennek értelmezése tovabbi
szisztematikus vizsgalatokat igényelne. Ezekkel a szubsztrat jeloltekkel nem végeztiink kelld
szdmu ismétlést, igy az eredményeket nem kozoltiik. Azonban még ha ezen eredmények egy
része nem is allna ki a reprodukalhatosag probajat, egy fontosnak tiind trend korvonalazodik,
miszerint a MAPK kozvetitett foszforilacio feltehetden széles korben részt vesz a
merisztémaszabalyoz6 transzkripcios faktorok szabalyozasaban, ami jol illeszkedik az MKK7
jelpalya merisztémaszabalyoz6 funkcidjat feltard eredményeinkhez.

A merisztémaszervezddés és a szervkialakulas molekularis mechanizmusait ma mar
igen részletesen ismerjilk a tobb évtizednyi genetikai megkozelitésii  kutatdsok
eredményeképpen. A mutans névényvonalak hasznalata lehetové tette a kiillonb6z0 mester
regulétor transzkripcios faktorok azonositasat és funkcionalis jellemzését. Eredményeink két,
jol jellemzett regulator in vivo foszforilacigjat tartdk fel, ami arra utal, hogy ezek cellularis
funkcidja dinamikusan modulalédik, igy a tovabbiakban a pontosabb funkcionalis ismereteket

c€lzo vizsgalatokban a poszttranszlacios modositasokat is figyelembe kell venni.
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5.4. A MAPK jelatvitel részt vesz a PIN auxin transzporterek poszttranszlacios szabdlyozasdaban

5.4.1. A hosszu hidrofil hurokkal rendelkezé PIN fehérjékben evoluciosan nagy mértékben
konzervalt MAPK foszforildacios mintazatok talalhatoak

Az 5.3. fejezetben ismertetett fehérjék mind transzkripciés faktorok. Azonban a
megfeleld merisztéma miikodés szabalyozasdban kozponti fontossagli az auxin transzporter
fehérjék altal kialakitott polaris auxin transzport (PAT) folyamat is. A PINI membranfehérje
az egyik legjobban jellemzett auxin transzporter, a pin/ mutans novények sulyos fejlodési
rendellenességeket mutatnak (Adamowski and Friml, 2015).

A plazmamembranban lokalizalodé PIN proteinek kulcsszerepet jatszanak a PAT
kialakitasaban, aminek eredményeként a ndvényi szovetekben jellegzetes auxin gradiensek
alakulnak ki, amelyek a szervkialakulas és fejlodés egyik meghatirozé tényezdjeként
miukodnek. A PIN fehérjék szerkezetileg két hidrofob domént tartalmaznak, amelyekben 6t-6t
transzmembran régid talalhatd. Ezeket koti 0ssze egy kdzponti hidrofil hurok (hydrophilic loop
(HL)), amelynek mérete alapjan a PIN csalad két altipusra oszthato. A legtobb PIN protein
(Arabidopsisban a PIN1/2/3/4/7, illetve a legtobb szerzd szerint a PING is; ezeket gyakran
kanonikus PIN proteinekként emlitik az irodalomban) hossziit HL szekvenciaval rendelkezik.
Ezek alapvetden plazma membran lokalizalt PIN fehérjék, mig a rovid HL PIN proteinek
(PINS5/8) jellemzden az endoplazmatikus retikulumban (ER) lokalizalodnak (Krecek et al.,
2009).

Az auxin transzporterekre jellemz6 a poszttranszlacids regulacio, a jellegzetes PIN
polaris membran lokalizaciét a PINOID (PID) és a rokon WAG1/2 kinazok altali foszforilacios
folyamat szabalyozza (Benjamins et al., 2001; Christensen et al., 2000; Friml et al., 2004;
Huang et al., 2010; Michniewicz et al., 2007). Tovabba, a PID és D6 protein kindzok a PIN
auxin transzport aktivitasat is szabalyozzak (Barbosa et al., 2014; Zourelidou et al., 2014). Az
azonositott foszforilacidos helyek mindegyike hossza HL szekvencidban taldlhato, ami a
legkevésbé konzervalt PIN régio (Krecek et al., 2009).

Az Arabidopsis PIN protein szekvencidk az ELM eszkozzel (Dinkel et al., 2014) végzett
in silico analizisével szamos putativ MAPK foszforilacios helyet azonositottunk. Azonban
kiilondsen figyelemreméltd volt a PIN szekvencidk filogenetikai analizisével kimutatott
feltinden nagymeértékii konzervaltsag hdrom hely esetében, ami egy alapvetd szabalyozasi
funkciéra utalhat. Az Arabidopsis PIN1 T227, T248 és T286 pozicidinak megfeleld

aminosavak valamennyi hosszt HL PIN szekvencidban jelen vannak (23.a dbra), rdadasul
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tokéletesen konzervaltak egyszikii (rizs) és moha (Physcomitrella) szekvencidkban is (23.a
abra). Szintén figyelemreméltd, hogy az MPK6 preferdlt foszforilacios hatarszekvencia
mintazatban (L/P-P/X-S-P-R/K) (Sorensson et al., 2012) szerepld tobb aminosav is hasonloan
jol konzervalt ezen pozicidk kornyékén. Két aminosavat (T227 és T286) két, a stressz
valaszokat vizsgal6 kvantitativ foszfoproteomikai tanulmanyban is in planta foszfotreoninként
detektaltak (Benschop et al., 2007; Roitinger et al., 2015). Tovabba, a PIN1 197-206
pozicigjaban egy MEF2A tipust MAPK dokkolé motivum (Zeke et al., 2015) talalhato, habar
a motivum elsé bazikus aminosava néhany PIN szekvenciaban hianyzik. Valamint, egy szintén
jol konzervalt RKLI motivum is megtalalhatdo (PIN1 471-474), ami a kanonikus MAPK
dokkold motivumra hasonlit (Bardwell et al., 2009), habar itt hidnyzik/hidnyoznak a koztes
(spacer) aminosav(ak).

Erdekes médon, a harom ismert PID foszforilacios hely (S231, S252 és S290)
hasonlémértékben konzervalt és konzisztensen a konzervalt putativ MAPK foszforilacios
helyek kozelében helyezkednek el (négy aminosavval lefel¢), mintegy mintadzatot képezve a
szekvenciaban. A cAMP-DEPENDENT, cGMP-DEPENDENT PROTEIN KINASE C (AGC)
kinazok, mint amilyen a PID is, nem igényelnek egy felelé elhelyezkedd TP motivumot (Dinkel
et al., 2014), tovabb erdsitve a feltételezést, hogy ezek tényleges MAPK foszforilacids helyként
funkcionélnak.

A PINI1 HL szekvencidban tovabb lefelé két tovabbi MAPK foszforilacios hely is
talalhato (S337 és S377), amelyek mellett viszont nincsenek jelen a preferalt hatarszekvencia
mintazatra jellemz6 aminosavak és a szomszédos PID foszforilaciés hely. Erdekes modon egy
kozlemény szerint az S337 egy MPK6 target (Jia et al., 2016), habar ez a hely kizardlag az
Arabidopsis PIN1 proteinben van jelen (23.b abra).
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23. Abra A MAPK foszforilacios helyek konzervaltisga és PINOID (PID) foszforilacios helyekkel
koz06s elofordulasa szarazfoldi névényekben.

A UNIPROT PIN auxin efflux proteincsalad Arabidopsis, rizs és Physcomitrella patens tagjait a
MUSCLE algoritmussal illesztettiik. Az dbran bemutatott régiok az Arabidopsis PIN1 hidrofil hurok
(G223-D295 (A) és G319-Y394 (B) régidinak felelnek meg. A MAPK ¢és PID foszforilacios helyeket,
valamint az MPK6 preferalt foszforilacios hatarszekvencia mintazatnak megfelel6 aminosavakat
piros, fekete és sziirke kiemelésekkel jeloltiik. A potencialis MAPK foszforilacios helyek a teljes
hosszusagu PIN1 szekvencianak megfelel6 poziciodi alul feltiintetve. (Dory et al. (2018) nyoman.)
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5.4.2. A PINI fehérje T227, T248 és T286 treonin aminosavait az MPK6 és az MPK4 kindazok
egyarant foszforilaljak

A MAPK foszforilaciés mintdzatok széleskorii konzervaltsdga, azok egyiittes
elfordulasa a PID foszforilaciés helyekkel, valamint az igazolt in planta foszforilaltsdg mind a
T227, T248 és T286 funkcionalis jelentdségét sugalljak, ezért megvizsgaltuk ezek MAPK
kozvetitett foszforilaciojat. E célbol els6ként in vitro kindz teszteket végeztiink (24.a abra).
Amint azt a radioaktiv foszfat beépiilése jelzi, a tisztitott in vitro transzlalt vad tipusu PINI
hidrofil hurok fehérjét az MPK6 foszforilalja. Ezzel szemben, a harom MAPK foszforilacios
hely szubsztitucidja nem foszforilalhatd alanin aminosavakkal (T227A/T248A/T286A) ennek
a foszforilacionak a jelentés csokkenését eredményezte. Ezek az eredmények azt mutatjak,
hogy a PIN1 T227, T248 és T286 aminosavak MAPK foszforilacids helyek. Hogy ezek MPK6
altal kozvetitett foszforilaciojat kozvetleniil igazoljuk, MPK6 kezelt és a kontroll GST-PIN1
HL fehérjét LC-MS/MS analizissel teszteltiik. Mind a T227, T248, T286, mind a korabban leirt
S337 (Jia et al., 2016) foszforilacigjat sikeriilt igazolni a kinaz kezelt mintaban, ahol 6t
foszfopeptidet (koztiik egy duplan foszforilaltat) azonositottunk (24.b abra). Azonos eredményt
értiink el foszfopeptid dusitassal és dusitas nélkiil is, két ismétlésben.

A PIN1 T227, T248 ¢és T286 helyeknek megfeleld MAPK foszforilacidos helyek
konzervaltsaga egészen a Physcomitrella hossza HL PIN szekvencidkig felveti a MAPK-PIN
regulacios kapcsolat nagyon korai kialakulasat a szarazfoldi novények evolucidja soran. A
MAP kinazok A ¢s B filogenetikai csoportjainak szétvalasa feltehetdleg a viragos ndvények és
az 6sibb (mint pl. mohédk ¢és korpafiivek) fejlédési vonalak szétvalasa utan kovetkezett be,
valdsziniisithetden az Osszetett testfelépités kialakuldsaval jardé adaptacios folyamat
eredményeként (lasd 5.5.). Igy feltételezhetd, hogy a PIN1-et a génduplikaciok soran létrejott
1) MAPK formak is megtarthattdk, mint szubsztratot, ami felveti annak a lehetdségét, hogy a
PIN1-et B csoport MAPK-k is foszforilaljak. E hipotézis tesztelésére megvizsgaltuk, hogy
vajon az MPK4, a B csoport legjobban jellemzett tagja, képes-e foszforilalni a PIN1 fehérjét.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az MPK4 az MPK6-hoz hasonléan képes a PIN1 fehérjét
foszforilalni, és ez a foszforilacid szintén jelentésen csokken a T227A/T248A/T286A PINI

mutans valtozat esetében (24.a abra).

84



dc_2005_22

A PIN1 PIN1-3A PIN1 PIN1-3A
© © N N

4 X X 4

o o o o

o = o = o = o =

autoradiografia — o—— ' —

COOMASSIE fOStOs s e i i P—— P s

B
284GPpT*PRPSNYEEDGGPAKPTAAGTAAGAGR312
Ys Y12
1009 431.236 1000.521
]y
E Ya
i 136.076 360.200
355
o]
73
o] a, ag
3 Y19
127.087 511.728
§ ee Ve 29) 82(72;9)17
§%3 502.274 Vis
§56: v by 763.390
< s 525727y, (2+)
o ] 2% s
2 ] b ( 660.344 y
I
D o] 3 b 705.877
e« 336.096 b
=1 589.247 (2+) 8
i 887.377
EE b2
=3 |[|155.081 b
LE bs-P 10509449
o 238.118 ‘ '
10:
53
ozﬂuln,|h||h|um b Ll ‘l’l"l !’ I ’II’ Il \‘ MH mine ’ H I
100 léﬂ 2(’30 25'0 3!1) E'O 4(‘!7 -\20 500 5‘50 5:)0 650 7{')0 7;0 B‘CO Bgﬂ 9&) 9;0 1000 ’l)lf(] 11‘00 11'50 12‘00 12'50 1300
m/z

24. Abra A PIN1 egy T227, T248 és T286 helyeken foszforilalt MAPK szubsztrat.

(A) In vitro transzlalt és affinitastisztitott vad tipusu GST-PIN1-HL (PIN1) és T227A, T248A, T286A
mutans GST-PIN1-HL (PIN1-3A) variansokkal végzett kinaz tesztek. C: kontroll, MPK6/MPK4: in
vitro transzlalt, affinitastisztitott aktivalt MPK6/MPK4 kinazokkal inkubalt PIN1 variansok. (B) Egy,
az MPKG6 altal foszforilalt PIN1 hidrofil hurokbdl szarmazo6 foszfopeptid (709,0780 (4+)) m/z HCD
spektruma. A prekurzor peptid szekvenciat lasd feliil, a csillag foszfotreonint jelol. A Thr-286
aminosavpozicioban tortént foszforilaciot a foszforilalt b3 fragment ion igazolja. A peptid fragmentek
jelolése (Biemann, 1990) nomenklaturaja szerint tortént. -P a Ser/Thr foszforilaciora jellemzé 98
daltonos foszforsav vesztést jelenti. (Dory et al. (2018) nyoman.)

5.4.3. Indukalt MKK7 expresszio és flagellin kezelés befolydsoljiak a PINI fehérje
plazmamembran lokalizaciojat
Az MKK7 kismértékli talexpresszidja budl mutansban a poléris auxin transzport

gatlasat eredményezi (Dai et al., 2006), az 5.2. fejezetben bemutatott eredményeink pedig az
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indukalt MKK?7 taltermelés kovetkeztében szétesd merisztéma szervezddést igazoltak. Mivel a
poldris auxin transzportnak meghatarozé jelentdsége van a merisztéma szervezddés
kialakitasaban, és a PIN1 egy MAPK foszfrilacids szubsztrat, megvizsgaltuk, hogy az MKK?7
tulexpresszio befolyasolja-e a PIN1 lokalizaciot csirandvények gyokereiben, ami egy széles
korben hasznalt, jol ismert kisérleti rendszer a PINI1 cellularis lokalizaciojanak
tanulmanyozasara. A gyokércsucsban a PIN1 a kozponti és a kéreg sejtekben fejezddik ki, ahol
szinte kizarolag a bazalis lokalizacio jellemzd, néhany kéregsejt kivételével, ahol apikalis
lokalizaci6 is megfigyelhetd (Blilou et al., 2005; Wisniewska et al., 2006).

Negativ kontrollként iires vektorral transzformalt ndvényanyagot hasznaltunk, ahol a
PINT1 lokalizécio szabalyos volt, B-0sztradiol kezelés mellett is (25.a dbra). Hasonloképpen, -
Osztradiol kezelés hianyaban, az indukalhat6 MKK?7 transzgén konstrukciét hordozéd
novényekben is szabalyos PIN1 mintazat volt megfigyelhetd (25.a abra). Ezzel szemben, B-
Osztradiollal kezelt novényekben a PIN1 plazmamembran lokalizacidja részben megsziint, a
PIN1 proteinfrakciod egy része intracelluldris csomokban jelent meg (endocitdzis) (25.a dbra).
A gyorsiitemii delokalizacié kozvetlen MAPK altal végzett poszttranszlacios szabalyozasra
utal.

Az indukalt MKK?7 expresszios rendszeren kiviil azt is megvizsgaltuk, hogy vajon a
flagellin kezelés, mint jol jellemzett MPK6 aktivalo inger befolyasolja-e a PIN1 lokalizaciot.
A kezeletlen kontroll csirandvényekben a szokasos bazalis plazmamembran PIN1 lokalizacio
volt megfigyelhetd, mig a flg22 kezelés hatasara az MKK?7 tiltermeld mintadkban megfigyelthez
hasonlé delokalizacio kovetkezett be, vagyis a PIN1 proteinfrakcid egy része intracellularis
csomoOkban jelent meg (25.b abra). Két kiilonb6zd kisérleti megkdzelitésben is hasonld
eredményeket értiink el, a PIN1 immunhisztokémiai lokalizaciojaval és ProPINI:PINI1:GFP
transzgénikus novényanyagokkal is (25.b,c abra). mpk6 mutans névényekben ezzel szemben a
PIN1 flagellin indukélt delokalizacidja nem kdvetkezett be (25.b 4abra), vagyis a PINI1

lokalizaciot az MPK6 altali foszforilacio képes befolyasolni.
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A PER8:MKK7 vektor PER8:MKK7
nem indukalt 1 uM B-ED, 30m 1 uM B-ED, 30m

vektor PER8:MKK7
1 UM B-ED, 3h 1 uM B-ED, 3h

B Col-0 kontroll WT + flg22 mpk6 kontroll mpk6 + flg22

c PIN1:GFP kontroll PIN1:GFP + fig22

25. Abra MKK?7 expresszi6 és flagellin kezelés a PIN1 fehérje delokaliziciojat eredményezi
gyokérsejtekben.

(A) PINT immunlokalizaci¢ iires vektor €s pERS: MKK?7 konstrukcid transzgénikus csiranévényekben.
Az MKK?7 indukcié korilmények képenként feltiintetve. (B) PIN1 immunlokalizacio kezeletlen és flg22
kezelt (10 um, 24 h) vad tipust és mpk6 mutans csiranévényekben. (C) PIN1 lokalizacio kontroll és
flg22 kezelt ProPIN1:PINI:GFP konstrukcio transzgénikus csirandvényekben. (A-C) méret sav: 10 um.
(Déry et al. (2018) nyoman.)
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5.44. A T227, T248 ¢és T286 aminosavak foszforilacios statusza befolyasolja a PINI
lokalizaciot protoplaszt rendszerben

A PINI1 fehérje protoplasztokban tiltermelve is megdrzi plazmamembran lokalizacidjat, igy ez
a kisérleti rendszer alkalmas a PIN1 plazmamembran lokalizaci6 szabalyozasanak vizsgalatara,
annak ellenére, hogy a polaritds az 6nallo sejtekben megsziinik (Michniewicz et al., 2007,
Furutani et al., 2007). Ugyanezt a megkdzelitést alkalmazva tranziensen expresszaltunk egy
358:PINI1:GFP konstrukciot, hogy a T227/T248/T286 MAPK kozvetitett foszforilacido PIN1
cellularis lokalizaciora kifejtett hatasat tanulmanyozzuk. A PIN:GFP variansok és a ko-
transzformalt MPK6:HA és myc:MKK7 konstrukciok kifejezédését Western blot modszerrel
ellendriztiik (26.a abra). A protoplaszt kisérletek soran 20-30 sejtrdl készitettiink konfokalis
mikroszképos képeket, harom fiiggetlen kisérletben, a 26.b &brdn ezekbdl mutatunk
reprezentativ felvételeket. A gyokér eredetli szuszpenzios kulturabdl izolalt protoplasztokban a
PIN:GFP a plazmamembranban lokalizalodik. MPK6-tal koexpresszalva ¢és flg22-vel kezelve
vagy indukalt MKK7-tel koexpresszalva a PINI aggregatumokat képezve intracelluldrisan
akkumulalodik, a gyokérsejtekben megfigyeltekhez hasonldan (26.b,c dbra), tehat a protoplaszt
rendszer alkalmas modell a foszforildlhatosadg hatasanak tanulmanyozasara.

A vizsgalt helyeken foszformimetikus PIN1:GFP (T227E/T248E/T286E) konstrukcio
expresszioja a vad tipus PIN1:GFP lokalizaciojaban az MPK6 aktivacio kovetkeztében
kialakulohoz hasonlé mintdzatot mutatott, azonban a delokalizaci6 itt joval nagyobb mértékii
volt, extrém nagy intracelluldris aggregatumok alakultak ki (26.b,c abra). A nem foszforilalhat6
valtozat (T227A/T248A/T286A) szintén megjelent intracellularisan, azonban itt nem

képzddtek aggregatumok (26.b,c abra).
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26. Abra A T227, T248 és T286 MAPK foszforilacios statusza befolyasolja a PIN1 lokalizaciot
protoplaszt rendszerben.

(A) Tranziensen kifejeztetett fehérjék immundetekcidja. A PIN1:GFP, MPK6:HA ¢és myc:MKK7
variansokat a flzios epitopok elleni, kereskedelmi forgalomban elérhetd antitestekkel mutattuk ki,
negativ kontrollként (n.c.) nem transzformalt protoplaszt mintat hasznaltunk. A molekulatomeg (kDa)
markereket a panelek bal szélén jeloltik. A protoplasztokat mintanként valamennyi hasznalt
konstrukcioval egyszerre transzformaltuk, majd éjszakan at pihentettik, végil a pERS8:MKK7
konstrukcidval transzformalt mintakat a fehérjekivonas vagy a mikroszkopos vizsgalat eldtt f-
Osztradiollal kezeltiik. (B) A jelzések szerinti konstrukciokkal transzformalt, illetve kezelt
protoplasztokrol késziilt konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkopos felvételek. Minden kiséreltet legalabb
harom biologiai ismétlésben végeztiink el. Méret sav: 10 um. (C) A (B) abran lathato tipikus PIN1:GFP
lokalizacios mintazatok kvantifikacioja. A vad tipust PIN1 jellemzden kizarolag a plazma membranban
(PM) lokalizalodik. Az internalis GFP frakciokat, tigy mint, foltokat és aggregatumokat tartalmazo
protoplasztokat a PIN1 esetében atipikusként kategorizaltuk. A nem foszforilalhato PIN1-3A tipikusan
az internalis és PM frakciokban is jelen van, foltok vagy aggregatumok megjelenése nélkiil. A foltok
vagy aggregatumok megjelenését mutatdo PIN1-3A protoplasztokat atipikusnak kategorizaltuk. A PIN-
3E, PINI/MPK6 + flg22 és PIN1/MPK6/MKK?7 transzformans protoplasztokra jellemz6 az internalis
aggregatumok képzddése. A vizsgalt 70 ilyen protoplasztbol mindOssze egy esetben detektaltuk a
kizarolagos PM lokalizaci6 fennmaradasat. (Dory et al. (2018) nyoman.)

5.4.5. PING feherje, a hosszu HL PIN csoport kiilonleges tagja is MPK4/6 kinaz szubsztrat

A PING a hosszu hidrofil hurokkal rendelkezd, kanonikus PIN fehérjéktél annyiban tér
el, hogy a hurok szekvencia kissé révidebb. Cellularis lokalizacidja is némileg eltérd: alacsony
PING6 expresszi6 mellett, pl. gyokerekben, az endomembran frakcidoban lokalizalodik, mig
magas expresszid mellett, pl. virdgzati tengelyben vagy nektariumokban, pedig plazma
ebben meghatarozé szerepe van a szubcellularis lokalizacionak (Ditengou et al., 2018). Erdekes
moddon a PIN6 rovidebb HL régidja nyolc potencialis MAPK foszforilacios helyet tartalmaz,
ami tobb mint a tobbi hosszi HL PIN MAPK helyei. A bemutatott PIN1 in vitro foszforilacios
teszttel azonos megkdzelitésben vizsgaltuk a PIN6 foszforilaciojat is. Amint azt a radioaktiv
foszfat beépiilése jelzi, a tisztitott in vitro transzlalt vad tipust PING hidrofil hurok fehérjét az
MPKG6 ¢és az MPK4 is foszforilalja (27. abra). Negativ kontrollként mind a nyolc foszforilacios
helyet nem foszforilalhaté alaninra cseréltiik (T226A, T242A, S286A, T304A, T320A, S326A,
S337A, és T393A), ami a foszforilacios képesség elvesztését eredményezte (27. abra). Az
MPK6 esetében megfigyelhetd gyenge maradvany radioaktiv jel valdsziniileg az MPK6 erds
aktivitasabol eredd nem specifikus foszforilacié kovetkezménye. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy PING, a PIN1-hez hasonléan MAPK szubsztrat. Mivel a PIN6 a hossza HL PIN
csoporton beliil elkiiloniil, valoszeriinek tiinik az a feltételezés, hogy a MAPK altali PIN

foszforilacidra vonatkozo eredmények a tobbi hosszi HL PIN fehérjére is altalanosithatoak.
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PIN6-WT PIN6-mut8

27. Abra A PIN6 egy MAPK szubsztrat.

MPK4 -+ -+
In vitro transzlalt és affinitastisztitott vad tipusa
autoradiografia = GST:PING (PIN6-WT) és T226A, T242A, S286A,
T304A, T320A, S326A, S337A és T393A mutans
Coomassie festés NS S S GST:PIN6 (PIN6-mut8) variansokkal végzett kinaz
tesztek. A PIN6 variansokat in vitro transzlalt,
MPK6 -+ 4 affinitastisztitott és elualt, aktivalt MPK4 (fels6
panel) vagy MPK6 (alsé panel) jelenlétében (+)
N vagy hianyaban (-) inkubaltuk. A felvitt proteineket
autoradiografia - Co%)};nassiz festé(ss)el vizualizaltuk. (Ditelzqgou et al.
(2018) nyoman.)
Coomassie festés | v s s il

A 4.4-ben bemutatott eredményeink azt bizonyitjak, hogy a MAP kinazok ¢és az AGC
a PIN plazmamembran lokalizaciojanak komplex szabéalyozédsdban, a szarazfoldi életmod
kihivasainak megfeleléen. A kornyezeti hatdsok altal aktivalt MAPK jelpalydk a PIN
szabalyozas egy 1) mechanizmusat jelentik, amely fontos szerepet jatszhat a novényfejlodés

kornyezeti plaszticitasaban.

5.5. A MAPK jelatvitel evolucioja a novényvilagban

Az elsé genomszekvencidk megjelenése Ota, az jgeneracios szekvenaldsi technikak
fejlddésének koszonhetden, a kdzzétett genomszekvencidk szama gyorsul6 litemben ndvekszik.
amerikai biologus, Theodosius Dobzhansky mar hires 1973-as esszéjének cimében
megfogalmazta, hogy ,,a bioldgidban semminek nincs értelme, kivéve az evolucio fényében”
(Dobzhansky, 1973). Napjainkban a komparativ genomika Dobzhansky koraban
elképzelhetetlen lehetdségeket nyitott meg a funkciondlis ismeretek evolucids keretbe
foglalasahoz. A MAPK jelpalyak evolucids expanziojat gerinces fajokban 201 1-ben irtak le (Li
et al., 2011). A kétezres években az Arabidopsis genom utan tobb virdgos névény genomjat is
publikaltak, majd ezekben annotaltdk a MAP kinazokat kodolo géneket, amelyek az MPK és
az MKK szekvencidk esetében is négy filogenetikai csoportot alkotnak (A-D) (Hamel et al.,

2006). A teljes képhez azonban hidnyzott az 6si, rendszertanilag tavoli ndvénycsoportok (algak,
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mohak, harasztok) genomjaiban taldlhato MAPK jelatviteli gének azonositasa. Ezért célul

crer

5.5.1. MAPK csalidok alga proteomokban — a MAPK géncsalad korai evolucidja a
novenyvilagban

Vizsgalatainkhoz tizenharom szekvenalt genomu zdldalgafajt (Chlorophyta)
valasztottunk, amelyek jol reprezentaljak a zoldalgdk nagy és heterogén csoportjat, rendszertan,
¢letmod, foldrajzi elterjedés, okoldgiai vagy gazdasagi jelentds€ég szempontjabol. Képviselve
van kozottiik a harom {6 rendszertani osztaly, egyarant vannak koztiik széleskorben elterjedt
kozmopolita tengeri plankton és édesvizi fajok, illetve extrém kdoriilményekhez adaptalodott
specialista fajok, vagy akar parazitak is. A fajok az algdk sejtméret, genomméret és a génszam
szerinti sz¢les skalajat is jol reprezentaljak. A vizsgélatba bevont fajok filogenetikai kapcsolatat
a 28. abra mutatja, részletes bemutatdsukra a terjedelmi korlatok miatt e dolgozat keretin beliil
nincs lehetdség, azokat az érdekl6do olvasé Kalapos et al. (2019) cikkében taldlja meg.

A MAPK szekvencidk azonositasara egy Hidden Markov Model (HMM) alapu szlirést
végeztiink, amely 39 kanonikus MAPK proteint detektalt a 13 protedémban (29. dbra; tovabbi
részletek: Kalapos et al., 2019). A MAP kinazok szama algakban viszonylag allando, a legtobb
faj (tizenhdrombol hat) harom MAP kinazzal rendelkezik. Négy fajban két MAPK talalhato,
mig MAPK gazdagnak tekinthetd két, illetve egy faj, amelyekben négy, illetve 6t MAPK-t
detektaltunk. Ezek az eltérések valoszinlisithetden génvesztések, illetve duplikaciok
kovetkezményei. A génvesztések a kompaktabb genomstruktirak velejardi. A harom MAPK
tipussal rendelkezd fajok minden filogenetikai csoportban megtaldlhatdéak, ami erdsen
alatdmasztja, hogy a néhany hidnyz6 MAPK génvesztés kovetkezménye. Mind a TEY, mind a
TDY foszforilacios motivum megtaldlhatdo mindegyik fajban, ami a két névényi MAPK altipus

nagyon korai szétvalasat jelenti.
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Auxenochlorella
protothecoides

Coccomyxd
subellipsoided

Prasinophyceae

28. Abra A 13 vizsgalt algafaj filogenetikai viszonyrendszere.

A feltiintetett algafajok aktin protein szekvencidit a MUSCLE modszerrel illesztettilk, majd a
filogenetikai fat a MEGAG szoftvercsomag hasznalataval, maximum likelihood mddszerrel készitettiik
el. A fa a kivalasztott fajok ismert filogenetikai kapcsolatainak megfelel felépitésii, a harom f6 osztaly
(Prasinophyceae, Trebouxiophyceae ¢s Chlorophyceae) elkiiloniilése egyértelmiien megjelenik.
(Kalapos et al. (2019) nyoman.)

A kanonikus MAPK csoportok mellett a legtobb fajban megtaldlhatdo egy atipikus
MAPK forma is, amely a legnagyobb hasonlosadgot az ERKS tipust kindzokkal mutatja, habar
négy faj elvesztette ezt a kindz tipust. Az ERK8 (MAPK15, ERK7) egy eml6s atipikus MAPK,
az ERK klasszikus TEY aktivacids mintdzatdval, azonban a legtébb MAPK aktivalo
extracellularis inger az ERK8-at nem aktivalja. Tovabba az sem ismert, hogy vajon valamilyen
MKK szabdlyozza-e az ERKS8-at, valamint szubsztratjai és effektorai is alig ismertek. A humén
ERKS egy hosszil C terminalis doménnel rendelkezik, €s szerepet jatszik a daganatfejlédés
folyamataban is. Erdekes modon algikban az ERKS8-szerti kinazok foszforilaciés motivuma

TDY, szemben a human ERK8 TEY motivumaval.
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29. Abra A 13 algafajban azonositott MAPK szekvenciak filogenetikai kapcsolatai.

A 48 azonositott MAPK kinaz domén aminosav szekvencidit a MUSCLE modszerrel illesztettiik, majd
a filogenetikai fat a MEGA 6 szoftvercsomag hasznalataval, maximum likelihood mddszerrel készitettiik
el. Csoporton kiviili gyokérszekvenciaként egy C. reinhardtii cyclin-dependent kinase (CDKG1)
szekvenciat hasznaltunk. A fajokat a proteinazonositok mellett a baloldalon feltiintetett szinkodok
szerint jeloltiik. A filogenetikai csoportokat és a konzervalt foszforilacios helyeket (TxY) a belsé és
kiils6 szegélyeken tiintettiik fel. (Kalapos et al. (2019) nyoman.)

A virdgos novényekre jellemzd MAP kindzok filogenetikai osztilyozésa régota
egyértelmii (MAPK Group, 2002; Jonak et al., 2002; Hamel et al., 2006). A TEY tipust kindzok
harom csoportot alkotnak (A-C), mig a TDY ag alkotja a D csoportot. A ndovényi MAPK-k
korai evoluciojanak megbizhaté rekonstrukcidjdhoz az alga MAP kinazok harom
szekvenciatipusaval végeztiink filogenetikai analizist: teljes hosszisagi €s kindz domén
aminosav, valamint a kodold DNS szekvencidk. Habar a csendes mutaciok vagy éppen a kindz

doménra hat6 negativ (tisztitd) szelekcio miatt a harom tipusi szekvencidra eltéré mutacios rata
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jellemz6, a kapott torzsfak struktirdja nagyon hasonld, ami az evoluciés kapcsolatok
megbizhatd rekonstrukciojat tdmasztja ala (29. abra, és Kalapos et al., 2019).

Mindegyik torzsfaban harom f6 ledgazas alakult ki. Az ERKS8-szerli csoport élesen
kiilonvalik a kanonikus MAP kindzoktol, ami megfelel ennek a csoportnak a nagyon korai, a
novényivilag evolucids kialakulasa elétti kialakuldsanak. A kanonikus MAP kinazokon beliil a
TEY ¢és TDY tipust szekvencidk formaznak két {6 ledgazast. A TEY ledgazason beliil jol
elkiiloniilnek a C csoportnak megfeleld kindzok, mig a masik csoport az A és B tipusu
kinazokhoz hasonlit, filogenetikailag nem elkiilonithetden, igy ezt a ledgazast A/B csoportnak
neveztilk el. Erdekes modon, a Prasinophyceae osztalyba tartozd aprd plankton algak
(Bathycoccus prasinos, Ostreococcus lucimarinus, O. tauri, Micromonas commoda, M. pusilla)
C tipust szekvenciai egy kiilon leagazast képeznek az aminosav alapt fakon. A DNS alapu fan
a Prasinophyceae TEY szekvenciadk pedig teljesen elkiiloniilnek, ami megfelel a nukleotid szint
magasabb mutéacids ratdjanak (Kalapos et al. 2019). A Prasinophyceac TEY szekvencidk

divergenciaja dsszhangban van e csoport nagyobb evolucios tavolsagaval.

A széarazfoldi novények megjelenése mintegy 500 millid évvel ezeldttre tehetd (Pennisi,
2011). A jelenleg €16 algak nagy és heterogén csoportja ez alatt az 1d6 alatt alakult ki, igy az
algdk és a szarazfoldi novények kozotti Osszehasonlitd elemzéssel feltarhatdo a géncsalad
torténete a novényvilag korai evolicioja soran. Azok a MAPK tipusok, amelyek egyarant
megtalalhatoak algdkban és szarazfoldi fajokban a két fejlodési vonal szétvalasa elott
megjelentek, mig azok, amelyek csak bizonyos vonalakbdl hidnyoznak a vonalak szeparacioja
utan bekovetkezett génvesztések kovetkezményei. Az alga MAPK-ok filogenetikai tavolsaga
minden csoporton beliil jol tiikkr6zi a megfeleld fajok filogenetikai rokonsagat (28, 29. abrak),

megerdsitve az egy kozos 6stol tortént leszarmazast.

5.5.2. A novényi MAPK géncsalad nagyaranyu expanzioja és egy hiperkonnektalt jelatviteli
halozat kialakuldsa

Az algafajokra meghatarozoan jellemzd a harom MAPK tipus jelenléte, ami azt jelenti.
hogy a novényvilag korai kozds dsében harom MAPK gén volt a névényi MAPK géncsalad
alapitd tagja. Minden novényi MAPK ennek a harom altipusnak a tovabbi duplikacioi
eredményeként jott 1étre, és ez a folyamat eredményezte a virdgos ndvényekben megtalalhato,
négy filogenetikai csoportot alkotd, mintegy husz MAPK kialakuldsat. Szarazfoldi
novényekben az A ¢és B csoportok az A/B tipusu Osi kinazok szeparaldédasaval jottek létre

(Doéczi et al., 2012).
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A jelatviteli funkciok novekvd komplexitdsat jol tiikrozi a szarazfoldi névények
evolucidja soran folyamatosan boviildé MAPK repertodar. A moha modellorganizmus
Physcomitrella patens proteomban hat TEY és két TDY, valamint egy ERKS tipusu, mig a nem
viragos, vaszkularis névények modelljeként ismert Selaginella moellendorffii proteomban négy
TEY ¢és négy TDY, valamint ketté ERKS8 tipusi MAP kinazt azonositottunk (Doczi et al.,
2012). Arabidopsisban pedig mar 12 TEY ¢és 8 TDY kinaz talalhato (MAPK Group, 2002).
Erdekes médon a kanonikus MAPK-ok nagyfoku expanziéja mellett az ERKS tipus a viragos
novényekbdl eltiint, elképzelhetd, hogy funkcidjat bizonyos kanonikus MAPK-ok vették at
(Doéczi et al., 2012). Az Gjonnan megjelend MAPK-ok bizonyara a szarazfoldi életmodhoz
kapcsolodo tobbféle kornyezeti ingerre vald megfeleld valaszképesség miatt alakultak ki.
Tovabbd, a magas szinten szervezett tobbsejtii életformak szamara elengedhetetlen az alkotd
sejtek kozotti kifinomult kommunikécio, €s, az allatokhoz hasonlé modon, a MAPK jelatvitel

novényekben is szerepet kapott a komplex testfelépités kialakitdsanak szabalyozéasaban.

A Naegleria gruberi egy nagyon koran divergalddé eukariota adgat képviseld protiszta
(Fritz-Laylin et al., 2010). Genomjanak analizise soran egy MAPK kodolo szekvenciat
azonositottunk, ennek foszforilacidos motivuma TEY, ami az allati MAPK-ok koziil az ERK
tipusu kindzokban talalhat6. Mivel az ERK tipus harom kiilonb6z6 eukariota fécsoportban is
jelen van (protisztak, Opisthokontak, novények) megéllapithato, hogy a MAPK jelatvitel mar
az utolso eukaritoa k6zos dsben (Last Eukaryotic Common Ancestor (LECA)) kialakult, és az
0si MAPK egy ERK tipust kinaz protein volt, majd a ndvény- és allatvilagban a kiilonb6z6
MAPK tipusok egymastdl fiiggetleniil ebbdl a MAPK 6sbdl alakultak ki.

A MAPK kinazok (MKK) a MAPK jelpalyak kozponti elemei, amelyek a konzervalt
aktivaciés hurok két helyének MKK kindzok (MAP3K) altali foszforilacigjaval aktivalodnak.
Naegleria-ban két, kozeli rokonsagban all6 MKK-t azonositottunk, amelyek feltehetdleg egy
nemrégi génduplikacio soran jottek 1étre. A Naegleria MKK-k mind a névényi, mint az allati

MKK-hoz mutatnak szekvenciarokonsagot, ami k6zds eredetre utal.

A két nemrég duplikalédott MKK ¢és az egyetlen MAPK jelenléte Naegleria-ban az Gsi
MAPK jelpalya egyszert felépitésérdl tesz tanubizonysagot. A Chlamydomonas genomban
eredetileg csak egyetlen MKK gént azonositottak (Hamel et al., 2006). Ezt a kérdést tobb
algagenomban is megvizsgaltuk (Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri, Micromonas
spp., Ostreococcus tauri és O. lucimarinus) (Doczi et al., 2012). Erdekesmoédon Micromonas-

ban két kiilonb6zé MKK tipust azonositottunk, az egyik a B csoporthoz rokonithato, a masik
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pedig nem illeszthetd a viragos novényekben kialakitott filogenetikai csoportokba. Ezért ezt a
leagazasi csoportot ,,atmeneti” csoportnak neveztiik el. Hasonloképpen, a két MKK tipust
detektaltuk a Volvox és Chlamydomonas protedmokban is, azonban ezekben a fajokban
potencialis szekvenaldsi hibdkat is azonositottak, amelyek a korabbi detektalas kudarcat
eredményezhették. A Prasinophyceae osztalyba tartozo két Ostreococcus fajban azonban csak
egy, a koztes tipushoz tartoz6 MKK-t azonositottunk. Mindez az MKK gének korai
divergenciajat sugallja a novényevolucié soran. Erdekesmédon, a B csoportnak minden virdgos
novény fajban csak egy tagja van (AtMKK3 és ortoldgjai), mig mohaban ez a gén duplikalodott.
Feltehetdleg minden novényi MKK a koztes tipusbol divergéalodott, elsdként a B tipus
levalasaval, ami aztan egy kiilon kinaz tipusként a névényevolicid soran végig fennmaradt. Ez
a divergenciat ¢és specializaciot az a jellegzetesség is alatdmasztja, hogy valamennyi B tipust
MKK C terminalisdn megtalalhat6 egy, csak erre a ndvényi MKK csoportra jellemzé domén,
ami az NTF2 (nuclear transport factor 2) fehérjékhez mutat nagyfoka hasonlosagot (MAPK
Group, 2002; Hamel et al., 2006 — lasd még 2.2. fejezet). A nukleocitoplazmas ingazéas szdmos
MAPK jelpalya fontos funkciondlis jellemzdje, és ugy tlinik, hogy ndvényi B tipusu MKK
fuzidja egy NTF2 szekvenciaval ezt a folyamatot tdimogatja a ndvényvilagban. A korabbiakban
targyaltak szerint harom MAPK 6stipus kialakuldsa egy nagyon korai esemény volt a
ndvényvilag evolucidja soran. Arabidopsisban sziiletett eredmények alapjan tudjuk, hogy az
MKK3 mindharom tipusi MAP kindzzal szabalyozasi kapcsolatban all (Ddéczi et al., 2007;
Takahashi et al., 2007, 2011), igy feltételezhetd, hogy ez a jelpalya struktira a novényi MAPK
jelatvitel kozos oroksége. Az Ostreococcus fajokban viszont csak egy MKK ¢és két (egy TEY
¢s egy TDY) MPK talalhatd. A hianyz6 kinaz tipusok feltehetdleg génvesztés eredményként
tlintek el, viszont ez a jelpalya struktira is azt mutatja, hogy egy MKK képes tobbféle MAPK-
t is szabalyozni novényekben. Ez a jelenség feltételezi a jelatvitel specificitdsat biztositd
szabalyozasi mechanizmusok kialakuldsat, amelyek lehetdvé teszik a komplex haldzatok
kialakuldsat dsszetettebb szervezetekben. Ennek megfelelden, a viragos novényekre jellemzd

2:1 MAPK:MKK arany.

A fenti eredmények nyoman betekintést nyerhettlink a folyamatba aminek
eredményeként egy, a Naegleria MAPK jelpalyahoz hasonld egyszerliségti 0si jelpalyabol
kialakultak a komplex MAPK jelatviteli rendszerek. A keresztiranyu kapcsolatok (crosstalk)
¢lesztd, allati és novényi MAPK jelpalydk esetében is ismert (Avruch, 2007). A korabbi
funkcionalis és nagyateresztoképességli vizsgalatok eredményei egyarant a ndvényi MAPK ¢és

MKK szintek kozotti kapesolatok extrém nagyfoku konnektivitdsat mutatjak (pl. Jonak et al.,
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2002; Popescu et al., 2009; Andreasson and Ellis, 2010). Hogy a konnektivitast objektiven
felmérjiik, minden élesztd, human és Arabidopsis MAPK és MKK kapcsolatot let6ltottiink az
IntAct (Kerrien et al., 2012) és BioGrid (Stark et al., 2011) adatbazisokbol. Emellett az EBI
(European Bioinformatics Institute) PSICQUIC web szolgaltatdsat hasznaltuk tovabbi
kapcsolatok megtaldlasara mas adatbazisokbol is. Csak fizikai protein-protein kolcsonhatasokat
¢és biokémiai aktivaciot vettlink figyelembe. Ezeket a MAPK-MKK kapcsolatokat az 30. abran
vizualizaltuk.

Ez alapjan is egyértelmi, hogy a viragos novények MAPK hélézata nem csak tobb
elembdl all, de sokkal nagyobb mértékben konnektalt, mint az élesztd vagy allati haldzatok.
Réadasul a novényi halozat a valosagban minden bizonnyal ennél is komplexebb, mert a nagy
ateresztOképességli modszerekkel kapott eredményeket (mint pl. Popescu et al., 2009) nem
vettilk figyelembe, mert csak az azonos moddszerekkel elért eredményeket hasznaltunk az
Osszehasonlitds soran. Hogy egy ilyen komplex, magas konnektivitdsu halozatban hogyan
tarthat6 fenn a jelspecificitds, nem nagyon ismert, feltehetdleg ez a jovébeni ndvényi MAPK
kutatasok egyik fontos kérdése lesz. Ebben tobbek kozott szerepet kaphatnak az Opisthokonta
fajokban megismert allvanyfehérjékhez hasonld6 mechanizmusok, vagy példaul a kiilonb6zo
komponensek tér- és iddbeli izoladcioja, illetve tovabbi reguldcios rétegek miikddése. Ez
utdbbira jo példa az MKK3-MPKS kapcsolat, ami az MKK3 mas tipusit MAPK kapcsolataihoz
képest még Ca?" fiiggd kalmodulin kotést is igényel a teljes aktivitashoz (Takahashi et al.,
2011).
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30. Abra MAPK jelatvitel konnektivitasa kiilonboz6 eukaridta modellfajokban.

(A-C) A halozatkonnektivitds vizualizacidja céljabol a Kkisérletesen igazolt MKK-MAPK
kolesonhatasokat abrazoltuk élesztében (A), emberben (B) és Arabidopsisban (C). A kolcsonhatasokat
nyilvanosan hozzaférhetd adatbazisokbol, mint pl. IntAct (http://www.ebi.ac.uk/intact/) és BioGrid
(http://thebiogrid.org/), valamint egyéni publikaciokbol gyijtottik. Kizardlag az 0Osszevethetd
modszerekkel nyert eredményeket vettiilk figyelembe (lasd 98. 0.). Valamennyi kdlcsonhatast leird
referencia elérhet6 online (Ddczi et al., Trends Plant Sci. 2012 17:518-25 Supplementary Table S3). Az
ERK1/2, JNK, p38, ERKS, ERK3/4 és ERK7/8 altalanosan hasznalt MAPK jelpalya nevek; a MEK,
INKK, SAPKK, és MEKS altalanosan hasznalt emberi MKK alternativ nevek. Arabidopsisban az A, B,
C ¢és D betiik az azonos nevil filogenetikai csoportokat jeldlik. A kinaztipusok neveit ado roviditések:
ERK, extracellular signal-regulated kinase; FUS3, cell fusion 3; HOGI1, high osmolarity glycerol
response 1; JNK, c-Jun N-terminal kinase; JNKK, JNK kinase; KSS1, kinase suppressor of Sst2
mutations 1; MEK, mitogen-activated protein kinase kinase; PBS2, polymyxin B sensitivity 2; SAPK,
stress-activated protein kinase; SLT2, suppression at low temperature 2; SMK1, Sporulation-specific
mitogen-activated protein kinase; STE7, sterile 7. (Doczi et al. (2012) nyoman.)

99



dc_2005_22

A fenti eredményeket 6sszegezve alapvetden eltérd evolicios fejlédési Ut rajzolodik ki
a novényi ¢és az Opisthokonta eukariotdk MAPK jelatviteli mechanizmusai kozott. A kozos
eukariota 6sben kialakult ERK-szerli MAPK jelpalya mindkét kladban szdmos duplikécion
ment keresztiil, azonban amig az Opisthokontakban a duplikdciokat ujabb tipusit MAPK
formak kialakuldsa kovette (p38, JNK), amelyek alapvetden funkciondlisan szeparalt
jelpalyakat alkotnak, addig novényekben az ERK tipust aktivacidos hurokkal rendelkezd
kinazok szama nétt meg jelentdsen, amelyek a felsé MKK-kal kiilonallo jelpalyak helyett egy
magas konnektivitasu jelatviteli halozatot alakitottak ki. A protein kindzok nagyobb szama és
aranya jellemz6 a virdgos ndvényekre (lasd 2.2. fejezet), ami a helyhez kotott életmoddal
hozhato Osszefiiggésbe. A helyhez kotottség egyik meghatarozd kovetkezménye, hogy a
ndvényi organogenzis alapvetden eltér az allati folyamatoktol, mivel féleg posztembrionalis és
anovény élete végéig folyamatos. Igy novényi szervfejlédés rendkiviil plasztikus, lehetdvé téve
a valtozo kornyezeti valo adaptaciot. Ez a novényekre jellemzd kornyezeti ingerek és fejlodési

crer

hianyat.

5.5.3. A dokkolohely motivumok csoportspecifikus szekvenciadivergenciaja a névenyvilagban
A MAP kinaz-szubsztrat felismerést dedikalt interakcios felszinek (dokkold helyek)
biztositjak (lasd 2.3.fejezet). A D ¢és CD helyek koevolticidja a jelpalya specificitas
kialakulasanak egyik hajtoereje lehet. Ezt alatamasztjdk azok az eredmények, amelyek azt
igazoltak, hogy az igen nagyfoku szekvenciahasonlosag ellenére a kiilonbozé human MKK
tipusok D helyei képesek a veliik egy jelpalyan miikodé MAP kindzok CD helyeivel specifikus
kolcsonhatast biztositani (Bardwell et al., 2009). Hasonld rejtett specificitdsi mintdzatok
biztosithatjak a MAPK-k szelektiv szubsztrat felismerési mechanizmusait is. A névényi TEY
¢s TDY aktivacidos hurok motivumit MAPK altipusok azonban meglepden szembe6tld
eltéréseket mutatnak. A TEY tipust kindzok CD motivumai nagymértékben hasonlitanak az
élesztében és allatokban leirt motivumhoz, habar a C csoportban a savas aminosavak fokozatos
elvesztése figyelhetd meg algaktol a virdgos ndvényekig. A TDY tipusu névényi MAP
kinazokban azonban egyes savas aminosav pozicidkban bazikus aminosavak talalhatok (31.a
abra). Tovabba, a novényi MKK-k D-helyei csoportspecifikus eltéréseket mutatnak
aminosavdsszetételben (31.b dbra). Példaul a B csoportban a bazikus helyeken er6sen dominans
a lizin, mig a hidrofob helyeken a leucin. Az Opisthokonta modell szerint az egyes
csoportokban megtigyelt MAPK CD, illetve a MKK D hely divergencidk a csoportspecifikus

partnerszelekcid fenntartasat is szolgalhatjak. Ebben a szcenarioban a
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(a)

A/B

MPK6 AT2G43790
MPK3 AT3G45640
MPK10 AT3G59790
XP_ 001768064 _phy
XP_001757752_phy
XP_001772376_phy
XP_001763232_phy
XP_002976336_sel
MPK13 AT1G07880
MPK5 AT4G11330
MPK12 AT2G46070
MPK11 AT1G01560
MPK4 AT4G01370
XP 002955338 vol
XP_ 001700291 chl
XP_003081390 ota
XP_ 001419851 olu
XP_ 002503699 mic

XP 002948304 vol
XP 001690852 chl
XP_001690850_chl
XP 002501054 mic
XP_ 001419478 olu
XP 003083155 ota
MAPK14 AT4G36450
MPK7 AT2G18170

MPK2 AT1G59580

MPK1 AT1G10210

XP_002976409_sel
XP 002967096 sel
XP 002960915 sel
XP_ 001771474 phy
XP 001776547 phy

XP 001703601 chl
XP 002954138 vol
XP 001419059 olu
XP 003080614 ota
XP 001694300 chl
XP 002954367 vol
XP 002503335 mic
MPK8 AT1G18150
MPK15 AT1G73670
MPK9 AT3G18040
MPK17 AT2G01450
MPK18 AT1G53510
MPK19 AT3G14720
MPK20 AT2G42880
XP 002961155 sel
XP 002966854 sel
XP 002984293 sel
XP 002972463 sel
MPK16 AT5G19010
XP 001765894 phy
XP 001766825 phy
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LHDISDEPEC
LHDPNDEPIC
FHDITDEPEC
LHDVSDEPTC
LHDLSDEPTC
LHDINDEPAS
LHDINDEPIC
LHDVNDEPSC
LHEINEEPTC
LHDLNDEPVC
HHDVAKEPVC
LHEYNEEPVC
LHDINEEPVC
LHDVADEPVC
LHDVSDEPVC
LHDEVDEPCA
LHDEVDEPCA
LHDVSDEPSA

LHDEAAEPCA
LHDEAAEPAA
LHEEAAEPAA
LHDPMVEPAS
LHDASMEPTY
LHDVSAEPRY
LLEPECNPSE
LFDPGSNPPA
LYDPSANPPA
LYDPNANPPA
VHDNHAGDVY
LHDAALEPSA
LHDAALEPSA
LYDASQELSA
LHDATVEPSA

LPSAVNQVRG
LPEVRQETVP
LADVSREPAR
LADVSREPSR
LHCVAREPVA
LHCLAREPVA
LSDPSREPAA
LSNSEREPTT
LSSKVREPST
LANVDREPST
LANVDYEPSR
LSKIEREPSS
LAKVEREPSC
LAKVEREPSC
LAKVEREPSA
LAKVEREPSA
MSHLOREPAA
MSHLOREPAA
LAKVEREPSA
LAKVDREPSA
LAKVDREPSA

ERKS8-like

(b)

XP 002675531 nag
XP 002507666 mic
XP 001699095 chl
XP 002951120 mic
XP 001766838 phy
XP 002964959 sel
XP 002977037 sel
HsERKS

XP 001755215 phy
XP 001769374 phy
XP 002991584 sel
XP 002968717 sel
MKK7 AT1G18350
MKK9 AT1G73500
MKK8 AT3G06230
MKK10 AT1G32320

MKK4 AT1G51660
MKK5 AT3G21220

XP 001761737 phy
XP 001768791 phy
XP 002988344 sel
XP 001758355 phy
MKK6 AT5G56580
MKK1 AT4G26070
MKK2 AT4G29810

XP 002947566 vol
XP 001693665 chl

intermediate xp 002504085 mic

human
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XP_ 001417318 olu
XP_ 003078923 ota

XP 001696437 chl
XP 002958286 vol
XP 002506404 mic
MKK3 AT5G40440

XP 002960466 sel
XP 001772493 phy
XP 001767359 phy
XP 002675852 nag

HsMEK1
HsMEK?2

HsMKK3
HsMKK6
HsMKK4
HsMKK7

FHNPAEEPTC
FHNPADEPYC
FHNLADEPVC
FHNMADEPVC
FHNPIDEPIC
FHNPREEPSC
FHNPREEPSC
FHCPSDEWAR

(n/a)

(n/a)
K-KSLR-PSLKL
RSKKP--PNLOL
R-KRR-QINLRL
R-ERR-QLNLRL
R-DNQ-FLNLKL
R-ERRHQEPLTL

R-RRP-DLTLPL
R-KRP-DLSLPL

R-R-GG-LRVAV
R-R-QG-VQGSV
R-R—A--LRVAV
KFK-GG--NSAL
K---Q--LKLSV
(n/a)
K-KGGFSNNLKL

R-KRPEP-IAV

RRLRPEP-IAV

K-R-ADLQV-I

RLNKLG--LGV
(n/a)

(n/a)

(n/a)
KK-A---VHV
KKKLSP-L--
KKKLMP-L-I
KKKLLP-L-L
KKKLLP-L-L
KKVKSRQLGL

KKKPTP--IQL
RRKPVLPALTI

KRKKD---LRI
KKRNPG--LKI
KRKA----LKL
RPRPT---LQL
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31. Abra Dokkolohelyek konzervécidja (101. oldal).

(A-B) Novényi MAP kinazok common docking site (CD) (A) és az MKK-k D-site tipusti dokkolo
motivumainak B) aminosavmintazatai. CD hely konszenzus szekvencia:
[LH][LHY |Dxx[DE]EPx[CA]; D-site konszenzus szekvencia: [KR][KR][KR]x(1-5) ®x®, ahol az x
barmilyen aminosavat, a ® hidrofob aminosavat jeldl. A szekvencidkat filogenetikai csoportok szerint
csoportositva tlintettiilk fel, a kindzokat fehérjeazonositokkal megadva, kivéve az Arabidopsis
szekvenciakat, ahol referenciaként a génneveket és azok AGI azonositoit adtuk meg. A tobbi fajt az
azonositdé utani roviditések jelzik: ota: Ostreococcus tauri, olu: Ostreococcus lucimarinus, mic:
Micromonas sp. RCC299, vol: Volvox carteri, chl: Chlamydomonas reinhardtii, phy: Physcomitrella
patens, sel: Selaginella moellendorffii. A human kinazokat a standard nomenklatira szerint adtuk meg,
Hs el6taggal. A bemutatott human D-site peptidekrél Bardwell et al. (2009) szerint azt igazoltak, hogy
a latszolagosan hasonld dokkolohely mintdzatok képesek a megfeleldé MAPK partnerek felé
szelektivitast biztositani. A konszenzusnak megfeleld aminosavakat félkovérrel, a toltéssel rendelkezd
aminosavakat pirossal (savas a CD helyekben és bazikus a D-site motivumokban), minden mas a
konszenzusnak megfeleldé aminosavat kékkel jeloltiink. A  csoportspecifikus —szisztematikus
aminosavcseréket tiirkiz kiemeléssel jeloltiik. n/a olyan MKK szekvenciadkat jell, amelyekben nem
talalhaté N-terminalis D-hely. (Déczi et al. (2012) nyoman.)

crcr

oldal).

A bal oldalon 13 algafaj MAPK CD site motivum szekvenciai filogenetikai csoportok szerint
csoportositva, jobboldalt a csoportokra jellemzé mintazatok szekvencia logoi lathatok. Az erdsen
konzervalt aminosavpoziciokat kék szinnel, a savas aminosavakat piros szinnel, a csoportspecifikus
szisztematikus aminosav szubsztiticokat zold kiemeléssel jeloltiik. Nyilhegyek jelzik azokat a
poziciokat, amelyekben magasabbrendii novényekben tovabbi csoportspecifikus szisztematikus
aminosav szubsztiticok torténtek: a C csoportban E>N (7. pozicid) a D csoportban egy K megjelenése
a 3. pozicioban, ami egy masodik toltésvaltast eredményezett a 6. pozicidban mar algakban is megjelend
R mellett. Az alga mintazatokbdl szisztematikusan hianyzo szubsztiticiok azt jelzik, hogy a mai
algafajokban a kanonikus és a magasabb rendli ndvényekben kialakult csoportspecifikus mintazatok
kozotti evolucios koztes allapot megmaradasa jellemzé. (Kalapos et al. (2019) nyoman.)
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Eukaridéta CD hely konszenzus:

KDD75646 Helicosporidium sp.

CC018034 Bathycoccus prasinos

XP 001419851 Ostreococcus lucimarinus
XP_ 003081390 Ostreococcus tauri

XP 013902829 Monoraphidium neglectum
XP_ 002955338 Volvox carteri

KXZ46360 Gonium pectorale

XP_ 001700291 Chlamydomonas reinhardtii
XP 002503699 Micromonas commoda

XP 003059282 Micromonas pusilla

XP 001419478 Ostreococcus lucimarinus
XP_003083155 Ostreococcus tauri

XP 002501054 Micromonas commoda

XP_ 003057263 Micromonas pusilla

XP 005651434 Coccomyxa subellipsoidea
KDD76079 Helicosporidium sp.

XP 001690850 Chlamydomonas reinhardtii
XP 001690852 Chlamydomonas reinhardtii
XP_ 002948304 Volvox carteri

KXZ55952 Gonium pectorale

XP 011398170 ARuxenochlorella protothecoides
XP_ 005848327 Chlorella variabilis

KXZ56454 Gonium pectorale

XP 001703601 Chlamydomonas reinhardtii
XP_ 002954138 partial Volvox carteri
XP_ 001419059 Ostreococcus lucimarinus
XP 003080614 Ostreococcus tauri
CC016213 Bathycoccus prasinos

XP 002503335 Micromonas commoda

XP_ 003058405 Micromonas pusilla

XP_ 013900021 Monoraphidium neglectum
XP 002954367 Volvox carteri

KXZ43541 Gonium pectorale

XP_ 001694300 Chlamydomonas reinhardtii
XP_ 005645479 Coccomyxa subellipsoidea
XP_011399372 Ruxenochlorella protothecoides
KDD74687.1 Helicosporidium sp.

XP_ 005844785 Chlorella variabilis

KDD76312 Helicosporidium sp.

XP 011396366 Ruxenochlorella protothecoides
XP_ 005846540 Chlorella variabilis

XP_ 002507666 Micromonas commoda

XP 003056520 Micromonas pusilla

XP_ 005646693 Coccomyxa subellipsoidea
KXz50454 Gonium pectorale

XP_ 001699095 Chlamydomonas reinhardtii

XP_ 002951120 Volvox carteri

novényi evolucié soran a MAPK és MKK géncsaladok génduplikacidkat kdvetd expanzidjat a
ko-evolvalodé dokkold helyek fokozatos valtozasan keresztiil kialakitott interakciok
megjelenése kovette. Ennek azonban ellentmond a kordbban bemutatott nagyfoku csoportok
kozotti konnektivitas és kanonikus D hellyel rendelkez6 MKK-k interakcidja moédosult CD
helyi (C és D csoport) MAP kinazokkal. fgy a CD helyek drasztikus csoportspecifikus

[LH] [LHY]Dxx [DE]EPx [CA]

LHEPADEPEC
LHEDTNDEPVA
LHDEVDEPCA
LHDEVDEPCA
LHDAADEPVA
LHEDVADEPVC
LHDVADEPVC
LHDVSDEPVC
LHDVSDEPSA
LHDVDDEPSA

m-mASM‘v::pTY
LHDVSBEPRY
LHDPMUEPAS
LHDPSHEPAS
MHDPASELSA
LHDPABEPTA
LHEEABEPAA
LHDEABEPAA
LHDEABEPCA
LHDEABEPSA
LHDEABEPVA
LHDEABEPZAA

LP!AVQQDRV
LPSAVNQVRG
LPEVRQETV-
LEDVSREPAR
LEDVSREPSR
LEDPSREPTA
LSDPSREPRA
LEDPAREPAA
LHSPAREPSA
LHCLAREPVA
LHCVAREPVA
LHCVAREPVA
LEQPGREPSA
L§QPSREPSA
LEQLSREPSA
LEQPSREPSA

ERGREDEPVA
EsNLVDEPVA
EsNPHDEPVA
EsNpzDEPYC
EsNpaDEPSC
EHSSADEPSA
EsNpzDEPVC
EsNLADEPVC

EsNMaDEPVC
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modosuldsai inkabb a szubsztratkotési specificitasok fokozatos szeparalodasat jelezhetik.
Ennek megfelelden, bizonyos, a virdgos ndvényekre jellemzdé szubsztiticiok algdkban
nincsenek jelen, mint példaul a 7. pozicioban megjelend E>N tdltésvesztés a C csoportban,
vagy a 3. pozicioban megjelené D/E>K toltésvaltas a D csoportban (32. abra). A kanonikus
motivum figyelemreméltd maradvanyai algdkban jol illeszkednek a specificitds sodrodas
gondolatahoz, algakban feltételezhetéen egy dsibb evolucids staddiumhoz hasonlé allapot van
jelen, ahol a kisebb proteomban még joval kevesebb szubsztrat kevesebb MAPK altali

felismerését kell biztositani.

5.6. A MAPK jelatvitel szerepének vizsgadlata fotoszintetikus mikroalgaban

A mikroalgék 6ridsi 6kologiai és novekvo biotechnologiai jelentdsége ellenére jelenleg
a fizioldgiai adaptaciés mechanizmusaikra, de kiilondsen az ezeket kialakitdé molekularis
valaszokat szabalyozo jelatviteli folyamatokra vonatkozo ismereteink meglehetdsen
korlatozottak. Az alga MAPK-ok komparativ genomikai analizisének logikus folytatasa azok
funkcionalis vizsgalata. Molekularis alapt kutatasokra legalkalmasabb alga faj egyértelmiien a
Chlamydomonas reinhardtii, ami egy széleskorben hasznalt modellorganizmus. E célbdl egy
nagy multa algakutatd intézetben (Institute of Microbiology, Czech Academy of Sciences)
dolgozo tapasztalt Chalmydomonas kutatoval, Katerina Bisovaval egyiittmiikodve sikeresen
bevezettik a Chlamydomonas kisérleti rendszert (tenyésztés, molekuléaris technikdk) az
Agrartudomanyi Kutatokézpontban.

Eredeti elképzelésiink szerint egy-egy kivalasztott MAPK ¢és MKK gén funkcionalis
vizsgalatat tultermeld vonalakkal terveztiik elvégezni, azonban 2016-ban elérhetdvé valt egy
inszercids mutans kollekcid, amiben az altalunk vizsgalt génekben is eldallitottak mutans
vonalakat (Li et al., 2016). A random inszerciés mutansgyljtemények eldallitdsa magas
eréforrasigényt, igy a Chlamydomonas kollekcio eldallitasanak ténye is jol mutatja az algak

fokozodo biotechnoldgiai jelentdségét.

Két gént valasztottunk funkcionalis jellemzésre. A CrMPKS (Cre01.g010000) az A/B
tipust MAPK Chlamydomonas-ban, igy a legjobban jellemzett Arabidopsis MAPK-okhoz
(MPK3/4/6) leginkdbb homolég MAPK. CrMKK1 (Cre06.g249150) pedig a Chlamydomonas
B tipusu MKK, az AtMKK3 ortologja. Mindkét gén a megfeleld filogenetikai csoport egyediili

tagja, igy a redundancidval jar6 kisérleti problémak varhatdéan minimalisak.
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Az mpkS8 és mkkl mutans vonalakat és a megfeleld vad tipusu hattértdrzset beszereztiik
a torzsgyljteménybdl. A PCR ¢és szekvenalas alapii genotipizalds igazolta az inszerciok
jelenlétét, a vart poziciokban. Az MPKS esetében két beépiilés tortént az adott genomi
pozicioba, forditott tandem elrendezésben (33.a dbra). A génexpresszio elvesztését kvantitativ

RT-PCR modszerrel igazoltuk (33.b abra).

A MAPK jelatvitel mind allatokban, mind virdgos ndvényekben fontos szerepet jatszik
az oxidativ stresszre adott valasz szabdlyozasdban. Réaadasul a ndvényevolicié soran a
kezdetben csupan toxikus melléktermékként megjelend reaktiv oxigénformak szamos inger
masodlagos hirvivéjévé valtak (Mittler et al., 2011). Igy elképzelhetd, hogy a novényi MAPK
halozat ko-evolvalodott az ujabb ROS funkciokkal, és igy alakultak ki a kiilonb6z6 stressz €s
fejlodés szabalyozasi funkcidi. Ezért célul tiiztiik ki az alga MAPK ROS valaszban betoltott

szerepének vizsgalatat.

A
mkk1 (4344 bp)
o <&
B B o M e
mpk8 (4166 bp)
— s
e B B o} e e
=== intron exon flanking sequence  mmmjp insert — wmmm primers
B
| MKK1 génexpresszid I MPK8 génexpresszid
0,0000035 0,0000035
0,0000030 0,0000030
0,0000025 0,0000025
S 0,0000020 0,0000020
o~ 0,0000015 0,0000015
0,0000010 0,0000010
0,0000005 0,0000005
0,0000000 0,0000000
WT mkk1 WT mpk8

33. Abra C. reinhardtii MAPK jelatviteli inszercios mutans vonalak.
(A) Az MKK1 és MPKS8 gének genomi szervezodése, az inszerciok pozicidja és a genotipizalashoz

hasznalt PCR primerek. (B) Az MKKI ¢s MPKS8 génexpresszié detektalasa kvantitativ RT-PCR
modszerrel vad tipust és inszercidos mutans vonalakbol izolalt RNS mintakbol.
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Elsoként az mpkS és mkkl mutans vonalak érzékenységét teszteltiik paraquat (PQT)
oxidativ agensre. Meglepd modon mindkét mutans vonal ellendllobb a PQT kezeléssel
szemben, mint a vad tipust kontroll (34. 4bra), ami arra utal, hogy a MAPK jelatvitel az oxidativ
stressz valasz negativ regulatora a modell algafajban. Ez minden mas eukariota szervezteben
megismert funkcioval ellentétes, ahol a MAPK jelatvitel az oxidativ stressz valaszban pozitiv
szabalyoz6 szerepet tolt be (Pitzschke and Hirt, 2006; Kim and Choi, 2010; de la Torre-Ruiz et
al., 2010). Ez az eredmény nagymértékben reprodukalhato, a kisérletet hatszor ismételtiik meg,
konzisztens eredményekkel. Raadasul minden kisérletben legalabb két kiilonb6z6 PQT

koncentraciot alkalmaztunk, a valasz pedig aranyos volt a kezelés mértékével.

A B
. 0 0.1 0.6 1 5
PTG 9 0L , > I 0 :M PQT
WT || Ve i 14
‘ \ 1,2
o 10
N
mkk1 2 0,8
- o WT
Q 06
o @ mkk1
mpk8 oA @ mpk8
0,2
0,0
0 1 2 3 4
kezelés id6tartam (nap)
(o4 D
B2 0.6 UM PQT Bl 1 UM PQT
1,0 1,0
—~ 08 0,8
o
n
T o6 0,6
o
O 04 0,4
0,2 0,2
0,0 0,0
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
kezelés idétartam (nap) kezelés id6tartam (nap)

34. Abra Az mkkl és mpk8 mutans C. reinhardtii vonalak ellenalobbak a paraquat (PQT) indukalt
oxidativ stresszel szemben.

(A-D) A vad tipusu C. reinhardtii CC-5325 és az ebben a hattérben mkkl és mpk8 mutans kultarak
novekedése a jelzett PQT koncentraciok mellett.
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Mivel a PQT kezelés a kultarak kifehéredését eredményezte, megmértiik a PQT stressz
hatasat a fotoszintézisre. Az Fv/Fm tesztek eredménye szerint a Chlamydomonas 11. fotokémiai
rendszer (PSII) érzékeny a PQT kezelésre, és az Fv/Fm értékek mindkét mutansban, minden
PQT koncentracié mellett magasabbak voltak, mint a vad tipust kontrollban (35. dbra). Ezek
az eredmények ¢lettani szinten is megerdsitették a MAPK mutdnsok nagyobb toleranciajat a

PQT indukalt ROS képzddéssel szemben.

PQT pQr Par
WT mkk1 mpk8

(uM): (uM): P (uM):

0,8 o—0 0,8 5 0,8 i
] 06 | e pe=® -1 06 - - . 0,6 - = —e-0:
E 0,4 1 — 0,6 E 0,4 06 E 0,4 A 0,6

0,2 ——1 0,2 -1 0,2 -1

)
0 . \- —e— —8=5 0 . ; \= ,  —=5 0 . \. ,  =8=5
2 4 6 24 2 4 6 24 2 4 6 24
idé (h) idé (h) idé (h)

35. Abra MAPK mutans Chlamydomonas vonalakban a PQT stressz kevésbé karositja II. fotokémiai
rendszert (PSII).

Folyadékkulturaban eldnevelt, kdzéps6 exponencialis fazisu kultardkbol 3 ml-t kis Petri csészékben
kezeltiink a jelzett PQT koncentraciokkal. A PSII maximum kvantum hatékonysagat méré Fv/Fm
paramétert 2, 4, 6 és 24 oOraval a kezelés kezdete utan hataroztuk meg pulzus amplitidé modulacios
fluorométerrel (Imaging-PAM), az abran feltlintettet genotipusokban. A kisérletet harom fliggetlen
biologiai ismétlésben végeztiik el, hasonld eredményekkel.

Az oxidativ stressz ¢s a MAPK jelatvitel szabalyozéasi kapcsolatdnak tovabbi
tanulmanyozasa céljabol ismert ROS metabolikus funkcioju gének expressziojat hasonlitottuk
0ssze vad tipust €s mutans vonalakban. Kvantitativ RT-PCR eredmények azt mutattdk, hogy
Chlamydomonas APXI (Ascorbate peroxidase 1), SODI (Superoxide dismutase), DHARI
(Glutathione S-transferase DHAR1) és GSHR! (Glutathione reductase) géneket a PQT kezelés
negativan MAPK fiiggé modon indukalja, vagyis ezek alapexpresszidja magasabb, indukciojuk

pedig a vad tipushoz képest er6sebb a mutans vonalakban (36. 4bra).
Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a ROS detoxifikacioban kulcsfontossagu Foyer-

Halliwell-Asada pathway Chlamydomonas-ban MAPK szabalyozas alatt al, és molekularis

szinten is megerdsitik a MAPK jelatvitel negativ szabalyozo funkciojat.
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36. Abra A MAPK jelétvitel negativ szabalyozo szerepe a ROS detoxifikacioban szerepet jatszo gének

expressziojaban.

Relativ marker gén expresszid 1 uM PQT kezelés soran vad tipusu és MAPK mutans Chlamydomonas
vonalakban. Folyadékkultiraban elonevelt Chlamydomonas genotipusokat (vad tipus (WT), mkkl,
mpk8) kezeltink 1 pM végkoncentracidju paraquattal, 3 ¢és 24 oOran at. Kontrolként a kezelés
megkezdésekor gylijtott mintakat hasznaltuk (kontr.). A génexpressziot kvantitativ RT-PCR modszerrel
mértiik, a marker gének (DHARI, GSHRI, SODI, APXI) expressziojat a vad tipusu kontroll mintara
normalizalva fejeztiik ki.

A génexpressziods kisérletek céljabol eleinte 2uM PQT koncentraciot alkalmaztunk,
a 24 oras kezelést kovetden, illetve kisebb mértékben mar 12 6ra utan is. A mutans vonalakbol
azonban minden esetben ép RNS mintat tudtunk gyiijteni ekkora PQT koncentracidé mellett is
(37.a abra). 1uM PQT koncentracié mellett az RNS mintdk nem karosodtak egyik vonalban
sem (37.b abra), igy a génexpresszids kisérleteket is 1uM PQT kezeléssel végeztiik. Az RNS
mintdk védettsége azoxidativ karosodastdl szintén jol mutatja a mutdns vonalak nagyobb

mértékli oxidativ stressz rezisztenciajat.
Eredményeink tehat molekuléris és élettani szinten is egyértelmiien azt mutatjak, hogy

a MAPK jelatvitel Chlamydomonasban az oxidativ stresszvalasz negativ regulatora, ami egy

egyediilallo jelenségnek tlinik az ismert eukariota MAPK rendszerekben.
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37. Abra MAPK mutans Chlamydomonas vonalakban a PQT stressz kevésbé karositja az RNS
allomanyt.

(A, B) Folyadékkulturadban elénevelt Chlamydomonas genotipusokat (vad tipus (WT), mkkl, mpk8)
agardz gélektroforézissel elvalasztottuk és etidium-bromid festéssel vizualizaltuk. A 2 uM kezelés
hatasara a vad tipusu mintakban a szemmel jol 1athat6 riboszomalis RNS frakciok 12 6ra utdn mar
jelentds mértékben, 24 6ra utan pedig szinte teljesen degradalodtak (piros nyilak), mig a MAPK mutans
vonalakban nem érte 6ket szemmel lathatdo karosodas (A). Az 1 uM PQT kezeléssel a vad tipust
Chalmydomonas vonalban sem eredményezett RNS degradaciot, még 24h kezelés nyoman sem (piros
nyil) (B). A kisérletet harom alkalommal végeztiik el, az abran lathatoval azonos eredménnyel.
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6. Diszkusszio

A mezdgazdasagi termelés sikerét alapvetden befolyasoljadk az éllanddan valtozod
kornyezeti koriilmények. Ezért kiilondsen fontos azoknak a folyamatoknak a megértése,
amelyek a novények e kornyezeti hatdsoknak megfeleld alkalmazkodasat szabalyozzak.
Meglepé modon, a bemutatott munka kezdetekor a kornyezeti ingereket feldolgozo és a
novényi fejlédést szabalyozé jelatviteli molekuldris mechanizmusok kozotti kapcsolatokra
vonatkoz6 ismereteink, a téma nyilvanvalo jelentdsége ellenére is, meglehetdsen korlatozottak
voltak. A novényi MAP kinaz kutatdsok korai eredményei elsdsorban a stresszvalaszok
szabalyozasaban betoltott funkcidkat tartak fel. A kornyezeti hatdsok altal aktivalt MAPK
jelpalydk azonban kivadléoan alkalmasak lehetnek ezen ingerek kozvetitésére a
fejlédésszabalyoz6 folyamatok felé is. Evolicids szempontbdl ez ,,minddssze” 0 kinaz-
szubsztrat kapcsolatok kialakulasat igényli, vagyis a fejlédésszabalyozas mesterregulatorain
kell kialakulnia azoknak a révid aminosav mintdzatoknak amelyek lehetévé teszik a MAP
kinazok dokkolésat, illetve a foszforilaciot, ami végsdsoron befolyasolja a célfehérje funkciojat.
Ez a folyamat egy kival6 példa az evolicid modularis természetére: alapvetéen mar létezd
elemek csekély biokémiai valtoztatassal jard atrendezésével Uj funkcionalis modulok
alakithatok ki.

A dolgozatban bemutatott eredmények, illetve a kozolt kozlemények reményeim szerint
meggy6zden jarulnak hozzd a MAPK jelatvitelnek a kornyezetfiiggd fejlddésszabalyozasban
betoltott fontos szerepérdl kialakuld képhez. Azonositottunk egy 1j, stresszaktivalt jelpalyat,
igazoltuk a MAPK jelatvitel szerepét a merisztéma szabalyozasban, illetve tobb,
fejlddésszabalyozo mester regulatorrdl is bizonyitottuk, hogy MAPK szubsztratok. A MAPK
jelatvitel evolucidjardl szerzett ismereteink, miszerint a ndvényvilagban nem szeparalodtak el

stresszvalaszt és fejlodési folyamatokat iranyito jelpalyak, szintén jol illeszkednek ebbe képbe.
6.1 Az MKK3-MPK7 jelatviteli palya

Az MKK3-MPK7 jelatviteli palya felfedezésekor még mind a B tipusu MKK-k, mind a
C tipusit MAPK-k funkcidja ismeretlen volt (Doczi et al., 2007). A jelpalyat egy szisztematikus
iranyitott €lesztd kéthibrid teszt soran fedeztiik fel (5. dbra), a hideg és s6 jelatvitelben mitk6do
MKK2-MPK4/6 jelpalya mellett (Teige et al., 2004). Habar ezek a felfedezések a genom alapt
Arabidopsis MAPK kutatas kezdetekor nagy jelentdségliek voltak, a kisérlet egyben a heterolog
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modszer korlatait is jol demonstralta, hiszen szdmos MAPK, illetve MKK nem mutatott
egyetlen kolcsonhatast sem, koztiik olyanok sem, amelyeket azdta mas kisérleti modszerekkel
igazoltak (lasd pl. 30. dbra). Az élesztd kéthibrid rendszer korlatai jol ismertek, igy a fals
negativ eredmények példaul az élesztd kontextusbol hianyzo sziikkséges ndvényi protein
komplexalkoto fehérjék (pl. allvanyfehérjék) hidnyanak tudhatoak be. Mindazonaltal, a tovabbi
munkank soran vizsgalt 0j kapcsolatokat mas modszerekkel is igazoltuk, igy az élesztd
eredmények jelentdésége alapvetdéen abban rejlik, hogy lehetévé tették addig ismeretlen
jelpalyak részletes funkcionalis vizsgalatat.

Igazoltuk, hogy az Arabidopsis novények fogékonysaga patogén Pseudomonas
syringae fertézésre aranyos az MKK3 expresszio és aktivitas szintjével. Az MKK3 a C csoport
MAP kinazait aktivalja, a jelpalya transzkripcios targete a PR/ (Pathogenesis-related 1) patogén
indukalt védekezési gén. Az MKK3 maga is transzkripciondlisan indukalt Pseudomonas
fertézés soran, illetve egy késobb elvégzett génexpresszios rendszerbiologiai kutatdsuk azt
mutatta, hogy az MPK7 expresszid is patogén indukalt (Menges et al., 2008). Ez azt jelenti,
hogy a jelpalya tobb szinten szabdlyozott, az aktivaldé patogén inger altali transzkripcids
indukci6 feltehetéen egy pozitiv visszacsatolasi hurok, ami a jelerdsitést szolgalja. Ezt
tamasztja ald az is, hogy mindkét (MKK3, MPK7) promoterben megtaldlhatoak a PRI
promoterben azonositott GCN4 és WRKY transzkrpicids faktor kotdhelyek (Doczi et al., 2007).

Magasabb rendii eukariotakban a patogéneket specifikus receptorok érzékelik, amelyek
patogén eredetli molekularis mintdzatokat ismernek fel (Niirnberger et al., 2004; Boller and
Felix, 2009). A ROS képzddés ennek a felismerési folyamatnak egyik korai kovetkezménye.
Az MPK6-tal ellentétben az MPK7 nem aktivalodik flagellin peptid kezelés hatasara, ami arra
utalt, hogy ez egy fliggetlen patogén jelatviteli modul, amit esetleg valamilyen maésik
felismerési reakcio, illetve az azt koveté ROS képzddés aktival.

Eredményeink publikalasa 6ta az MKK3 jelpalya funkcidjara vonatkozo ismeretink
tovabb boviiltek. Egyrészt kideriilt, hogy a jelpalyanak szélesebb korli szerepe van a stressz
jelatvitelben, ABA (Danquah et al., 2015) és sebzés hatdsara is aktivalodik (S6zen et al., 2020),
a sebzés jelatvitelben pedig egy D csoport MAP kindzzal (MPKS) is egylittmiikodik (Takahashi
et al., 2011). A jelpalya fels6 tagjaiként azonositottdk a MAP3K17-et ¢s MAP3K18-at
(Danquabh et al., 2015). Mindemellett az MKK3 fejlodésszabalyozé szerepére vonatkozdan is
szlilettek eredmények. Az MKK3-MPK6 modul szerepet jatszik a jazminsav jelatvitelben, ami
a fejlédési és a védekezési folyamatokban egyardnt fontos novényi hormon (Takahashi et al.,
2007). Tovabba igazoltdk az MKK3-MPK6-MYC2 funkciojat a kék fény indukalt fejlodési
valaszban is (Sethi et al., 2014). Az MKK3 ¢és ortologjai csak szarazfoldi novényekben és

111



dc_2005_22

zOldalgékban talalhatoak meg, igy ez egy novényspecifikus MKK tipus, ami egy 6si MKK és
al., 2012). Erdekes modon az MKK3 esetében nem kovetkezett be a komplex testfelépités
evolucioja soran a tobbi MAPK jelatviteli génre jellemz6 génduplikacid és felszaporodas.
Ennek ellenére a funkciondlis eredmények egyértelmiien igazoljdk a komplexitas
novekedésével parhuzamos neofunkcionalizaciot. Az MKK3 a MAPK jelatviteli halozat magas
konnektivitasi tagjaként a szarazfoldi ndvényeket érd kiillonbozd kornyezeti hatdsok és az
azokkal Osszefiiggd védekezési €s fejlodési folyamatok szabédlyozasdban egyarant szerepet
nyert. A multifunkcionalitds kialakulasdban meghatarozo jelentdségii lehet az wjabb
proteinekkel, mint szubsztratokkal val6 kapcsolatok kialakuldsanak, amit jol példaz a MYC2
foszforilacidja (Sethi et al., 2014), ami egy tobb folyamatban is meghatarozo transzkripcios

mesterregulator (Kazan and Manners, 2013).
6.2. A MAPK jelatvitel szerepe a merisztemamiikodés szabalyozasaban

A novényi organogenezis egy posztembrionalis folyamat, az 1j szervek a ndvény ¢élete
soran a merisztéma szdvetekbdl kiindulva képzddnek. Ez lehetové teszi a egyedfejlodés
folyamatos koordinacigjat a kornyezeti kortiilményekkel. Mindez a kdrnyezeti ingerek érzékeld
¢s merisztémamilkddést szabalyozo folyamatok kozotti molekuldris szintli kapcsolatot
feltételezi. Kutatasaink itt bemutatott eredményei erre a szabalyozdsi kommunikéciora
szolgaltatnak bizonyitékokat, és a MAPK jelatvitel szerepét igazoljadk ebben a folyamatban.

A CLAVATA (CLV) jelpalya a hajtascsucs merisztéma (shoot apical mesistem, SAM)
Ossejt populacié méretének szabalyozasban miikodik (Dodsworth, 2009). Az elfogadott modell
szerint a CLV3 peptid ligandum a CLVI1-CLV2 receptor heterodimerhez kapcsolodik. Ez a
ligandum-receptor interakcio a CLV1 kinaz domén transzforszforilaciojdhoz vezet. A kinaz
domén foszforilalt aminosavjai alsé effektor fehérjék, mint pl. KAPP (kinase-associated protein
phosphatase) és ROP (Rho GTPase-related protein) kotohelyiként funkciondlnak. Ez a modell
dobbenetes analdgiat mutat az allati novekedési faktor érzékeléshez, ami az ERK MAPK
jelpalyat aktivalja. Ennek fényében Clark mar 2001-ben felvetette annak a lehetdségét, hogy a
CLV jelatvitel egy MAPK kaszkadot tartalmazhat (Clark, 2001). Ezzel 0sszhangban, az
MPK3/6 aktivitast valoban befolyasoljak a CLV receptorok, ahol szerepiik van a hajtascsucs
merisztéma Ossejtallomanyanak fenntartidsaban (Betsuyaku et al., 2011; Lee et al., 2019).
Erdekes modon, a MAPK aktivacié idében szorosan korrelal a WUS transzkripcios

represszidjaval a hajtdscsics merisztémaban. Ez a WUS foszforilacioval egyiitt felveti egy, az
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ACS MAPK altali szabalyozasahoz hasonld, kettdsszinti szabalyozdsi mechanizmus
lehetdségét (Li et al.,, 2012). Az ilyen, transzkripciés €s poszttranszlacios, kettdsszintii
szabalyozas egy robusztusabb, mégis finomabban kontrollalt szabalyozdsi mechanizmus
kialakulasat teszi lehetdveé.

A ROOT MERISTEM GROWTH FACTOR 1 (RGF1) a gyokércsucs merisztéma
Ossejtallomanyanak fenntartdsdt szabalyoz6 peptid, az RGF1 INSENSITIVES (RGI)
receptorok liganduma. Ez a receptor-ligandum kapcsolat a YDA-MKK4/MKKS5-MPK3/MPK6
kaszkadot aktivalva a PLTI1/PLT2 transzkripcios szabalyozasan keresztiill vesz részt az
Ossejtszabalyozasban (Shao et al., 2020).

A merisztéma aktivitds vizsgalatdra a de-etioldcios kisérleti rendszert alkalmaztuk
(Lopez-Juez et al., 2008; Yoshida et al., 2011; Pfeiffer et al., 2016; Mohammed et al., 2018;
Doczi et al., 2019), igy kvantifikdlni tudtuk a levélkezdemények fejlédését. Eredményeink
megerdsitik, hogy a de-etiolacio egy jol haszndlhat6 szinkronizalt fejlddésbiologiai rendszer a
merisztéma aktivitas tesztelésére, ami funkcionalis genetikai kisérletekben alkalmas a levél
inicidci6 ¢és fejlodés vizsgalatira. Az igy kapott eredményeket MKK?7 thlexpresszald
novényekkel is megerdsitettiik. Az mpk6 €s mkk7 mutansok nagyobb mértékii merisztéma
aktivacidjaval szemben az MKK7 taltermelés merisztéma 6sszeomlashoz vezetett.

Az MKK?7 az egyik legkevésbé jellemzett MAP kinaz kindz. Kordbban a polaris auxin
transzportot gatld funkcidjat kozolték (Dai et al., 2006), ami 6sszhangban van az auxin eloszlés
ismert szerepével a merisztéma szervezddésben, illetve a MAPK kozvetitett PIN foszforilacora
vonatkoz6 eredményeinkkel. Mas MAPK kaszkad komponensekhez hasonléan az MKK?7
patogénvalaszban betoltott pozitiv szabdlyozd funkcidja is igazolt (Zhang et al., 2007). A
patogénvédekezésre vonatkozd funkciondlis eredményeken tal egy ujabb tanulmanyban
szamos az MKK7-MPK6/3 modul altal differencialtan foszforilalt fehérjét azonositottak (Huck
et al., 2017). Ezek alapvetden a patogénvalaszhoz kothetéek, azonban fontos megjegyezni,
hogy a merisztéma fehérjék teljes novény kivonatokban erdsen alulreprezentaltak, igy a nagy
ateresztOképességli modszerekkel nehezen detektalhatoak, ezért azok azonositdsdra mas (pl.
hipotézis alapi) megkozelitést célszerti alkalmazni. Az MKK?7 funkcidjara vonatkozo
ismeretinket 0sszegezve megallapithato, hogy ez a kinaz is jol illeszkedik a stressz aktivalt
MAPK jelatvitel fejlodésszabalyozd szerepére vonatkozo képbe.

Az MKK?7 taltermelés sulyos fejlodési rendellenességekkel jar, a dolgozatban
bemutatott sajat eredményeinkkel 6sszhangban, egy masik csoport a konstitutivan aktiv MKK?7

taltermelésnek letalitasarol szamolt be (Meng et al., 2012). igy az MKK7 gén nagyon szoros
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transzkripcids regulacio alatt all, a legtobb novényi szdvetben standard koriilmények kozott
nem fejezddik ki.

Az MKK-k aktivacidja a T/SXXXXXT/S foszforilacios helyen keresztiil torténik
(SLDYCNS). Az ilyen MKK-k autoaktivitassal is rendelkezhetnek (Cardinale et al., 2002;
Kiegerl et al., 2000). Figyelemremélto, hogy az MKK3-hoz hasonléan az MKK7 expresszio is
indukalodik a szabalyozott folyamatokkal, mint pl. auxin kezelés (11. dbra) és patogén fert6zés
(Zhang et al., 2007). A jelatviteli halozatokra jellemz6 a visszacsatolasi hurkok kialakulasa
(Kitano, 2004), igy gyakori jelenség, hogy a jelpalyak altal koordinaltan szabalyozott gének
kozott maguk a jelpalyat alkotd gének vagy a jelpadlya szabéalyozoi (pl. foszfatazok) is
szerepelnek. Az ilyen haldzati topologia eredményeként nagyfoku ko-regulacié jon létre a
jelatviteli €s a szabalyozott gének kozott, igy a génexpresszios vizsgalatok a szabalyozé gének
funkcidjara vonatkozoan is hasznos eredményekhez vezethetnek (Menges et al., 2008). Erre
tovabbi jo példa a MAP3K 18, amelynek expressziods analizise soran nagy mértékii ko-regulaciot
talaltunk vizhidny és ABA indukalt génekkel (Menges et al., 2008), és amelyrél késobbi
kisérletek valoban igazoltdk az ABA jelatvitelben betoltott szerepét (Danquah et al., 2015).

Az MKK7-MPK6 modul merisztéma szabalyozé funkcidja mellett igazoltuk tobb, a
merisztéma miikodésben mester regulator szerepet betoltd fehérje MAPK kozvetitett
foszforilacigjat is. A WUS ¢és az AP2 transzkripcios faktorok mitkdodése intenziv genetikai
megkozelitésti kutatdsok eredményeként jol ismert, azonban poszttranszlacids modositasuk
funkcionalis szerepének vizsgalata egy Uj kutatasi irdnyt nyithat meg a merisztéma szabéalyozas
teriiletén. Erre alkalmas kisérleti megkozelitésnek tiinik a wus vagy ap2 mutans névényanyagok
komplementalasa foszforilacios mutans konstrukcidokkal. E célbdl elkészitettik a wus
komplementaciora alkalmas ProWUS:GFP:WUS konstrukciokat vad tipust, nem
foszforilalhato és foszfomimetikus valtozatokban is, azonban eréforras hidnyaban ezt a kutatasi

iranyt nem tudtuk folytatni.

A transzkripcios faktorok mellett a PIN hormon transzporterek a merszitéma
szabalyozas egy masik szintjét képviselik. A PIN fehérjéknek esszencialis szerepiik van a
poléris auxin transzport folyamatban, melynek zavara a csicsmerisztémak Osszeomlasat
eredményezi. A PAT folyamatban fontos szerepet kap a PIN fehérjék cellularis lokalizacioja,
ami altalaban poléris plazma membran lokalizaciét jelent. Ennek kialakitdsdban az AGC

kinazok altal kozvetitett PIN foszforilacionak jelentds szerepe régota ismert. Eredményeink a

114



dc_2005_22

MAPK ¢és AGC foszforilacio ko-evoluciojat tartak fel szarazfoldi novényekben. A MAPK
jelatvitel tobbszintli, transzkripcids €és hormonalis, kapcsolodasa a merisztéma szabalyozashoz
arra utal, hogy ez a jelatviteli kapcsolat fundamentélis jelentdségli a ndvényfejlodés
szempontjabol.

A PID-del ellentétben az MKK?7 talexpresszi6 nem okoz PIN1 polarizacio valtast
gyokérben, ami arra utal, hogy a MAPK kozvetitett foszforilacid6 mas intracellularis
transzportmechanizmusokat szabalyoz, mint az AGC3 kindz kozvetitett foszforilacio. A nem
foszforiladlhato és a foszfomimetikus mutansok eltérd tipust internalizdcidot mutatnak: a nem
foszforildlhatdo valtozathoz képest a foszfomimetikus valtozat stabilabb ¢és extrém nagy
intracellularis aggregatumokat képez. Feltehetdleg a két mutdns a dinamikus foszforilacios
egyensulytol valo eltérés két extrém végletét képviseli, lokalizacidjuk pedig arra utal, hogy
dinamikus MAPK foszforilacio sziikséges a megfeleld6 PIN1 transzporthoz, ami a
plazmamembranba jutatast biztositani képes. Az eddig vizsgalt foszforilaciés mechanizmusok
a PIN plazmamembranon beliili polaritasat befolydsoljak, de nem befolyasoljak a PIN
plazmamembranba vald kijutasat. A MAPK foszforilacio feltehetdleg a kiilonbozo
membrantranszportmechanizmusokba  torténd  belépést  szabalyozhatja, amelyek a
plazmamembranba vald kijutast el0segitik vagy gatoljak, mig a szomszédos foszfohelyeken
torténd PID foszforilacio pedig a plazmamembranon beliili apikalis-bazalis polaritast alakitja
ki.

Az MPK6 a PINI-et a HL C-terminalis régiojaban taldlhato S337 pozicioban is
foszforilalja, és ennek a szerinnek a foszforilacids allapota részt vesz a PINI polaritas
szabalyozasaban 35 napos virdgzati tengely xilém parenchyma sejtjeiben (Jia et al., 2016).
Azonban a T227/T248/T286 aminosavakkal ellentétben, az S337 gyengén konzervalt a
szarazfoldi novények PIN fehérjecsalddjaban, igy ez a foszforilaciés mechanizmus feltehetéen
egy ujabb keletli evolucios fejlemény, aminek a PIN1 funkcio specifikus finomszabalyozasaban
lehet szerepe.

A PAT altal meghatarozott helyeken 1étrejovo auxin koncentraciomaximumok alapvetd
fontossaguak a névényi fejloddési mintazatok kialakitasaban. Aszimmetrikus plazmamembran
lokalizaciojukkal a PIN fehérjék iranyitjak az auxintranszport irdnyat, igy a PIN lokalizaciot
befolyéasold jelatviteli utvonalak kornyezeti ingerek hatdsara modosithatjdk a fejlodési
programokat (Robert and Offringa, 2008; Sassi et al., 2012). Eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy a stressz aktivalt MAPK jelatvitelnek szerepe van a PIN vezikularis
transzportjanak kornyezetfiiggd szabalyozasaban. A flagellin (Asai et al., 2002; Mészaros et al.,
2006) vagy so (Teige et al., 2004; Liu et al., 2015) jol jellemzett MAPK aktivalo ingerek. A
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PIN2 intracellularis delokalizaciojat korabban leirtdk a gyokér halotropikus valasza soran (Sun
et al., 2008; Galvan-Ampudia et al., 2013). Eredményeink alapjan elképzelhetd, hogy a so
stressz MAPK foszforilacié kozvetitésével okozza a PIN2 internalizalasat.

Eredményeink alapjan a flagellin indukalt PIN1 delokalizaci6o egy MPK6 kozvetitett
folyamat, ezt egyrészt protoplaszt ko-transzfekcios kisérletekkel igazoltuk, masrészt az
endogén PIN1 immunlokalizacidjaval flg22-vel kezelt mpk6 mutans ndvények gyodkereiben
(Dory et al., 2018). Mivel a flg22 az MPK6-on kiviill mas MAP kinazokat is aktival, pl. az
MPK4-et, ez utobbi egy nem vart eredmény. Elképzelhetd, hogy a PIN1 hozzaférhetdsége
szerepet jatszik a specificitds kialakitdsdban (kompartmentalizacidos szabalyzas). Ezt az
elképzelést ténylegesen alatdmasztjadk az MPK6 ¢és MPK4 gyokérsejteken beliili intracellularis
lokaliz4ciojara vonatkozé eredmények. Mig az MPK6 a transz-Golgi rendszerben és a
plazmamembranban lokalizalédik (Miiller et al., 2010), ami nagyon jol illeszkedik a PIN1
transzport modulaldsaban jatszott szerepéhez, addig az MPK4 elsésorban a sejtmagban
lokalizalodik, de detektalhatdé a citoplazmaban is mezofill (Andreasson et al., 2005) és
gyokérsejtekben (Kosetsu et al., 2010; Michniewicz et al., 2007). Igy az MPK4 normél
koriilmények kozott kevésbé fér hozza a PINI1-hez. Mindazonaltal a fehérjelokalizacid egy
dinamikus folyamat, pl. 0szt6dé gyokérsejtekben az MPK4 a sejtlemezen talalhato (Kosetsu et
al., 2010), igy tehat elképzelhetd, hogy specialis koriilmények kozott az MPK4 is foszforilalja
a PIN1 fehérjét in planta.

Tobb mint két évtizednyi intenziv genetikai kutatasoknak kdszonhetéen a merisztéma
szervezddés és a szervkialakulds szabalyozasa mara mar részletesen ismert, mutans vonalak
hasznélataval sikeriilt azonositani és jellemezni szamos mesterregulatort. Tobb, jol ismert
szabalyozd fehérje foszforilaciojat igazoltuk, amibdl megallapithatjuk, hogy e szabalyozo
elemek maguk is dinamikusan szabdlyozottak, és a tovabbiakban a poszttranszlacids
szabalyozast szlikséges lesz figyelembe venni, hogy mitkddésiikrél pontos képet kapjunk, ami

egy Uj fejezetet nyithat a merisztéma szabalyozas kutatdséban.

Ezen eredmények nyoman egy olyan kép formalddik, miszerint a MAPK jelatvitel egy
fontos intracellularis molekularis kapocs lehet a kornyezeti szignalok és a fejlodésszabalyozas
kozott. Az eredmények jelentdségét talan érzékelteti az a tény, hogy a fotoszintézis mellett
valosziniileg a nodvényfejlodés kornyezeti plaszticitdsa a ndvényi Iétforma egyik

legmeghatarozobb sajatossaga.
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6.3. Egy uj modszer in vivo foszforildacios kolcsonhatasok vizsgalatara novényekben

Kialakitottunk egy 0j kisérleti rendszert, ami alkalmas specifikus kindz-szubsztrat
foszforilacids kolcsonhatasok vizsgalatara novényi sejtekben. A jelenlegi gyakorlat szerint egy
vizsgalt protein foszforilacidjat legtobbszor in vitro kindz teszttel vizsgaljak, habar ennek a
mechanizmusokon kiviili hasznalata miatt meglehetésen problematikus, hasznalataval
gyakoriak a hamis pozitiv vagy negativ eredmények (Peck, 2006, Manning and Cantley, 2002).
Ezen kiviil a sugarzo foszforizotop hasznalata munka- és kornyezetvédelmi problémakat is
jelent. Az altalunk kidolgozott, gyors és rugalmas kisérleti modszer szamos elénnyel
rendelkezik a hagyomanyos in vitro kindz teszttel szemben. A vizsgalt fehérjéket kodoldo cDNS-
ek fuzios expresszios vektorba klonozasara mindkét modszernél sziikség van, az in vitro kindz
teszt esetében altaldban GST-fuzios fehérjéket expresszalnak, erre alkalmas specialis E. coli
baktériumtdrzsekben. Azonban lényeges kiilonbség, hogy a novényi fehérjék expresszidja a
prokariota rendszerben sokszor problematikus (pl. inklizids testek kialakuldsa miatt), illetve az
expresszalt fehérjék kitisztitdsa is munkaigényes, és csak ezek utan kovetkezik a tényleges in
vitro kinaz teszt, amit SDS-PAGE elvalasztas kovet, végiil a beépiilt radioaktiv
foszfatcsoportokat autoradiografiaval detektaljak. Ezzel szemben az uj modszerrel a vizsgalt
fehérjéket novényi sejtekben expresszaljuk, és az azokbodl kivont nyers fehérjekivonat rogton
felvihet6 a cIEF immunteszt rendszerbe, ahol az elvalasztas és a detekcid par ora alatt lezajlik.

A kapillaris elektroforézis egy ttord jelentdségl fejlesztés a biomolekuldk analizise
terén, €s az immunteszttel 6sszekapcsolva a nehézkes, hagyoményos SDS-PAGE western blot
szamos hatranya kikiiszobolhetd. A kapillaris elektroforézis rendkiviil érzékeny, akar 25 sejtnyi
mintabdl is reprodukélhatéan kimutathatok fehérjék ezzel a modszerrel (O’Neill et al., 2006),
tehat lehetdéség nyilik a felhaszndlt anyagok (protoplaszt, plazmidok) gazdasagos
felhasznalasara. Legjobb tudomasunk szerint a cIEF immuntesztet a ndvénykutatdsban
korabban nem alkalmaztak. A kindzkutatas kisérleti modszereinek bovitése hozzdjarulhat a
novényi intracellularis jelatviteli rendszerek jobb megismeréséhez.

A transzfekcio alapu kisérletek elterjedtek a jelatviteli kutatasokban, és a protoplaszt
tranziens expressziot széles korben hasznaljak a névényi MAPK kutatdsban (Colcombet and
Hirt, 2008). Az 1) mddszer tovabbi eldnye, hogy az egyes fehérjék elleni specifikus antitestek
helyett epitopok elleni, kereskedelmi forgalomban kaphat6 antitestek hasznalhatoak, amelyek
specifikusak, megbizhatéak €s olcsébbak. Protoplasztok kiilonbozé szovettipusokbdl vagy

mutans névényi anyagokbol is izolalhatoak, igy a kisérletek kiilonb6z6 célokra specifikusan
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tervezhetoek, igy példaul elkeriilhetd olyan fehérjék kdlcsonhatasa, amelyek nem fordulnak el
ugyanabban a sejttipusban. A tulexpresszalasbol eredd problémak csokkenthetdk indukalhato,
génspecifikus vagy sejttipusra specifikus promoterek hasznalataval. Azonban a protoplasztok
elénye ebbdl a szempontbol kiemelkedd jelentdségli: a transzformécid szinkronban torténik egy
adott idOpontban, és az expresszalt fehérjék a transzformécidé utan néhany oraval mar
detektalhatoak, amit altalaban egy koriilbeliil 20 6raig tartd linedris novekedési fazis kovet. Ez
lehetévé teszi az expresszids szintek finomhangoldsat az inkubécios 1d6 valtoztatasaval
(Denecke et al., 2012). Fontos megjegyezni, hogy sok olyan ndvényfajra is, amelyek
transzformacioja nehézkes vagy hosszadalmas, kidolgoztak protoplaszt transzfekcios
modszereket (Davey et al., 2005). Ezért az (j mddszer pl. a gazdasagi szempontbol fontos
gabonafajok jelatvitelének tanulmanyozasara kozvetleniil is alkalmazhatd, ami biotechnolédgiai
szempontbol is nagyobb jelentdséget ad a mddszernek.

Természetesen, biologiai kérdések vizsgalatira mindig jellemzd, hogy minden egyes
moddszernek egyarant vannak bizonyos eldnyei ¢és hatranyai is. Ezeket figyelembe kell venni a
kisérlettervezéskor, az eldzetes tudas, a hipotézisek és a fliggetlen evidencidk fényében. Mint
minden sejtes modszer a protein interakcios kisérleti eszkdztarban (pl. ko-immunoprecipitacio
vagy fragment komplementécio), sejtes természete miatt az altalunk kialakitott modszer sem
zarja ki teljes mértékben az indirekt foszforilacios kolesonhatas lehetéségét. Mindazonaltal,
mivel a mddszer olyan protoplaszt mintakat eredményez, amelyek eltérd fizids konstrukcidkat
expresszalnak, kivitelezheté ezek egy részének parhuzamos felhasznaldsa egy fiiggetlen
interakcid kisérlet elvégzésére, amelyeket eleve gyakran végeznek protoplasztokban a kinaz
kutatasokban. Tovabba, a fliggetlen kisérleti evidencidk mellett, amennyiben specialis
interakcios szekvenciamotivumok ismertek, ezek elmutaltatdsa igazolhatja az interakcid
kozvetlenségét.

A bemutatott modszer skalazasa kivitelezhetOnek tlinik nagy ateresztoképességii
protoplaszt transzformécio (Wehner et al., 2011) és nyilvanosan elérhetd Gateway alapti cDNS
klongyiijtemények (Gong et al., 2004) alkalmazisaval. Igy a kiilonbozé kisérleti vagy
predikcidos megkozelitésekkel kapott szubsztrat jeloltek validalasan kiviil, a modszer
elméletileg alkalmas lehet expresszios konyvtarak sziirésére is.

A fenti eldnyOk mellett a modszer limitacidja specidlis miiszerigénye, habar a cIEF
imuunteszt késziilék beszerzési koltsége a fejlett orszagok proteomikai laboratoriumi
miszerkiaddsaival 0sszehasonlitdsban nem jelent irrealis koltségterhet.

Osszegezve, kialakitottunk egy 1j kisérleti rendszert in vivo foszforilacios

kolcsonhatasok vizsgalatara. Ez egy rugalmas, adaptalhato kisérleti platform, amely kibdviti a
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novényi kinaz kisérleti eszkoztarat, és kiegészitheti az elofeltételezés nélkiili szlirési €s az in

silico modszerek teriiletén bekovetkezett technologiai fejlodést.

A dolgozatban bemutatott ndvényi MAPK jelatviteli szabalyozasi mechanizmusokat

feltar6 eredményeket sematikus formaban a 38. abran foglatam Gssze.
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38. Abra A dolgozatban bemutatott MAPK jelatviteli mechanizmusok sematikus 6sszefoglalasa.

A patogén baktériumok (pl. P. syringae) elleni védekezési valaszokat molekularis mintazatok (PAMP)
alapjan elicitor-receptor felismerési reakciok altal aktivalt MAPK jelatviteli palyak szabalyozzak. Az
MKK3-MPK7 jelatviteli modul az MKK4/5-MPK3/6 modult aktivalo flagellin (f1s22) — FLS2/BAK1
felismerési reakciotol fiiggetleniil, a felismést kovetden masodlagos hirvivoként funkcionald reaktiv
oxigénformak (ROS) altal aktivalodik, és PR gének indukalasan keresztiil hozzajarul a PAMP indukalt
patogénvalasz kialakitasahoz. Tovabba az MKK3 és MPK7 gének egy patogén indukalt transzkripcios
pozitiv visszacsatolasi hurok részeként a patogénvalasz részeként maguk is indukaldodnak. A flagellin
aktivalt MPK3/6 paralog par, és az ezek felsé aktivatoraként miikodé MKK7 a patogénvalasz indukalasa
mellett a szerepet jatszik a merisztéma miikddés és a fejlédési folyamatok szabalyozasaban is. Ez a
szabalyozasi kapcsolat fejlodésszabalyzo funkcidju fehérjék foszforilacidjan keresztiil johet létre.
Ilyenek a merisztéma mesterregulator transzkripcios faktorok (WUS, AP2) vagy a polaris auxin
transzport (PAT) kialakitasaban meghatarozo PIN auxin transzporterek.

A transzkripcios visszacsatolasokat szaggatott vonalu nyilak jelzik.
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6.4 A MAPK jelatvitel evolucioja a novényvilagban

Komparativ genomikai kutatdsainkkal igyekeztiink hozzajarulni a MAPK jelpalyak
realis evolucios modelljének kialakitasahoz. Valamennyi MAPK egy ERK-szerli, TEY
aktivaciés motivumu 6si kinaz tipusbol szarmazik, ami mar az utols6 kozos eukaridta dsben
(LECA) kialakult, hiszen ehhez hasonld6 MAPK-ok protisztdkban, allatokban, gombakban ¢és
ndvényekben is megtaldlhatéak. Az ERK2 Dictyostelium MAPK kiilonb6z6 kornyezeti
szignalok ¢és hatasara szabalyozza a sejtsors €s az életciklus folyamatat ebben a protiszta
modellben (Hadwiger and Nguyen, 2011), ami arra utal, hogy a MAP kinaz jelatvitel szerepe a
kornyezeti hatasok és a fejlodés dsszekapcesoldsara az eukariota evolicié korai szakaszéban
kialakulhatott. Az egyre komplexebb eukaridta szervezetekben az 6si ERK-szeri MAPK
génbdl egyre nagyobb géncsaladok jottek 1étre. Azonban a MAPK jelatvitel hatarozottan eltérd
evolucios utat jart be az Opisthokontak és a novények kozott. Az Opisthokontakra jellemz6 a
biokémiailag ¢és funkciondlisan is szeparaltabb MAPK kaszkadok kialakuldsa, amelyekben a
sejtosztodast, fejlodési folyamatokat iranyitd ingerek jeldtvitele viszonylag fliggetleniil
mukodik a stresszhatasok jelatvitelétol. Novényekben ezzel szemben nem alakultak ki szeparalt
jelpalyak, hanem egy biokémialilag homogénebb, magas konnektivitdisi MAPK halozat alakult
ki. Ennek egyik lehetséges oka a fejlédési programok alapvetd kiilonbsége a két nagy eukariota
doménben, az organogenezis ¢és az egyedfejlodés allatokban alapvetéen egy determinalt
embrionalis folyamat, mig novényi organogenezis alapvetden egy magas kornyezeti
plaszticitasa, posztembrionalis folyamat. Mindez a ndvények helyhez kotott életmodjaval fiigg
Ossze, hiszen a novényfejlédésnek alkalmazkodnia kell a valtozd kornyezeti koriilményekhez,
igy itt nagyobb jelentdséggel bir a kétféle szabalyozas kozotti hatékony informécidaramlés
(crosstalk). A MAPK jelatvitel eltérd evolucios fejlodési Gtjainak a fobb eukaridta csoportokra

jellemzd alapvetd trendjeit a 39. abran foglaltam ossze.
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39. Abra A MAPK jelatvitel eltéré evolucios fejlédési ttjai a fébb eukariota csoportokban.

A TEY foszforilaciés motivumi MAP kinazok mindharom alapvetd eukariota csoportban (protisztak,
Opisthokontak, ndvények) megtalalhatoak. Ezzel szemben mas tipusu foszforilacidos motivumok csak
bizonyos csoportokban vannak jelen: TGY Opisthokonta fajokban, TPY allatokban, illetve a
biokémialig a TEY-hoz hasonlé TDY ndvényekben. Ebbol kovetkezéen a MAPK jelatvitel egy TEY
tipust MAPK megjelenésével mar az utolso eukaritoa kozos 6sben (Last Eukaryotic Common Ancestor:
LECA) kialakult, majd a ndvény- és allatvilagban a kiilonb6z6 MAPK tipusok egymastol fiiggetleniil
ebbdl a MAPK 6sbdl alakultak ki. Az Opisthokonta, és azon beliil kiilondsen az emlos jelatvitelre
jellemzd6, hogy a géncsaladok boviilése nyoman eltérd foszforilacios motivumtit MAPK tipusok
alakultak ki, amelyek egymastol funkcionalisan viszonylag elkiiloniilé jelpalyakat alkotnak. Ezzel
szemben a novényvilagban a géncsalad evolucidja egy alapvetden eltérd fejlodési utat jart be. Itt a
géncsalad nagyobb mértékli expanzidja nyoman nem alakultak ki lényegesen eltéré foszforilacios
motivumu kinaz tipusok, €s azok szeparalt jelpalyai, hanem a génduplikaciok nyoman egy magas
konnektivitasa jelatviteli halozat jott 1étre, amiben szerepet jatszhat a helyhez kotott életmodbol
kovetkezéen a kornyezeti ingerek jelatvitele ¢és fejlodésszabalyozas kozotti intenziv kommunikéciod
sziikségszerisége.

Eredményink alapjan fény deriilt arra, hogy a névények egy, a zoldalgak €s a szarazfoldi
novények szétvalasa eldtti korai kdzos dsében harom dsi ndvényi MAPK forma jott 1étre. Ezek
sorozatos duplikacioi eredményként alakult ki a viragos ndvények népes ¢s rendkiviil komplex
MAPK halozata. A novényi MAPK repertoar szarazfoldi ¢letmoddal és az egyre komplexebb
testfelépitéssel egyiitt jaro kihivasokkal egyiitt boviilt.

Erdemes megemliteni, hogy a CMGC kinaz csoporton beliil a MAP kinazokhoz
filogenetikailag legkdzelebb a CDK-k (cyclin-dependent kinase) allnak, amelyek szerepe a
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sejtciklus szabalyozasaban jol ismert. Igy tehat elképzelhetd, hogy a MAPK-CDK kozos 8s is
egy sejtciklus szabalyozo kindz volt és ennek duplikacidja eredményezte az 3s-CDK és 6s-ERK
megjelenését, majd ezek tovabbi duplikdciéi soran jottek létre az egyre komplexebb
szervezetekben az egyre bovilo CDK és MAPK géncsalddok. Amig a CDK-k alapvetden
megtartottak a sejtciklus szabalyozasadban betoltott funkciojukat minden eukariota tipusban, a
megjelend Gjabb MAP kindzok eltérd evolucios és neofunkcionalizacios utakat jartak be a
torzsfa Opisthokonta és novényi again.

A modularitds jelentésége az evolucioban (Schlosser, 2002) a MAPK jelatvitel
tekinthetdk: nagymértékben konzervaltak, biokémiailag a negativ szelekcid hatdsara
évmillidkon keresztiil valtozatlanok, amit aldtdmaszt a rendszertanilag tavoli fajok kozott
megfigyelt komplementécios képesség (pl. Blumer et al., 1994; Teige et al., 2004). Az evolucio
soran a kinazok, mint modulok 6sszekapcsolasanak mikéntje valamint a hozzéjuk rendelt fels
receptorok és also szubsztrat fehérjék (vagyis tovabbi modulok) varidlhatésaga eredményezi,
hogy a kiilonboz6 tipust éldlényekben kiilonbozo jelatviteli funkcidkat képesek felvenni.
Feltehetdleg a szubsztrat fehérje modulok lecserélése (aktivatorok helyett represszorokra) tette
lehetévé a Chlamydomonas-ban megfigyelt pozitivbol negativba fordult szabalyozas

kialakulasat is, oxidativ stressz esetén.
6.5. Az eredmeények biotechnologiai hasznosithatosdaga

Sajat és mas csoportok altal kozolt eredmények alapjan egyértelmii, hogy a MAPK
jelpalyak kozponti szerepet jatszanak a ndvényi stressztolerancia kialakitasdban, pl.
tultermelésiikkel az ellenalloképesség fokozhatd. Biotechnologia szakirdnyu diplomam
hatterével fontos kérdésnek tartom a tudoményos kutatds gyakorlati alkalmazasat. A
ndvénykutatasok gyakorlati alkalmazasat azonban nagymértékben ellehetetleniti a ,,GMO”
novényekkel szemben a tarsadalom egy részében kialakult, a tudomanyos konszenzussal
szembenallo, irraciondlis elutasitds. A helyzetet jol példazza, hogy posztdoktori kutatdsaim
eredményeként eldallitottunk patogénrezisztens transzgénikus vonalakat, amelyeknek normal
koriilmények kozott nincsen fenotipusa. Azonban az eredmények gyakorlati atiiltetése még
csak fel sem mertilt redlis lehetdségként, annak ellenére sem, hogy a Vienna Biocenter nemcsak
a vilag egyik vezetd ¢élettudomanyi intézete, hanem egy kiemelkedd jelentdségii innovacios
kozpont is, az intézményben szamos biotechnologiai szabadalom ¢és spin-off cég sziiletett,

jelenleg 18 biotech cégnek és egy business inkubatornak ad helyet.

122



dc_2005_22

Mindezek ellenére, mivel a MAPK jelpalydknak alapvetd szerepe van a kdrnyezeti
alkalmazkodas szabalyozasaban, a pontos miikddésiik megismerésében rejléd mezdgazdasagi
potencial nyilvanvald. Azonban az eredményekbdl az is egyértelmii, hogy a névényi MAPK
jelatviteli halozat rendkiviil komplex, magas konnektivitasu €s multifunkcionalis. A nagyfoku
pleiotropia fokozott koriiltekintésre figyelmeztet, hiszen okkal feltételezhetd, hogy a MAPK
gének modositasa egyszerli transzgénikus megoldasokkal nem megfeleléen preciz ahhoz, hogy
esetleges nem vart fenotipusok is megjelenjenek.

A MAPK halozatok bels6 ¢€s kiils6 funkciondlis kapcsolatainak alapos megismerése
azonban segithet feltdrni azokat a specifikus kapcsolatokat, amelyek célzasaval kelléen preciz
nemesitési célu beavatkozasokat végezhetiink. A kevesebb elembdl allo, és egyszeriibb
architektiraji human MAPK jelatvitel példajabol tudhatd, hogy az ilyen szinti tudastol még
messze vagyunk, elég csak a novényi MAPK szubsztratokra vonatkozo ismeretek lemaradasara
gondolni. Mindazonaltal a génszerkesztési technologidk fejlodése eldidézhet egy
paradigmavaltast a funkcionalis ismertekre alapuld célzott nemesités teriiletén. Ezért hosszabb
tavon elképzelhetd a két kutatasi teriilet konvergenciaja, ami lehetdvé teszi specifikus jelatviteli
kapcsolatok tervezett modositasat, példaul egyes MAPK szubsztratok dokkoléhelyének
modositasaval. Igy a jelpalya alapvetd funkcioi érintetlenek maradhatnak, mig specifikus
valaszok, pl. a rovidtavu stressz alatti ndvekedéslassulas, célzottan modosithatok lehetnek.

Erdekes modon, a koncepcidt igazolé eredményt mér egy korai random mutagenezis
kisérlet is szolgaltatott. Az EIN3 egy etilén szignalizacoban kulcsfontossagu fehérje, az ein3-3
egy diepoxibutan mutagenezissel eldallitott, etilén inszenzitiv Arabidopsis pontmutans
(c.1688G>T) (Chao et al., 1997), ami az EIN3 MAPK dokkolé motivumat (244—252. aminosav
poziciok) érinti (K245N). Az EIN3 egy igazolt MPK3/6 szubsztrat, az etilén jelatvitel sordn az
etilén aktivalt MAPK altali foszforiladcigja stabilizalja (Yoo et al., 2008). Az EIN3
dokkolohelyének elrontasa tehat a multifunkcionalis MPK3/6 kinazok EIN3 kozvetitette etilén
jelatviteli funkciojanak specifikus elvesztéséhez vezetett. Ennek tiikrében tehat valdban
realisnak tlinik a MAPK jelatvitel precizids Gjrahuzalozasa, a kindz-szubsztrat kdlcsonhatasok

megfeleld feltarasat kovetden azok genom editalasi technikakkal torténd modositasaval.

A szant6foldi novényekkel ellentétben, a zoldalgak biotechnologiai hasznositasa egy
gyorsan fejlodo teriiletté valt (Mata et al., 2010; Scranton et al., 2015). Ebben szerepet jatszhat
a zart rendszerl (fermentoros) tenyésztési modszerek lehetdsége. Az algakat, tobbek kozott,
idealisnak tekintik Gjgeneracids biolizemanyagok eldallitasdhoz. Jelenleg a biolizemanyag céli

algahasznositast a biomassza eldallitasainak magas koltsége hatraltatja. Azonban jszerii
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eljarasok, mint példaul szennyviz hasznalata mutragyak helyett, vagy a hulladék CO2
hasznalata az algatenyésztésben kettds haszonnal jarhatnak, egyrészt csokkentik a kdltségeket,
masodlagos anyagcseretermékek gazdag repertoarja kivaldéan hasznosithat6 értékes molekulak
forrasa lehet, példaul téplalékkiegészitok, farmakoldgiai termékek vagy kozmetikumok
termelése céljabol.

A kornyezeti adaptacid6 mechanizmusainak megismerése nyilvanvaléan hozzajarulhat
az algak biotechnologiai felhasznaldsanak optimalizaldsdhoz. Réaadasul a kornyezteti
koriilmények alapvetden befolyasoljak az anyagcserefolyamatokat, ezért a kornyezeti ingereket
érzékeld mechanizmusokon keresztiil az algdk metabolitprofilja is modosithatd. Ezzel
Osszhangban, jelenleg még nem publikalt eredményeink a MAPK mutans Chlamydomonas

vonalakban megvaltozott karotindsszetételt mutatnak.
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végeztem, mindkettdjiiknek kiilonds koszonettel tartozom azért a tudomanyos kornyezetért
amit szamomra biztositottak, €s a szakmai fejlodésért amit t6liik tanulva érhettem el. Szintén
koszonet illeti a Bogre csoporttal szorosan egyiittmiitkddé Enrique Lopez-Juezt. Mindhdrom
kutatocsoport valamennyi tagjanak halas vagyok, kiilondsen azoknak, akikkel a dolgozatban
bemutatott programokon egyiitt dolgoztunk: a Hirt csoportban elsésorban Markus Teige, Iva
Rajh, Armin Djamei és Andrea Pitzschke, a Bogre és Lopez-Juez csoportokban pedig Magyar
Zoltan, Elizabeth Hatzimasoura és Zaki Ahmad.

Valamennyi egyiittmiik6dé partneriink hozzajarulasat koszondom, kiilon fontosnak
tartom Alberto Paccanaro, Franck Anicet Ditengou, Klaus Palme, Mészaros Tamas, Doleschall
Zoltan, Jager Katalin, Kalapos Balazs és Darko Eva nevét kiemelni.

Hazatérésem utan 6nalldé kutatdsaim elinditdsaban tdmogatott az akkori MTA MGI
intézetigazgatojaként Bedd Zoltan és osztalyvezetdként Barnabas Beata akadémikusok, illetve
a késobbiekben Galiba Gabor osztalyvezetd, akik az altalam kutatott témat befogadtak. Ebben
az idészakban témavezetoként két doktorandusz hallgatoval, Dory Magdalénaval és Nadai
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Uj tudomanyos eredmények

1. Azonositottunk az Arabidopsis MKK3-MPK7 jelatviteli palyat, amely két, korabban
ismeretlen filogenetikai MAPK, illetve MKK csoport kozotti kapcsolatot jelent.
Igazoltuk, hogy az MKK3 az MPK7-tel fizikailag kolcsonhat, azt foszforilalja és
oxidativ stressz fliggden aktivalja.

2. Kimutattuk, hogy az MKK3 expresszidja patogén indukalhatd, ennek nyoman igazoltuk,
hogy az MKK3-MPK?7 jelatviteli palya pozitiv szabalyozd szerepet jatszik a patogén
valasz indukalasban.

3. Leirtuk az MKK7 ¢és MKK9 gének szovetspecifikus transzkripcidos mintazatat, illetve
annak hormonalis szabalyozasat. Genetikai megkdzelitéseket hasznalva feltartuk, hogy
az MKK7-MPK6 modul a merisztémamiikodés negativ szabalyozoja. A kornyezeti
stesszhatdsok altal aktivalt jelatvitel kapcsolata a fejlddésszabalyozéassal a
novényfejlodés kornyezeti plaszticitasdnak egyik fontos molekularis mechanizmusa
lehet.

4. Kialakitottunk egy in vivo ndvényi protein foszforilacios kolcsonhatasok detektalasara
alkalmas modszert. A moddszer az aktivalt kinaz jelenlététdl fiiggden eltérd aranya
szubsztrat foszfoizoformak detektalasdn alapul. E célra kombindlja a protoplaszt
transzfekcid rugalmassagat ¢és gyorsasagat a cIEF immunteszt érzékenységével. A
modszer mukodését egy ismert MAPK szubsztrat, az ACS6 foszforilaciojanak
tesztelésével igazoltuk.

5. A mddszer alkalmazasaval igazoltuk a WUS és az AP2, két régota ismert €s genetikailag
igen részletesen jellemzett merisztémaszabalyozo mesterreglator transzkripcids faktor
MAPK  altali  foszforilaciojat. Az  AP2  poszttranszlacidos  szabalyozéasa
valoszintisithetden nagyon komplex, mivel ennél a fehérjénél szamos eltérd izoformat
detektaltunk.

6. Leirtuk a hossza hidrofil hurokkal rendelkezd PIN fehérjék PID ¢s MAPK foszforilacios

crer

transzporter fehérjék MAPK altali foszforilacigjat. Kimutattok, hogy a MAPK
foszforilacid szerepet jatszik a PIN intracelluléris lokalizacio kialakitasdban.

7. Bioinformatikai modszerekkel alacsonyabb rendii ndvények protedmjaiban MAPK
kodold géneket azonositottunk. Komparativ genomikai vizsgalatokkal feltartuk a

crer

crcr

folyamatokat.
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8. Reverz genetikai megkozelitéssel funkciondlisan jellemeztik a CrMPKS és CrMKK1
Chlamydomonas gének szerepét az oxidativ stresszvalaszban. Kiilonb6zd, molekularis
és ¢lettani modszerekkel megéllapitottuk, hogy mindkét komponens negativ szabalyozo
szerepet jatszik az oxidativ stresszvalasz kialakitdsaban, ami alapvetden eltéré a MAPK
jelatvitelnek mas eukariota kladokban az oxidativ stresszvalaszban megismert pozitiv
szabalyozd szerepétol.
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Fiiggelék
Roviditések jegyzéke

358 Cauliflower Mosaic Virus 35S Promoter

ABA abszcizinsav

ACC I-Aminocyclopropane-1-carboxylic acid (1-aminociklopropan-1-karbonsav)

AGC cAMP-DEPENDENT, cGMP-DEPENDENT PROTEIN KINASE C (kinaz
csoport)

APX aszkorbat peroxidaz

ATP Adenosine-5'-triphosphate

CAT katalaz

CD site common docking site - a MAP kinazok szubsztrat és regulator fehérjékkel
kialakitott kdlcsonhatasait biztositd dokkold motivum

CDK cyclin-dependent kinase (ciklin fiiggd kinaz)

cIEF capillary isoelectric focusing (kapillaris izoelektromos fokuszalas)

CMGC CDK/MAPK/GSK3/CLK kinéz csoport

Col-0 Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipus

D motivum D motif/D site - MAPK kd&téhely motivum a MAPK kinaz kdlesonhatd
fehérjéken

DAMP damage associated molecular patterns (szovetkarosodassal asszocialt
molekuléris mintdzatok)

DHAR dehidroaszkorbat reduktaz

EdU 5-etinil-2'-dezoxiuridin

EF-Tu Tu bekterialis elongacios faktor

ERK extracellular signal-regulated kinase

ET etilén

flg22 az FLS2 flagellin receptor altal felismert 22 aminosavbol all6 flagellin peptid
mintazat

Fv/Fm valtozé fluoreszcencia/maximum fluoreszcencia ardny (a PSII
reakciocentrumok maximalis kvantumhatékonysaganak mutatoja)

GFP Green Fluorescent Protein (z6ld fluoreszcens fehérje)

GPX glutation peroxidaz

GSH glutation

GST Glutation S-transzferaz

GUS B-gliikkuronidaz

HL hydrophilic loop (hidrofil hurok), a PIN fehérjék transzmembran régioit
0sszekotd szekvencia

HMM Hidden Markov Model

HR hiperszenzitiv reakcid

HRP horseradish peroxidase (torma peroxiddz)

JA Jjézminsav

JNK c-Jun N-terminal kinase
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LC-MS/MS

LECA
LRR
MAP3K
MAPK
MBP
MKK
MS
NTF2
p38
PAMP

PAT

PCR

PQT

PRX

Pst

Pst DC3000
PTI

R gének,
proteinek
RLCK

ROS
RT-PCR

SA
SAR
SDS-PAGE

SOD
STE

TTSS
WRKY

Y2H
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Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry (folyadék
kromatografia tandem tomegspektrometridval)
Last Eukaryotic Common Ancestor (utolsé eukariota kozos 0s)

leucine-rich repeat (leucin gazdag ismétlodo szekvenciamotivum)
MAP kindz kinaz kinaz

mitogén-aktivalt protein kinaz

Myelin Basic Protein (myelin bazikus protein)

MAP kinéz kinaz (MAPK kinaz)

mass spectrometry (tomegspektrometria)

Nuclear transport factor 2 (egy nukleoporin kotd fehérje(domén))
p38 mitogen-activated protein kinase

pathogen associated molecular patterns (patogén asszocialt molekularis
mintazatok)
Polar Auxin Transport (polaris auxin transzport)

polimeraz lancreakcio

paraquat

peroxidaz

Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae pv tomato DC3000

PAMP triggered immunity (PAMP indukalt immunitas)
rezisztencia gének, proteinek

receptor-like cytoplasmic kinases (receptor szerti citoplazmas kinazok)
reactive oxygen species (aktiv oxigénformak)

Reverse transcription polymerase chain reaction (reverz transzkripcios
polimerdz lancreakcio)

szalicilsav

systemic acquired resistance (hosszu tava rezisztencia mechanizmusok)
sodium dodecyl sulphate—polyacrylamide gel electrophoresis (natrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis)

szuperoxid diszmutaz

¢lesztd Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kindzokrol elnevezett filogenetikai
csoport

type III secretion system (harmas tipust szekrécios rendszer)

egy, a patogénvalasz szabalyozasaban fontos szerepet jatsz6 transzkripcios
faktor csalad

Yeast Two-Hybrid System (éleszté kéthibrid rendszer)
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Gének jegyzéke

A dolgozatban emlitett Arabidopsis gének

Gén Név (szinonimak) AGI, ,
azonosito
1-AMINOCY CLOPROPANE-1-CARBOXYLIC ACID (ACC
ACS6 SYNTHASE 6 ( ) AT4G11280
API AGAMOUS-LIKE 7, AGL7, APETALAI AT1G69120
AP2 APETALA 2 AT4G36920
AUXI AUXIN RESISTANT 1, WAVS5, WAVY ROOTS 5 AT2G38120
BAKI BRII-ASSOCIATED KINASE 1 AT4G33430
BIK1 BOTRYTIS-INDUCED KINASE 1 AT2G39660
BSK1 BRASSINOSTEROID-SIGNALING KINASE 1 AT4G35230
CERK1 CHITIN ELICITOR RECEPTOR KINASE 1 AT3G21630
CLVI ?LAVATA 1, FAS3, FASCIATA 3, FLOS5, FLOWER DEVELOPMENT AT1GT5820
CLV2 ATRLP10, CLAVATA 2, RECEPTOR LIKE PROTEIN 10 AT1G65380
CLV3 CLAVATA3 AT2G27250
CYCBI;1 CYCLINBI;1 AT4G37490
D6 AGC VIIIA KINASE 1-1, AGCI1-1, D6 PROTEIN KINASE, D6PK AT5G55910
DPB AT5G03415
EFR EF-Tu receptor AT5G20480
EIN3 ETHYLENE-INSENSITIVE3 AT3G20770
FLC AGAMOUS-LIKE 25, AGL25, FLF, FLOWERING LOCUS C, AT5G10140
FLOWERING LOCUS F, REDUCED STEM BRANCHING 6, RSB6
FLS2 FLAGELLIN SENSING 2 AT5G46330
H24 Histone 2A AT1G51060
MAP3K]7 MAPKKK 17, MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE AT2G32510
KINASE 17
MAP3KIS MAPKKK 18, MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE AT1G05100
KINASE 18
MAP3K3  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE KINASE 3 AT1G53570
MAP3K5 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE KINASE 5 AT5G66850
MEKK] MAPK/ERK KINASE KINASE 1, MAPKKKS AT4G08500
MKK]1 MAP KINASE/ ERK KINASE 1, MEK 1 AT4G26070
MKKI10 MAP KINASE KINASE 10 AT1G32320
MKK?2 MAP KINASE KINASE 2 AT4G29810
MKK3 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 3 AT5G40440
MKK4 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 4 AT1G51660
MKK5 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE KINASE 5 AT3G21220
MKK6 ANQI1, ARABIDOPSIS NQK1, MAP KINASE KINASE 6 AT5G56580
MKK7 BUDI, BUSHY AND DWARF 1, MAP KINASE KINASE 7 ATI1G18350
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MKKS MAP KINASE KINASE 8 AT3G06230
MKK9 MAP KINASE KINASE 9 AT1G73500
MPK]1 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 1 AT1G10210
MPKI0  MAP KINASE 10 AT3G59790
MPKI]  MAP KINASE 11 AT1G01560
MPKI2  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 12 AT2G46070
MPKI3  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 13 AT1G07880
MPKI4  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 14 AT4G36450
MPKI5  MAP KINASE 15 AT1G73670
MPKI6  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 16 AT5G19010
MPKI7  MAP KINASE 17 AT2G01450
MPKI8  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 18 AT1G53510
MPKI9  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 19 AT3G14720
MPK2 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE HOMOLOG 2 AT1G59580
MPK20  MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 20 AT2G42880
MPK3 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 3 AT3G45640
MPK4 MAP KINASE 4 AT4G01370
MPKS MAP KINASE 5 AT4G11330
MPKG6 MAP KINASE 6 AT2G43790
MPK7 MAP KINASE 7 AT2G18170
MPKS MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE 8 AT1G18150
MPK9 MAP KINASE 9 AT3G18040
MYC2 JAI1, JASMONATE INSENSITIVE 1, JIN1 AT1G32640
NONEXPRESSER OF PR GENES 1, NIM1, NON-INDUCIBLE
NPRI IMMUNITY 1, SAIl, SALICYLIC ACID INSENSITIVE 1 ATIG64280
PID PINOID AT2G34650
PINI PIN-FORMED 1 AT1G73590
AGRAVITROPIC ROOT 1, PIN-FORMED 2, EIR1, ETHYLENE
PIN INSENSITIVE ROOT 1 AT5G57090
PIN3 PIN-FORMED 3 AT1G70940
PIN4 PIN-FORMED 4 AT2G01420
PINS PIN-FORMED 5 AT5G16530
PING PIN-FORMED 6 AT1G77110
PIN7 PIN-FORMED 7 AT1G23080
PINS PIN-FORMED 8 AT5G15100
PRI PATHOGENESIS-RELATED GENE 1 AT2G14610
-1,3-GLUCANASE, ATBG2, ATPR2, BETA-1,3-GLUCANASE 2, BG2,
PR2 EGLZ, GNS2, PATHOGENESIS-RELATED PROTEIN 2 AT3G57260
PR3 BASIC CHITINASE, CHI-B, HCHIB, PATHOGENESIS-RELATED 3 AT3G12500
PR4 HEL, HEVEIN-LIKE, PATHOGENESIS-RELATED 4 AT3G04720
RbohD ~ RESPIRATORY BURST OXIDASE HOMOLOG D AT5G47910
RPS2 RESISTANT TO P. SYRINGAE 2 AT4G26090
RPS6 40S RIBOSOMAL PROTEIN S6-1 AT4G31700
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WAGI PK3AT, PROTEIN KINASE 3 ARABIDOPSIS THALIANA AT1G53700
WAG2 AT3G14370
WOX5 WUSCHEL RELATED HOMEOBOX 5 AT3G11260
WRKY29 AT4G23550
wuUs WUSCHEL, WUSCHEL 1 AT2G17950
YOoDA EMBRYO DEFECTIVE 71, MAP KINASE KINASE KINASE 4, AT1G63700

MAPKKK4, YDA

A dolgozatban emlitett Chlamydomonas reinhardtii gének

Az egységes génazonositod rendszer hidnya miatt az adott gének altal kodolt fehérjék
UNIPROT azonositoit is feltiintettem.

Gén Név Gén azonosito UNIPR?:I
azonosito
MKKI1  Mitogen-Activated Protein Kinase 1  CHLRE 06g249150v5 ABHYY7
MPK8  Mitogen-Activated Protein Kinase 8§ CHLRE 01g010000v5 QI9FXT7
APXI ascorbate peroxidase CHLRE 02g087700v5 049822
DHARI dehydroascorbate reductase CHLRE 10g456750v5 A8IOK9
GSHRI glutathione reductase CHLREDRAFT 134165 A8HXAG6
SODI  Mn-superoxide dismutase Q42684
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