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1. BEVEZETES

A burgonya (Solanum tuberosum) élelmezési szempontbdl az egyik
legfontosabb novény vilagszerte. Gazdasagi jelentdségét elsdsorban
sokoldalu felhasznalhatosaganak koszonheti. A burgonya gumoja emberi
taplalkozasra, allatok takarmanyozasara egyarant alkalmas, ugyanakkor az
¢lelmiszeripar, a keményitd- és szeszgyartas, valamint a gyogyszeripar
részére is fontos nyersanyag.

A gumo6 megvastagodott foldalatti szarrész (tartalék tapanyag-
raktarozo szerv), mellyel a burgonya vegetativ Giton tovabb szaporithato. A
gumok keményitdtartalma a fajtaktol fliggéen 12-24%, a fehérjetartalom
pedig 0,7-4,6% kozott valtozik.

A levegd CO,-ja a Calvin ciklusban 6 szénatomos szénhidratokka
alakul at, majd keményitd formajaban raktarozodik a kloroplasztiszban. A
keményitd a levél mezofil sejtjeiben tobb koztes terméken keresztiil
szacharozza alakul, majd floemtranszport utjan jut a felhasznalas, és a
raktarozas helyére, ahol a szachardzbol ismét keményité szintetizalodik. A
gumo6 kialakulasdhoz sziikséges kornyezeti tényezok koziil kiemelkedd
szerepet jatszik a nitrogén szint, a nappalok hossza és a fényintenzitas. In
vitro 8% szachar6z és citokinin hatasara a S. tuberosum szarszegmentek
hénaljriigyeibél gumo fejlodik. Nagy valoszintiséggel a gumofejlodés
¢s a citokinin hatdsdra a honaljriigyekb6l gumo helyett sztolo fejlodik. A
gumofejlédés molekularis eseményeirdl korlatozott mennyiségii informéacio
all rendelkezésiinkre. Az in vitro gumoindukcids rendszer molekularis
vizsgalata soran izolaltak néhany gént, amelyeknek nagymértékben
megnovekszik a transzkripcios aktivitasa a gumofejlodés soran. Ezek a
gének két csoportra oszthatok: 1. a keményitd bioszintézisben résztvevo
gének; 2. tartalékfehérje gének. Ezeknek a géneknek az expresszidjat egy
gén kivételével a burgonya levelében is lehet indukalni, ami azt mutatja,
hogy a burgonya fold feletti részében is megvan a magas szachar6z-
koncentraci6 hatasdra bekapcsold jelatviteli utvonal. A  patatin



promoterének miikodését megvizsgaltdk heterolog rendszerben is, és
megallapitottak, hogy a promoter aktivitasa a dohany levelében valamint az
Arabidopsis levelében ¢és gyokerében magas szacharéz koncentracio
hatasara jelent6sen megnovekszik. Ez azt mutatja, hogy a magas szacharoz-
koncentracié hatasara bekapcsold jelatviteli utvonal konzervaldott a
névényekben.

A gumofejlodés indukcidjanak szignaljat és a szignaltranszdukcids
utvonal végén 1évo szabalyozott géneket mar ismerjiik, azonban a jelatviteli
ut elemeir6l semmilyen informacié nem all rendelkezéslinkre. Ezért az
érdeklédésiink a gumofejlodés és a tartalékkeményit-képzés jelatviteli
utvonaldnak megismerése felé iranyult.

Az élesztd SNF1 (sucrose non-fermenting) kinaz az egyik legjobban
jellemzett eukariota protein kindz. Az SNF1 fehérje részt vesz a katabolit
represszio kialakitasaban, a glikogén felhalmozodas szabalyozasaban,
valamint foszforilacio altal moddositja a metabolikus enzimek aktivitasat,
mintegy kdzponti regulatorként a sejt metabolikus folyamatait iranyitja a
rendelkezésre allo szénforras fiiggvényében.

A burgonyagumo, mint raktarozasra modosult szerv, fejlddésének
legjellegzetesebb eleme a nagymennyiségii szénhidrat felhalmozéasa. Mivel
¢lesztoben a szénhidrat anyagcsere szabalyozasanak kulcsenzime az SNF1
kindz, feltételeztiik, hogy a gumofejlodés soran megfigyelheté keményitd
akkumulacio szabalyozasaban az SNF1 kinaz fehérjék fontos szerepet
jatszhatnak. Ezért célul tiiztiik ki a burgonya SNF1 kindz és a vele
egylittmiikodo fehérjék izolalasat és jellemzését.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2. 1. Az SNF1 protein kinadz csalad

Az eukariota sejtek a megvaltozott kornyezeti tényezokhoz valo
alkalmazkodas soran rendkiviill gyorsan valaszolnak az Oket ér6é kiilsé
kornyezeti ingerekre. A sejtek felszinén 1évé receptorok a kiils6é kornyezeti
ingerek (hormonok, novekedési faktorok, kiilonb6z6 metabolitok
mennyisége, kornyezeti stresszek) hatasara egy jelatviteli utvonalat
inditanak el, ami a sejtben génexpresszidos és/vagy enzimaktivitasbeli
valtozas bekovetkezéséhez vezet. A jelatviteli utvonalak miikodése a
fehérjék protein kinazok altali reverzibilis foszforilaciojan alapul.

Az SNF1 (sucrose non-fermenting) protein kinadz csalad tagjai
fontos szerepet jatszanak egy nagyon konzervalt, feltehetéen minden
eukariota sejtben megdrz6dott, Osi protein kindz szabalyozasi tutvonal
kialakitasadban. Bar az SNF1 protein kinaz csalad tagjainak célfehérjéi
(részben) eltérhetnek egymastol, az aktiv komplexek szerkezete, miikodése
¢s szabalyozasa nagyon hasonlé. Az SNF1 kinaz csalad tagjai kozé
tartoznak a Saccharomyces cerevisiae SNF1 kinaz és az emlés AMP-
aktivalt protein kinaz (AMPK) mellett a magasabbrendli ndvények SNF1
protein kindzai is.

2. 2. Az éleszté SNF1 kinaz biolégiai szerepe

A mikroorganizmusok, igy az éleszté lebontofolyamataiban
szerepet jatszo szamos enzim ala van rendelve a katabolit represszionak
nevezett szabalyozasi folyamatnak. Ha a sejtet gyorsan metabolizalhato
energiaforrassal, példaul gliikkézzal latjuk el, igy megsziinik azoknak az
enzimeknek a szintézise, amelyek az alternativ energiaforrasok
lebontasaban vesznek részt. Gliikoz jelenlétében az élesztében gatolt
allapotban vannak az alternativ szénforrasok (galakt6z, maltdz, szacharoz,
etanol, glicerin) hasznositasaért felelds gének mellett a glilkoneogenezisben



¢és az oxidativ foszforilacioé folyamatdban résztvevd enzimek génjei is. A
szabalyozas kevés kivételtol eltekintve a transzkripcid szintjén torténik.

Az SNF1 gén alapvetd szerepet jatszik az 0Osszes gliikoz-
represszalhatd gén de-represszalasdban. Az snfl mutaciot eredetileg egy
olyan mutans keresési program soran azonositottdk, amely szacharoz
hasznositasban sériilt élesztotorzsek izolalasara iranyult. Az snfl mutacio
pleiotrép hatasunak bizonyult, az snfl mutans a szachardézon kiviil a
galaktozt, a maltozt, a glicerint és az etanolt sem volt képes szénforrasként
hasznositani. (Carlson és mtsai., 1981). Az snfl mutaciot komplementalo
SNF1 gén egy protein kindz domént tartalmazo fehérjét kodol (Celenza és
Carlson, 1986). Az SNF1 komplex bioldgiai szerepére utal, hogy az snfl
mutans érzékenyebb a ho- és sostreszzel szemben, mint a vad tipust éleszto.
Az ENALI stresszgén (plazmamembran ATP-4az) ozmotikus stressz hatasara
aktivalodik. Alepuz és munkatarsai (1997) azt talaltak, hogy az ENA1 gén
az ozmotikus stressz mellett gliikbzmegvonasra is indukalodik, mégpedig az
SNF1 kaszkadon keresztiil. A metallotionein gén ho- és oxidativ stresszre az
altalanos stressz szignaltranszdukcios uton, gliikozmegvonasra az ENAI1-
hez hasonldéan az SNF1 uton keresztiil indukalodik (Tamai és mtsai, 1994).
Feltételezhetd, hogy az élesztd a gliikozmegvonast is stresszként érzékeli,
ezért a megvaltozott koriilményekhez az alternativ szénforrasok
hasznositasaért felelés gének de-represszalasa mellett az altalanos
stresszgének bekapcsolasaval valaszol. Az SNF1 gén szamos egyéb
alapvetd bioldgiai folyamat szabalyozasaban is szerepet jatszik, igy részt
vesz a sporulacié (Hubbard és mtsai, 1992), a glikogén felhalmozas (Hardy
¢s mtsai, 1994), valamint a peroxiszoma biogenezis (Simon és mtsai, 1992)
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2. 2. 1. Az SNF1 kinaz komplex felépitése

Az élesztd SNF1 kinaz komplexet harom fehérje alkotja: (1)
katalitikus alegység; (2) aktivator alegység; (3) az 0sszekotd (adaptor)
alegység. Az SNF1 gén egy 72 kD-os protein kinazt kodol, amelynek
N-terminalisan a katalitikus domén (KD), C-termindlisdn a regulélo



domén (RD) taldlhato (Celenza és Carlson, 1986). Az snfl mutans
fenotipusat lasd 2. 2. pont. Az SNF4 gén egy 36 kD-os fehérjét kodol,
amiben négy, elészor a cisztation—P—szintaz (CBS) fehérjében azonositott
domén talalhatd. Az snf4 nullmutans élesztének hasonld fenotipusa van,
mint az snfl mutansnak, azzal a kiilonbséggel, hogy az snf4 fenotipus

gyengiil, ha a mutans torzset 23 °C alatt tenyésztik. Ezért azt feltételezték,
hogy az SNF4 protein az SNF1 kinaz aktivatora (stabilizatora). Az SNF4
fehérje az SNF1 proteinnel élesztd fehérjekivonatbol immunoprecipitacioval
egylitt izolalhato, ami a koztiikk 1évd in vivo fizikai kapcsolatot bizonyitja
(Celenza és mtsai, 1989). Az SNF1 kinaz az élesztosejtben az SNF4 fehérje
mellett kiilonb6zo adaptor alegységekkel (SIP1/SIP2/GALS3) miikddhet
egyiitt. Az SNF1 protein kinazzal egylittmiikodé SIP1 és SIP2 fehérjéket
két-hibrid sziirés moddszerével izolaltdk (Jiang és mtsai, 1992). A GALS3
megallapitottak, hogy fontos szerepet jatszik a GAL1 (galaktokinaz) gén
szabalyozasaban (Flick és mtsai, 1990) (2. 1. abra).
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2. 1. abra. Az SNF1 komplexet alkoto fehérjék domén szerkezete.

Az élesztd SNF1 fehérje az N-terminalison levd katalitikus doménbdl (KD) és a
fehérje C-terminalisan levo regulator doménbdl (RD) all. Az SNF4 fehérjében négy
cisztation—B—szintdz (CBS) domén talalhat6. A SIP1/SIP2/GALS83 fehérjék C-
terminalisan talalhaté az SNF1 kotésért felelos KIS domén és az SNF4-gyel
kapcsolatot kialakito6 ASC domén



A katalitikus, az aktivator és az 6sszekoto alegységek kapcsolatait, illetve az
egyes domének szerepét a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaban
két-hibrid rendszerrel vizsgaltak. A SIP1, SIP2 és a GALS83 fehérjék ugyan
eltéré hosszusaguak de két jol elkiilonithetd szakaszon jelentds mértékii
homologiat mutatnak egymashoz: (1) a belsé Un. KIS (Kinase Interacting
Sequence) doménnel kapcsolodik az SNF1 kinazhoz; (2) a C-terminéalishoz
kozelebb esé un. ASC (Association with the SNF1 Complex) domén létesit
kotést az SNF4 proteinnel (2. 1 abra). Mivel a SIP1/SIP2/GALS83 fehérjék
N-terminalisai nem mutatnak jelentdés hasonlésagot egymashoz, ezért azt
feltételezik, hogy az alternativ modon felépiildé SNF1 kinaz komplexben az
Osszekotd alegység kozvetiti a szubsztratokat a katalitikus alegység felé
(Jiang és Carlson, 1997) (2. 2. abra).
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2. 2. abra. Az SNF1 komplex felépitése.

Az SNF1 kinaz komplexben a SIP1/SIP2/GAL83 géncsalad tagjai adaptor funkciot
latnak el, megkotik és ezaltal egy térbe hozzak a komplex katalitikus (SNF1) és
aktivator (SNF4) alegységeit.

2.2.2. Az SNF1 kinaz komplex miikodése

Az SNF1 komplex miikodése soran bekovetkezd protein-protein
kolcsonhatasok az élesztd két-hibrid modszerrel kdnnyen nyomon
kovethetok. Megallapitottak, hogy magas gliikoézszint (gliikozrepresszalt



allapot) esetén az SNF1 fehérje katalitikus és regulator doménje egymashoz
kapcsolodik, ezért az SNF1 kinaz inaktiv allapotban van. De-represszalo
koriilmények kozott (alacsony gliikkdzszint) az SNF1 fehérjét egy eddig még
nem azonositott kindz foszforilalja, ezaltal megsziinik a fehérje katalitikus
és regulator doménje kozotti kapcsolat. Igy az SNF4 protein az SNF1 kinaz
regulator doménjéhez kapcsolodhat, ezért az SNF1 katalitikus domén
szabadda valik, igy az SNF1 kinaz aktiv allapotba keriil. (Jiang és Carlson,
1996) (2. 3. abra).
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2. 3. abra. Az SNF1 kinaz komplex miikdése

Glikoz-represszald koriilmények kozott az SNF1 komplex inaktiv allapotban van,
az SNF1 kinaz katalitikus doménje (KD) a regulator doménhez (RD) kapcsolodik.
De-represszal6d koriilmények kozott a katalitikus (SNF1) alegység foszforilalodik és
ennek kovetkeztében az SNF4 fehérje a regulator doménhez kapcsolodik; a
katalitikus domén szabadda valasaval SNF1 komplex aktivalodik.

2. 2. 3. Az SNF1 komplex szabalyozasa

Az SNF1 kinaz alacsony gliikzszintnél aktiv, magas gliik6zszintnél
inaktiv allapotban van (2. 3. dbra). Glitkozmegvonaskor az AMP/ATP arany
kb. a 100-szorosara novekszik, és ez jol Osszefiiggésbe hozhatdo az SNF1
kinaz aktivitasnovekedésével (Davies és mtsai, 1989). A tisztitott SNF1
protein, szemben az emlds analég AMPK-val, in vitro nem aktivalhato
hozzaadott AMP-vel. Ezzel szemben a tisztitott, aktiv allapotban 1évé SNF1



protein, hasonléan az AMPK-hoz inaktivalhat6 emlds protein-foszfatazzal,
¢és ujra aktiv allapotba hozhato AMPKK-val (AMP-aktivalt protein kindz
kinaz) (Wilson és mtsai, 1996). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy
annak ellenére, hogy az SNF1 kinaz nem aktivalhato6 AMP-vel, mint az
AMPK, az SNF1 valosziniileg egy hasonlo protein kinaz kaszkad tagja,
mint az AMPK (lasd 2. 3. pont).
Eddig még nem sikeriilt azonositani az SNF1 fehérjét aktivalo (feltehetdleg)
protein kinaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét. Mivel az SNF1 és SNF4
fehérjék csak az aktivalodott kinaz komplexben lépnek fizikai kapcsolatba
egymassal, ezért megvizsgaltdk az SNF1 és SNF4 proteinek
egylttmiikodését a hxk2 glc7 és a regl mutansokban (Jiang ¢és Carlson,
1996). A HXK2 gén kodolja a legnagyobb mennyiségben termel6do
hexokindz izoformat, ami a glikolizisben a glikéz gliikoz-6-foszfatta
alakulasat katalizalja. A hxk2 mutansban az SNF1-SNF4 protein-protein
interakcio gliikéz jelenlétében is bekodvetkezik, tehat az SNF1 komplex
aktiv allapotban van. Ebbdl arra kdvetkeztettek, hogy a hexokindz2 gén
terméke az SNF1 komplex (egyik) negativ regulatora, amely meghatarozza
az SNF1-SNF4 kolcsonhatast magas gliikozszintnél. A hexokindz2 enzim
egy kettosfunkcidju fehérje, a hexoz foszforilacigjaért felelds katalitikus €s
a gliikkozrepresszié fenntartasaért felelos regulalé domének pontmutaciokkal
elkiilonithetd (Trumbly, 1992).

A GLC7 gén az élesztOben a protein-foszfataz 1 (PPI) fehérjét, a
REG1 gén a protein-foszfataz 1 reguldld alegységét kddolja. A PPI
nullmutacidja letalis, azonban abban a g/c7 mutansban, amelyben a fehérje
152. treonin aminosavat lizinre cserélték (glc7T152K), valamint a delécids
regl mutansban az SNF1-SNF4 protein-protein interakcié glikoz
jelenlétében is mérhetd és a mutansokban megsziinik a gliikkozrepresszid. A
vad tipusu élesztoben a REG1 és GLC7, illetve a REG1 és SNF1 proteinek
egylittmiikodését két-hibrid rendszerrel és ko-immunoprecipitacidval is
bebizonyitottak. Feltehetdleg a GLC7 a REGI proteinen keresztiil
defoszforilalja, ezaltal inaktivalja az SNF1 komplexet (Ludin és mtsai,
1998). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a GLC7 és REG1 fehérjék a
hexokinazhoz hasonléan az SNF1 komplex negativ regulatorai.
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2. 2. 4. Az éleszté SNF1 kinaz altal kozvetleniil szabalyozott fehérjék
(szubsztratok)

Az SNF1 kinaz a glilkoéz-represszalt gének transzkripcidjat
kozvetve, szubsztratjain keresztiil szabalyozza. Jelenleg harom ilyen SNF1
szubsztrat ismert, a MIG1, a SIP3 és a SIP4 fehérjék.

Az élesztében a gliikoz az alternativ szénforrasok hasznositasaért
felelos gének mellett, a glilkoneogenezisben és a légzésben résztvevd
enzimek génjeinek transzkripciojat is gatolja. Ezért nem meglepd, hogy
ezeknek az eltéré biologia folyamatokban szerepet jatszo, de egyarant
gliikoz-represszalhatd géneknek a promotereiben hasonld elemek talalhatok,
tehat azonos regulalé fehérjék kotddhetnek hozzajuk. Példaul a MIGI1
transzkripcios represszor kotohelye a legtobb gliikoz altal represszalhato
gén promoéterében megtalalhato. Gliikozt tartalmazo taptalajon tenyésztett
¢lesztében a szekretalt invertazt kddold gén (SUC2) represszalt allapotban
van, a repressziot a SUC2 promoterhez kapcsoloddo MIGI represszor tartja
fent. Gliikozmegvonas soran az SNF1 kinaz aktivalodik, és foszforilalja a
MIG1 represszort, ami ezutdn mar nem képes DNS-t kotni, levalik a
promoterrél, igy a SUC2 gén felszabadul a represszio aldl. fgy a SUC2 gén
aktivitasat kozvetlenill a MIG1 represszor foszforilaltsagi foka hatarozza
meg (Trumbly, 1992). Valdsziniileg az SNF1 hasonldé modon szabalyozza

A SIP3 gén egy 142 kDa-os, leucin-zippzar motivumot tartalmazo,
feltehet6en transzkripciés faktorként funkcionald fehérjét kodol. Azt az
elképzelést, hogy a SIP3 fehérje az SNF1 kindznak in vivo szubsztratja,
alatamasztja az a tény, hogy az snfl mutansban a SIP3 fehérje
tulexpresszaltatasa visszaallita a SUC2 gén vad tipushoz hasonlo
szabalyozasat (Lesage és mtsai, 1994). Azonban az a megfigyelés, hogy a
sip3 mutansnak nincs snfl fenotipusa jelzi, hogy az SNF1 kindz mas
szubsztratokon keresztiil is befolyasolhatja egyes gének atirasat.

A SIP4 gén egy 96 kDa-os, transzkripcios faktor fehérjét kodol. A
SIP4 fehérje a gliikkoneogenezisben szerepet jatszd malat-szintaz és
izocitrat-lidz gének transzkripcios aktivatora. A SIP4 fehérje csak
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foszforilalt formaban képes e gének promotereihez kotddni és a
transzkripciot inicialni. A SIP4 transzkripcios faktort gliikkozéheztetéskor az
SNF1 protein kinaz foszforilalja.

gal83 mutanshattérben az SNF1 és SIP4 fehérjék nem miikodnek egyiitt,
azonban a sipl, sip2 mutansokban a vad tipussal megegyezd erdsségi
SNF1-SIP4 protein-protein interakciot mértek. A jelenség csak ugy
magyarazhatd, hogy a vad tipusu ¢élesztoben a GALS83 fehérje létesit
kapcsolatot az SNF1 és SIP4 proteinek kozott (Lesage és mtsai, 1996).

Ezek az adatok alatamasztjak azt az elképzelést, hogy az SNF1
kindz komplexben a SIP1/SIP2/GALS83 fehérjék kozvetitik a katalitikus
alegység felé a szubsztratokat. igy az alternativ modon felépiild6 SNF1
komplex aktualis adaptor alegysége hatarozza meg, hogy a komplex melyik
gén, vagy géncsoport szabalyozasaban vesz részt (Vincent és Carlson,
1999).

Transzkripciés szabalyozas mellett az ¢leszt6 SNF1 kinaz a
citoplazméaban  taldlhaté  metabolikus enzimek  poszt-transzlacios
szabalyozasaban is részt vesz. A zsirsav bioszintézis kulcsenzime, az acetil-
KoA karboxilaz (ACC-az) glikoz ¢éheztetéskor foszforilacio altal
inaktivalodik. Az SNF1 kindz foszforilalja és ezaltal inaktivalja az acetil-
KoA karboxilazt in vitro (Mithelhill és mtsai, 1994). Az acetil-KoA
karboxilaz azonban valoszinlileg az SNF1 kinaz kozvetlen szabalyozasa
alatt all, ugyanis az snfImutansban glikoz éheztetéskor az ACC-az
inaktivalodasa nem kovetkezik be (Woods és mtsai, 1994).

2. 3. Az AMP-aktivalt protein kinaz (AMPK) rendszer

Az élesztd SNF1 protein kinazzal homoldgiat mutaté emlds fehérje,
az AMPK felfedezéséhez a biokémiai megkdzelités vezetett. A 3-hidroxi-3-
metilglutaril-koenzim-A reduktaz (HMG-KoA reduktaz) szabalyozasat
vizsgalva azt talaltdk, hogy az enzim foszforilacié altal inaktivalodik és az
inaktivalast végzd citoplazmatikus faktor maga is foszforilacid de-
foszforilacié utjan szabalyozodik (Beg és mitsai, 1978). Ferrer és mitsai
(1985) kimutattak, hogy a HMG-KoA reduktaz kindaz ATP jelenlétében
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inaktlv, de AMP jelenlétében gyorsan aktivalodik. Hardie és mtsai
bizonyitottak, hogy a HMG-KoA reduktaz kdzvetlen szabalyozasaért egy
bizonyos protein kindz aktivitassal rendelkez6é faktor a felelds, és a HMG-
KoA reduktaz kinazt AMP aktivalt kindznak (AMPK) nevezték el (Hardie
¢és mtsai, 1989).

2. 3. 1. Az eml6s AMPK komplex felépitése

Az AMPK-t el6szor patkanymajbol tisztitottak. A fehérje
preparatum sztdchiometrikus mennyiségben tartalmazott egy 63, egy 38 és
egy 35 kDa-os fehérjét (Carling és mtsai, 1989). A harom fehérjének
megfelelé6 cDNS-eket cDNS konyvtarbdl izolaltak, meghataroztak a cDNS-
ek nukleinsav és az ebbdl szarmaztatott fehérje aminosav sorrendjét. A 63
kDa-os fehérje, a katalitikus (o) alegység aminosavszinten 47%-os
homologiat mutatott az éleszt6 SNF1 protein kinazhoz. Az AMPK N-
termindlisan egy jellegzetes szerin/treonin protein kindz domén, a C-
termindlisan a regulator domén taldlhaté. Az AMPK kinaz katalitikus
doménje 64%-o0s, regulator doménje 32%-0s homologiat mutatott az élesztd
SNF1 protein kinaz megfeleld részeihez. A y alegységnek elnevezett 38
kDa-os fehérje négy ismétlodé, kb. 30 aminosav hosszusagu, a
cisztation—f—szintazban is meglévé domént tartalmaz, és a teljes
hossztsagh fehérje 35%-0s homologiat mutat az éleszté SNF4 fehérjéhez. A
B alegység (35 kD-os fehérje) dedukalt aminosav sorrendje alapjan az
¢lesztd6 SIP1/SIP2/GAL83 géncsalad fehérjéinek feleltetheté meg. A
SIP1/SIP2/GALS3 fehérjék KIS doménjei atlagosan 30%-0s, ASC doménjei
atlagosan 40%-0s homoldgiat mutatnak a 35 kDa-os P alegység megfeleld
részeihez (Hardie és mtsai, 1998, Osszefoglald). Az P ésy alegységek
funkciéja még pontosan nem ismert, azonban a katalitikus alegység
maximalis kindz aktivitdsanak eléréséhez mind a harom alegység egyiittes
jelenléte sziikséges (Dyck és mtsai, 1996). Az o, PBés y alegységek
egymashoz valé  kapcsoldédasat  immunprecipitacioval — vizsgaltak.
Megallapitottak, hogy az a és a y alegység kiilon-kiilon, er6sen kapcsolodik
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a P alegységhez. Azonban az o és v alegység kozvetlen kapcsolodasanak
mértéke a kimutathatésag als6 hataran van (Woods és mtsai, 1996a).

A katalitikus (o) alegység funkcionalis vizsgalatat delécios
mutansok létrehozasaval valositottak meg. Az 548 aminosav hosszisagu
AMPK C-terminalisanak utolsé 156 aminosava tartalmazza a [ és y
alegységek kotohelyét, ugyanis az oy_39, mutdns maximalis katalitikus
aktivitasahoz nem sziikséges a [ és Y alegységek jelenléte. A teljes
hosszusagh AMPK fehérje AMP hatasara allosztérikusan aktivalodik. A
01312 mutans aktivalodasa nem igényel AMP-t, ami azt jelenti, hogy az
AMP kotohely a 312. és 392. aminosav kozotti részen helyezkedik el. A
katalitikus domén 172. treoninjat (T172) alaninra, vagy aszparaginsavra
cserélve katalitikus aktivitdssal nem rendelkez6 fehérjét kaptak mind a teljes
hossztsagl, mind a csonka fehérje esetében. Az AMPK fehérjében 1évo
T172-nek megfeleld aminosav minden szerin/treonin protein kindzban a
katalitikus domén aktivaciés szegmentjében talalhatod, eltavolitasa, vagy
mas aminosavra torténd cseréje a katalitikus aktivitas csokkenését, vagy
megsziinését okozza (Crute és mtsai, 1998).

Ezek az eredmények alatamasztottak, hogy az AMPK komplex
felépitése és miikodése nagyon hasonlit az éleszté SNF1 kinaz komplexhez:
az o ¢és a vyalegységet a [ alegység hidalja at. Az o és a yalegység
kozvetlen kapcsolata  feltehetéleg csak a  katalitikus  alegység
aktivalodasakor alakul ki (Woods és mtsai, 1996a)

2. 3. 2. Az AMPK komplex reguliacioja
2. 3.2. 1. Az AMPK komplex in vivo regulicidja és élettani szerepe
Az ¢lolények sejtjeinek legfontosabb energia tarold molekulaja az

ATP. A lebont6 folyamatokbdl szarmazd energia az ATP-szintazok
miikddése révén ATP-vé alakul:

(ADP+Pi—>ATP)
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A felépitd folyamatok energiaigényiiket az ATP nagyenergiaju
foszfodiészter kotésének bontasabol fedezik:

(ATP—ADP+Pi, ATP—AMP-+PPi)

Egészséges sejtekben az ADP<>ATP atalakulas az ATP szintézis iranyaba
van eltolddva, ezért az ATP/ADP arany 10:1. Az eukaridta sejtekben az
ATP szintézisét az adenilat-kinaz is végezheti:

2ADP—ATP+AMP

A reakci6 kozel all az egyensulyi allapothoz, egyensulyi allandoja
megkdzelitéleg 1. Mivel a reakcio egyensulyi allandodja ~1, ezért a sejtekben
az AMP/ATP arany megkozelitéleg az ADP/ATP arany négyzetével
egyenld. Optimalis koriilmények kozott az eukariota sejtekben az ADP/
ATP arany kb.1:10, ezért az adenilat-kindz az ATP bontasat fogja
katalizalni:

2ADP<ATP+AMP

Mivel az adenilat-kinazz ATP bont6 reakcigja az AMP
aranya megkozelitéleg 1:100 lesz. igy az intenziven osztodd, optimalis
koriilmények koézott ndvekedd sejtekben az AMP aranya alacsony, ezért az
AMPK inaktiv allapotban van. Ha a sejt ¢hezik, vagy mas kornyezeti stressz
éri, akkor az AMP/ATP arany akar 1:25-re is novekedhet, ami mar elég az
AMPK aktivalodasahoz (Hardie és Hawley, 2001). Tehat az AMPK a sejt
energia ellatottsdganak monitora, ha a sejt tartalékai elfogynak, aktivalja a
lebont6 folyamatokat (pl. zsirsavlebontas), ¢és inaktivalja a nagy
energiaigényl felépitdé folyamatokat (szterol és izoprén bioszintézis), igy
védi a sejtet a kornyezeti stresszek karos hatasaitol (Hardie és Hawley,
2001) (2. 4. abra).

Az AMPK mikodését az emlésok vazizomzataban ismerik a
legjobban. Rovid ideig tartdé izommilkodés soran a  glikolizis
gliikozsziikségletét a sejt a glikogénlebontasbol fedezi. A glikolizisben
keletkezett acetil-KoA nagy része -eloxidalodik, az oxidacié soran
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felszabadult energia ATP szintézisre forditodik. Az acetil-KoA egy része a
citoplazmaban az acetil-KoA karboxilaz (ACC-az) enzim hatasara malonil-
KoA-v4 alakul. A malonil-KoA bizonyos koncentracio felett gatolja a sejtek
zsirsav felvételét és a zsirsavak oxidacidjat (Kudo és mtsai, 1996). Hosszl
ideig tart6 intenziv izommozgas a maj glikogén tartalé¢kainak kimeriilésé¢hez
vezet, az AMP/ATP arany megnovekszik, ami az AMPK aktivalodasat
eredményezi. Az aktivalédott AMPK foszforilalja, ezaltal inaktivalja az
ACC-azt, ami a malonil-KoA mennyiségének csokkenését vonja maga utan.
Ha a malonil-KoA koncentracioja elér egy bizonyos alsé hatarértéket, akkor
a zsirsavak sejtbe torténd transzportja és oxidacioja felszabadul a gatlas alol.
Ezutan a kimertiil6 glikogénforrasok helyett, a zsirsavakbol képz6do acetil-
KoA szolgal energiaforrasként (Winder és Hardie, 1996; Kudo és mtsai,
1996).

Az AMPK miikodését emlds sejttenyészetekben is vizsgaltak, és
megallapitottdk, hogy minden olyan tenyésztési koriilmény, ami az
AMP/ATP aranyt megemeli, az AMPK aktivaciojat idézi eld. Magas
frukt6z koncentracioé alkalmazasa az ATP szint gyors csokkenésével és az
AMP/ATP arany ndvekedésével jar, ugyanis a sejtekbe bejutd fruktoz
nagyobb sebességgel foszforilalodik, mint amekkora sebességgel a
glikolizisbe képes belépni. Ezért vezet a magas fruktdoz koncentracio
alkalmazasa az AMPK aktivitasanak tranziens megemelkedéséhez (Moore
¢s mtsai, 1991). A sejt energiatermeld folyamatainak gatlasa szintén az ATP
szint gyors csOkkenését okozza. Az arzenit a liponsav kofaktort tartalmazé
piruvat-dehidrogendaz és az o—keto-glutarat-dehidrogenaz enzimekhez
kapcsolodva gatolja a trikarbonsav ciklus miikodését. Az oxidativ
foszforilacio gatlasa -Na-aziddal, antimicin-A-val, dinitro-fenollal- az ATP
szint gyors csokkenését, és az AMPK aktivalédasat idézi elé emlds
sejttenyészetben. A hdsokk, hipoxia, és kiilonb6z6 nehézfém-ionok is
aktivaljak az AMPK-t, az azonban nem ismert még, hogy ezek a stresszek
hogyan emelik az AMP/ATP aranyt (Hardie és mtsai, 1998).
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2. 3. 2. 2. Az AMPK komplex in vitro regulaciéja

Az AMPK komplex kozvetlen szabalyozasat in vitro kisérletekkel
vizsgaltak. A részlegesen tisztitott AMPK fehérjét in vitro koriilmények
kozott az emlds protein-foszfataz fehérje (PPC2) inaktivalja. Az inaktivalt
AMPK AMP és Mg2+ ionok hozzéadaséaval ujra aktiv allapotba hozhatd. A
tovabbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy az Gjraaktivalashoz az AMP-n és a
Mg2+i0non kiviil, egy a részlegesen tisztitott AMPK frakcioban is
megtalalhatéd fehérjére, az AMP-aktivalt kinaz kinazra (AMPKK) is sziikség
van (Hawley és mtsai, 1996). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
AMPK egy protein kinaz kaszkad tagja (2. 4. abra).

ATP +AMP A ADP

\feleplto folyamatok
- /
AMPE
PPEC
transzkipeid
sejtmag

2. 4. dbra Az AMPK a sejtek globalis stressz regulatora.

|ATP | 1shonts Folyamatok

Az AMPK aktivalodik minden olyan koriilmény hatdsara, ami az AMP/ATP aranyt
megemeli. Az aktiv AMPK transzkripcids és poszt-transzlacids szinten gatolja az
ATP csokkenéssel jaro felépitd folyamatokat és aktivalja az ATP termeld lebonto
folyamatokat. PPC2, protein-foszfataz 2

Az élettani vizsgalatok eredményei alapjan, az AMPK aktivitasat
elsésorban az AMP szint hatarozza meg. Az in vitro vizsgalatokbol ismert,
hogy az AMP tobbféleképpen is részt vesz az AMPK szabalyozasaban. Az
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AMP az AMPK-hoz kotédve: (1) allosztérikusan aktivalja az AMPK-t; (2)
az AMPK-AMP jobb szubsztratja az AMPKK-nak, mint AMPK; (3) gatolja
az AMPK defoszforilacidjat és inaktivacidjat (Hardie és mtsai, 1998).

2. 3. 3. Az AMPK szubsztratjai

Az AMPK szubsztratjai elsésorban a metabolikus folyamatokban
aktivalodik, és a lebontd folyamatok kulcsenzimeit aktivalja, mig a felépitd
folyamatok enzimeit foszforilacid altal inaktivalja. A HMG-KoA reduktaz
volt az egyik elsé enzim, amit az AMPK szubsztratjaként azonositottak.
HMG-KoA reduktaz az izoprén és koleszterol bioszintézis kulcsenzime,
katalizalja a B-hidroxi-f-metil-glutaril-KoA — mevalonsav atalakulast. Az
AMPK a patkany HMG-KoA reduktaz fehérje 871. szerin aminosavanak
foszforilalasaval inaktivalja az enzimet, igy az energiaigényes koleszterol
bioszintézist leallitja (Clark és Hardie, 1990) (2. 4. abra).

Az ACC-az a zsirsavszintézis kulcsenzime, a sejtekben az ATP
szint csokkenése kovetkeztében inaktivalodik. Az AMPK o, az ACC-az
(879, S1200, és S1215) képes forszforilalni. Azonban az emldssejtekben
expresszaltatott mutans ACC-az, amelyben a 79. pozicidban 1évé szerint
alaninra cserélték (S79A), nem inaktivalodik, ezért feltehetéleg a S79 az
AMPK elsédleges célpontja a fehérjén (Munday és mtsai, 1988 és Davies €s
mtsai, 1990).

Az AMPK in vitro foszforildlja a szénhidrat tartalékképzésben
aminosavat. A S7 foszforilacidja elésegiti az S10 kazein-kinaz-1 altali
foszforilaciojat, ami az enzim aktivitdsanak nagymértékii csokkenését
eredményezi (Zhang és mtsai, 1993) (2. 4. abra).

Az AMPK a metabolikus enzimek poszt-transzlaciés modositasa
mellett a génexpresszio szabalyozasaban is részt vesz.

Az AMPK konstitutivan aktiv és dominans negativ véaltozatait
fejeztették ki és AICA ribozid (szintetikus 5’-AMP analdg) hatasara
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bekovetkezd génexpresszios valtozasokat talaltak patkany majszovetben. Az
AICA ribozid aktivalta az AMPK-t, aminek hatasdra a zsirsav
bioszintézisben résztvevo gének (ACC-az, zsirsav szintdz) és a glikolizisben
résztvevd piruvat kinaz transzkripcios szintje jelentés mértékben csokkent
(Woods és mtsai, 2000).

2. 4. A novényi SNF1 kinazok

Az els6é novényi SNF1 kindzt Alderson és mtsai (1991) izolaltak
rozs endospermium cDNS konyvtarbol. Az RKIN1 c¢DNS atlal kodolt
fehérje 48%-0s homologiat mutatott az élesztd SNF1-gyel. Az RKINI1-hez
aminosav szinten magas homologiat mutaté SNF1 kindzokat kodold cDNS-
eseket és genomi klonokat izolaltak Arabidopsis thaliana-bol (AKIN10,
ATSKIN1), arpabol (BKIN1, BKIN12), dohanybol (NPKSY), cukorrépabdl
(SBKIN154), rizsbdl, (RSK1, RSKS5), és burgonyabdl (PKIN1) is (Halford
¢s Hardie, 1998). A ndvényi SNF1 kinazok szerkezete hasonlit az élesztd
SNF1 és az emlés AMPK kinazokra, a 11 szubdoménbdl allo katalitikus
domén a fehérje N-terminalisan, a regulaldo domén a C-terminalison
helyezkedik el. A novényi és az ¢€leszté SNF1 kinazokra a szekvencia
homologia mellet funkciondlis hasonlosag is jellemzd: a rozs RKIN1 és a
dohany NPK5 cDNS-ek is komplementaltak az sufl ¢€lesztomutanst
(Alderson és mtsai 1991; Muranaka és mtsai 1994).

2. 4. 1. A novényi SNF1 kinazok szubsztratjai

A ndvényi SNF1 kinazok molekularis biologiai analizisével
parhuzamosan végezték az SNF1 proteinek biokémiai jellemzését is. Az
emlés AMPK aktivitast méré un. SAMS peptid foszforilacios vizsgalatot
(Davies és mtsai, 1990) sikeresen hasznaltdk a novényi SNF1 kinazok
aktivitaisanak mérésére. Az emlés AMPK és a ndvényi SNF1 kinazok
szubsztratspecifitisa nagyon hasonlé (Hardie és Carling 1997). Ezért
legel6szor az emlds rendszerben mar jol jellemzett HMG-KoA reduktaz
szabalyozasat vizsgaltak meg a ndvényekben.
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Mackintosh és mtsai (1992) vizsgalataik soran megallapitottak,
hogy a karfiolbdl szarmazé HMG-KoA reduktazt egy kb. 58 kDa nagysagu
fehérje foszforilacio altal inaktivalja. Az AMPK-hoz és az ¢éleszté SNF1
kinazhoz hasonldan a karfiol HMG-KoA reduktaz kinaz is egy protein kinaz
kaszkad tagja. A végs6é bizonyitékot, hogy a HMG-KoA reduktaz kinaz a
novényi SNF1 kinazok csaladjaba tartozik az a kisérlet szolgaltatta,
amelyben a HMG-KoA reduktaz kindzt a rozs RKINI fehérje elleni
ellenanyag felismerte.

Burgonyaban az un. antiszenz technikaval gatoltdk a PKIN1 nevii
SNF1 kindz mikodését és a transzgénikus ndvények gumojaban a
szénhidrat lebontasaban és a keményitd bioszintézisében résztvevo enzimek
aktivitasat mérték. A szachar6z indukalhaté szachardz-szintaz (SUSY1)
aktivitasa jelentds mértékben alacsonyabb volt a transzgénikus
névényekben, mint a vad tipusi burgonyaban. A PKIN1, az élesztd6 SNF1-
hez hasonldéan, valdszinlileg transzkripciés szinten szabalyozza a
génexpressziot, hiszen a PKIN1 antiszenz novények gumojaban nem tudtak
kimutatni SUSY1 transzkriptumot (Purcell és mtsai, 1998).

A novényi SNF1 kinazok az éleszté SNF1 és az emlés AMPK
kindzokhoz hasonléan poszt-transzlacios ¢és transzkripcionalis szintl
szabalyozasaban is részt vesznek.

2. 4. 2. A novényi SNF1 kinazok szabalyozasa

Mivel az éleszté SNF1 kinaz fontos szerepet jatszik a szénhidrat
metabolizmus szabalyozasaban, ezért hasonlé funkciot tulajdonitanak neki a
novényekben is. Ezt a feltételezést tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy
Arabidopsis thalinana-bol szarmazo PRL1 (Pleiotrop Regulatory Locus)
fehérje erésen kotddik az Arabidopsis AKIN10 és az élesztd SNF1 kindz
regulalé doménjehez az élesztd két-hibrid rendszerben. Az AKIN10-PRLI1
fehérje-fehérje interakcio az élesztd két-hibrid rendszerben gliikkéz de-
represszald koriilmények kozott sokkal erdsebb, és a PRL1 fehérje az
AKINI10 foszforilalodasat (aktivalodasat) gatolja in vitro, ezért negativ
regulalo szerepet tulajdonitanak neki (Bhalerao és mtsai, 1999).
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3. ANYAG ES MODSZER
3. 1. Baktérium és éleszto torzsek

o Escherichia coli DH50, F’- deoR recAl endAl hsdR17(rk-,mk+)
supE44 1- thi-1 gyrA96 relAl ALacZYA-orgF

e FEscherichia coli XL1-Blue MRF' (Stratagene) A(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’
proAB lacl'ZAM15 Tnl0 (Tet")]

e FEscherichia coli BL21 (Novagen) B F~ dem ompT hsdS(rg- mg-) gal

e FEscherichia coli BL21 (DE3) (Novagen) B F* dem ompT hsdS(rg- mg-)
gal M( DE3)

o Saccharomyces cerevisiae YRG-2 (Stratagene) Matow ura3-52 his3-200
ade2-101 Ilys2-801 trpl-901 leu2-3 112 gal4-542 gal80-538
LYS2::UASGALI-TATA GarLi-HIS3 URA3::UASGAL4 17mers3)-TATAcyci-
lacZ

o Saccharomyces cerevisiae Y190 Matow wura3-52 his3-200 ade2-101
lys2-801 trpl-901 leu2-3 112 gal4A gal80A4 LYS2::UASgarL-TATA
ms3-HIS3 URA3::UASGAL4 17mersx3)-LacZ

3. 2. Novényi anyagok

Kisérleteink soran Solanum tuberosum cv. Keszthelyi 855 vonalat
hasznaltuk.

3. 3. Molekularis biologiai technikak

A molekularis biologiai modszerek koziil a plazmid izolalast, az
agaroz gélelektroforézist, a restrikcidos endonukledzzal torténd emésztést €s
a molekularis klonozast Sambrook és mtsai (1989) alapjan végeztiik. A
polimeraz lancreakciot (PCR) 50 ul-es térfogatban, 1xPCR pufferben (50
mM TRIS pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM MgCl,,), 200-200 uM dATP,
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dCTP, dTTP, dGTP és 20-50 pM primer jelenlétében, 2,5 egység Taq
polimerazzal végeztiik.

3. 4. A dolgozat elkészitése soran hasznalt oligonukleotid indito

szekvenciak (primerek)

SNFA

SNFS
SNF1BAL

SNF1JOBB
GALT
GALK
Gal4AD

5'-TTC CCA GCA G/AAA TT/AA TC/AT CTG G/CTG T-
3

5'-AGC ATT/C CTT GG/AG ATC AG/AA TC-3'

5-GGG AAT TCA TGG ACG GAA CAG CAG TGC
AAG-3'

5'-TCA AAG TAC GCG AAG CTG AGC A-3'

5'-GAC CAT CAA GTC AGC CGA AG-3

5'-AGG TCA GAG CGT GGT GAT CT-3'

5'-TTC GAT GAT GAA GAT ACC-3'

3. 5. Plazmidok és plazmid konstrukciok

pBluescript (SK+) (Stratagene)

pGEX 2T
pVA-1

pTDI-1
pLL31

pGAL4DBD
pGAL4AD

pLL32

(Pharmacia)

(Clontech) Az egér p53 fehérjét kodold cDNS a pGBT-
7 vektorba klonozva Clontech pozitiv kontrol csali
plazmid)

Az SV40 virus nagy T antigénje a pGAD424 vektorba

kloénozva (Clontech pozitiv kontrol préda plazmid)
StubSNF1,.5;, pBluescript (SK+)-ban EcoRI-EcoRV
helyen

(Stratagene) az ¢éleszt6 két-hibrid rendszer csali vektora
(Stratagene) az ¢éleszté két-hibrid rendszer préda
vektora

StubSNF1 a pGAL4DBD-ben EcoRI-Smal helyen
(pDBD-StubSNF1)
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pLL33

pLL34

pLL35

pLL36

pLL38

pLL39

pLL40

pLL42
pLL44

ySNF4

StubGAL834.59 2 pGAL4AD-ben EcoRI-Xhol helyen
(pAD-StubGALS3)

AStubGAL83 74280 a pGAL4AD-ben EcoRI-Xhol
helyen (pAD-AStubGALS3)

StubSNF1,.5;, pGAL4AD-ben FEcoRI-Xbal helyen
(pAD-StubSNF1)

StubGAL834.,59 pGAL4DBD-ben EcoRI-Xhol helyen
(pDBD-StubGALS3)

StubSNF1,35 pGAL4AD-ben. A pLL32 plazmid
EcoRI-Ncol/feltoltve inszertjét a pGAL4AD vektor
EcoRI-Smal helyére klonozva (pAD-StubSNF1KD)
StubSNF 136351 pGAL4AD-ben. A pLL32 plazmid
Ncol/feltdltve- Xbal inszertje a pGAL4AD vektor
EcoRl/feltoltve-Xbal ~ helyére  klonozva  (pAD-
StubSNF1KD)

a StubGAL834.,59 cDNS 5° végét reprezentalo RACE-
PCR termék pBluescript (SK+) EcoRV helyére
klénozva

GST-StubSNF1,.5, pGEX2T-ben Bamhl-Smal helyére
klonozva

TRX-StubGAL83,5,50 pET32at-ban  BamHI-Xhol
helyére klonozva

Az éleszté SNF4 fehérje fuzios fehérjét képez a GAL4
aktivacioés doménnel (Fields és Song, 1989)

3. 6. Novényi RNS és genomikus DNS izolalasi technikak

A ndvényi RNS-t Stiekema és mtsai (1988) nyoman izolaltuk. A

novényi szoveteket jégen tartott dorzscsészében, 500 ul kivonod pufferrel
(0,2 M Na-acetat pH 5.2, 1% SDS, 10 mM EDTA) homogenizaltuk, majd

srcr

oldatban csaptuk ki. Alkoholos mosast kdvetden a steril vizben visszaoldott

RNS-t formaldehid-agaréz gélen valasztottuk el (Sambrook és mtsai, 1989).
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A novényi genomikus DNS izolalast Shure és mtsai (1988) altal
hasznalt modszer alapjan végeztik. 200-250 mg szovetet folyékony
nitrogénben eldorzsoltiink, majd 700 pl izolalé pufferrel (0,3 M NaCl, 50
mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM EDTA, 2% szarkozil, 0,5% SDS, 5 M urea,
20 mM Na,S,0s5) elkevertiik. Fenol-kloroformos extrakcio utan a
nukleinsavakat 0,7 térfogat izopropanollal csaptuk ki, majd somentesitést
kovetden RNaz A-t tartalmaz6é 1 x TE pufferben oldottuk vissza. 10 pg
DNS-t emésztettiink a megfeleld enzimekkel. A nukleinsavak elvalasztasa
¢s filterre rogzitése Sambrook és mtsai (1989) alapjan tortént.

3. 7. Nukleinsav jelzési technikak

Hibridizacidhoz  probanak  agaroz  gélbdl  izolalt DNS
fragmentumokat hasznaltunk. A jeldlést radioaktiv o-P*> dCTP jelenlétében
a random primer technikaval végeztiikk Feinberg ¢és Vogelstein modszere
alapjan (1983).

3. 8. Northern és Southern hibridizacio

A nukleinsavak (RNS, DNS) méretszerinti elvalasztasat és
blottolasat Sambrook ¢€s mtsai (1989) alapjan végeztiik. A Northern
hibridizaciohoz a membranokat (Hybond N+, Amersham-Pharmacia)
Church pufferben hibridizaltuk (Churh és Gilbert, 1984). A Southern
hibridizaciot 65 °C -on végeztiik (50 mM Tris pH 7,5, 1 M NacCl, 1% SDS,
10% dextran-szulfat) egy éjszakan at. A membranokat el6szor desztillalt
vizben 2 percig, majd 2xSSC, 1% SDS-t tartalmazo6 oldatban 30 percig 65
°C-on mostuk.

3. 9. Plakk hibridizacio
A cDNS klontar (Banfalvi és mtsai, 1996) rekombinans
bakteriofagjait Sambrook ¢és mtsai (1989) modszere alapjan szaporitottuk.

Osszesen 150 000 fagot szélesztettink ki harom 17 cm Aatmérdji
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petricsészére. A rekombinans bakteriofagokat Hybond N+ (Amersham-
Pharmacia) filterre blottoltuk. A filtereket a gyartd utasitasait kovetve
hibridizaltuk és mostuk. A pozitiv jelet add plakkok kozelében 1évo fagokat
izolaltuk, ujra szélesztettiik, blottoltuk és hibridizaltuk, addig, amig pozitiv
klont egyedi plakként sikeriilt izolalni.

3. 10. cDNS-ek 5-vessz6 és 3-vessz6 végének izolalasa RACE PCR-rel

A StubGALS83 cDNS 5' végének PCR-rel torténd izolalasahoz
templatként az eredeti plazmid formaban 1évé két-hibrid cDNS klontarat
hasznaltuk. Az els6 PCR reakcié soran a GALT (168-187 pozicio a teljes
hossztsagi cDNS-en), a masodik PCR soran a GALK (139-158 pozicio)
génspecifikus primert hasznaltuk. Nem specifikus primerként a Gal4AD
primert tettiink a reakciokba. A leghosszabb PCR termékeket pBluescript
(SK+) plazmidba klénoztuk és nukleotidsorrendjiiket meghataroztuk.

3. 11. Eleszt6 transzformacié

Az ¢leszt transzformalashoz Schiestl és Gietz (1989) modszerét
hasznaltuk. Egy élesztotelepet 50 ml leucinnal (70 mg/1) és hisztidinnel (35
mg/l) kiegészitett SC (4,0 g/l Difco Yeast Nitrogen Base 4,0 g/l 12,0 g/l
glucose 0.,50 g/1 szintetikus komplett ,,drop out” mix) minimal taplevesbe
oltottuk, és egy ¢éjszakan at 30 °C-on 120 rpm-mel razattuk. Ezzel a
sejttomeggel inokulaltunk 300 ml leucinnal és hisztidinnel kiegészitett SC
minimal taplevest gy, hogy a tenyészet optikai denzitdsa (OD) 0,1-0,2
kozott volt. A kultarat OD=0,8-ig tenyésztettiik, 300 rpm-mel centrifugaltuk
majd a sejteket steril desztillalt vizzel mostuk, és Gjra centrifugaltuk. Az
élesztd pelletre 20ml transzformacios mixet (50% PEG MW3300, 100mM
LiAc, 2mg/ml hével denaturalt heringsperma DNS, 100 TJg cDNS konyvtar
DNS-t adtunk. Elészor 30 °C-on 30 percig, majd 42 °C-on 20 percig
inkubaltuk. Az élesztosejteket centrifugalassal tilepitettiik a transzformacios
mixbdl, steril desztillalt vizben felszuszpendaltuk és a megfeleld szelektiv
taptalajra kiszélesztettiik.
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3. 12. Eleszté két-hibrid rendszerrel végzett kisérletek

Munkénk sordn a Stratagene GAL4 éleszt6 két-hibrid rendszerével
dolgoztunk.

El6szor a csali plazmiddal transzformaltuk az élesztét, amely ezaltal
triptofan prototroffa valt. Az igy kialakitott élesztd torzsbe juttattuk be egy
ismételt transzformacidéval a pAD-GAL4 vektorban 1év6 levél borszovet
cDNS klontarat (préda plazmidok) (Ehrhardt és mtsai, 1996). Négy-hat nap
inkubalas utan a hisztidin jelenléte nélkiil ndvekedni képes koloniakat
izolaltuk. A hisztidint novekedésiikh6z nem igénylé koloniak [3-
galaktozidaz aktivitasat Jiang és Carlson (1996) altal hasznalt un. "filter lift"
méréssel vizsgaltuk. A vizsgalandd éleszté koloniat kikentik egy
hisztidinnel kiegészitett SC minimal taptalajt tartalmazo6 petricsészére, amire
el6zdleg nylon membrant helyeztiink, majd 30 °C-on egy ¢&jszakan at
novesztettiik. Az élesztd telepeket tartalmazd membrant 10 masodpercre
folyékony nitrogénbe meritettiik. A felengedett membrant ezutan 0,3 mg/ml
X-gal-t tartalmazo6 LacZ pufferrel (60 mM Na2HPOy,., 40 mM NaH2PO,, 10
mM KCl, 1 mM MgSO,, 50 mM 2-merkaptoetanol, pH 7.0) atitatott
Whatmann papirra helyeztik. A B-galaktozidaz aktivitas kvantifikalasahoz
Miller (1972) mddszerét hasznaltuk. A folyékony taplevesbe oltott ¢lesztd
koloniakat 30 oran at 30 °C-on tenyésztettiik, majd megmértiik az OD-t. 100
ul tenyészethez 800 ul LacZ puffert és 1 csepp kloroformot adtunk. Ezutan
160 ul ONPG oldatot (4 mg/ml ONPG LacZ pufferben oldva) mértiink bele,
és mértiikk az eltelt id6t. Amikor a minta szine sargava kezdett valni, a
reakciot 400 ul 1 M Na,CO; leallitottuk ¢és lecentrifugaltuk. A feliiluszo
optikai denzitasat 420 és 550 nm-en megmértiik. A B-galaktozidaz aktivitast
a kovetkezo képlet segitségével szamoltuk ki:

U= 1000x[(0D420)-(1.75x0D550)]/[(eltelt idd percben)x(térfogat cm’-ben)
x OD600]

A B-galaktozidaz aktivitast mutato éleszt6koloniakat folyékony tapoldatban

elszaporitottuk, majd DNS-t izolaltunk. Az izolalt DNS-sel E. coli DH5a
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torzset transzformaltunk, €s ampicillinre szelektalva megkaptuk a protein-
protein interakcioban résztvevd préda cDNS-ek plazmidjat hordozo sejteket.

3. 13. Bakterialis fizios fehérje termeltetés és fehérje-fehérje kotés
vizsgalata in vitro

A teljes fehérje kivonatot a kovetkezOképpen készitettiik. 1-1 ml
baktérium kulturat lecentrifugaltunk és a pelletet 2xLaemmli pufferben
feloldottuk. Ot percig forraltuk, majd a DNS-t centrifugéldssal
eltavolitottuk.

A fuzios fehérjék termeltetését és az in vitro fehérje-fehérje kotés
vizsgalatat Jiang és Carlson (1996) modszerei alapjan végeztik el a
kovetkezé modositasokkal:

(1) az indukalt baktérium kultarabol szarmazé baktérium pelletet jéghideg
ST pufferben (30 mM Tris pH 8,0, 120 mM NaCl, 100 pug/ml lizozim)
szuszpendaltuk fel.

(2) a TRX fuzioés fehérjéket 300 mM imidazollal kiegészitett ST pufterrel,
kiegészitve elualtuk.

(3) a fuzioés fehérjéket az S-Tag Western blot kit (Novagen) segitségével
mutattuk ki.

3. 14. Nukleotidsorrend meghatarozas és elemzés

A klénozott DNS fragmentumok nukleotid sorrendjét didezoxi
lancterminacios modszerrel hataroztuk meg (Sanger €s mtsai, 1977).

3. 15. Szamitogépes programok
A dolgozat elkészitéséhez a Wisconsin GCG programcsomag

BLAST, BLASTX, PILEUP, BOXSHADE programjait hasznaltuk
(Devereux és mtsai, 1984).
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4. EREDMENYEK
4. 1. SNF1 kinaz cDNS izolalasa és jellemzése Solanum tuberosum-bol
4. 1. 1. SNF1 kinaz cDNS izolalasa burgonyagumobél

Olyan faktorok izolalasat és jellemzését tiiztiik ki célul, amelyek
feltehetéen részt vesznek a burgonya gumofejlédésének és a tartalék
keményité képzésének jelatviteli utvonalaban. Munkank kezdetekor nem
allt rendelkezésre éleszté SNF1 kindaz génjéhez homolog szekvencia
Solanum tuberosum-bol. Mivel mas magasabbrendii novényekbdl mar irtak
le SNF1 géneket, ezért megkiséreltiik a burgonya SNF1 kindz izolalasat
homoldgia alapjan polimeraz lancreakcioval.

Aminosav szintli szekvencia Osszehasonlitasbol megallapitottuk,
hogy az eddig ismert novényi SNF1 kindzok 70-85%-0s homoldgiat
mutatnak egymashoz. Tovabba a homologia sokkal magasabb (80-95%) a
kindz katalitikus doménjén beliil. A dohadny NPKS, a rozs RKINI, az
Arabidopsis thaliana ATKIN1 és az arpa BKIN1, BKIN12 szekvenciak
Osszehasonlitdsa alapjan degeneralt oligonukleotid inditészekvencidkat
(primereket) terveztiink (SNFS, SNFA) a novényi SNF1 kinazok katalitikus
doménjének III. és VIII. szubdoménjére. A PCR-t standard koriilmények
kozott végeztiik, és templatként a S. fuberosum 06t napos indukalt sztdlo
RNS-bol késziilt ¢cDNS konyvtar (Banfalvi és mtsai, 1996) DNS-ét
hasznaltuk. A kb. 400 bazispar hosszii PCR terméket pBluescript (SK+)
plazmid (4. 1. abra) vektorba klonoztuk. A fiiggetlen klonokat reprezentalod
baktérium telepekbdl plazmid DNS-t izolaltunk majd meghataroztuk a
fragmentek nukleinsav sorrendjét, és Osszehasonlitottuk az ismert névényi
SNF1 kinazok nukleotid szekvencidival. A szekvencia Osszehasonlitas
alapjan megallapitottuk, hogy kétféle cDNS-t izolaltunk. A két csoportot
reprezentaldo LL20 és LL21-nek nevezett részleges cDNS klonokat
analizaltuk tovabb. A pLL20 plazmid altal hordozott cDNS darab 388
bazispar hosszusagiinak bizonyult, és 88%-0s homologiat mutatott a dohany
NPK5 SNF1 kinazzal, mig a 388 bazisparos LL21 cDNS 99%-os
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hasonldsagot mutatott a munkank elvégzésével egy idében kozolt PKIN1-
nek nevezett (Man és mtsai, 1997) Solanum tuberosum SNF1 kinaz
megfeleld részeivel.

4. 1. abra Parcialis SNF1 ¢cDNS-ek izolalasa PCR-rel S. tuberosum gumo
c¢DNS bankbdl.

1. csatorna: HindllIl restrikcidés endonukledzzal emésztett A fag DNS, a
fragmentek méretét kilobazisban (kb) adtuk meg. 2. csatorna: PCR-rel
felszaporitott részleges SNF1 cDNS-ek.

Az LL20 és az LL21 részleges cDNS-ek nukleotid sorrendjét a GAP
programmal Osszehasonlitottuk és megallapitottuk, hogy a két cDNS 81%-
os homolégiat mutat egymashoz (4. 2. abra). A szekvencia
Osszehasonlitasok eredménye alapjan az LL20 részleges cDNS-t
valasztottuk tovabbi kisérleteink targyaul.

4. 1. 2. Az LL20-nak megfelel6 teljes hosszlisagti cDNS izolalasa
Az LL20 részleges cDNS-nek megfeleld teljes hossztisagu ¢cDNS klont a S.
tuberosum indukalt szt6l6 RNS-bdl készitett cDNS konyvtarbol (Banfalvi és

mtsai, 1996) izolaltuk plakk hibridizacio segitségével. A cDNS konyvtar
200000 plakkjat vizsgaltuk meg a radioaktivan jelolt LL20 ¢DNS-sel és
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négy egyedi fagklont izolaltunk. A A fagklonokbol a pBluescript részt és a
cDNS-t in vivo helper fag segitségével plazmiddd konvertaltuk, majd
meghataroztuk a cDNS-ek 5’-végének nukleotid sorrend;jét.

LL20 1 ttcagcagataatttctggtgtggagtactgccat at aaacatggtggtt 50

CEEEEEEEE tee tererrrerereeeereeeerve veeeeeen
LL21 1 ttcagcagattattgctggtgtggagtactgccat aagaat at ggtggtt 50

51 cat agagaccttaagcct gaaaacct ccttct ggact ccaaat ggaat gt 100

O e O O O B RN
51 catcgggaccttaagcct gagaat ctgcttttggat gcaagacgcaatgt 100

101 gaagat cgcagattttggtttgagcaat at catgcgcgatggtcattttc 150

CEEEE TERErre et ter teee teeere e teeer terrns
101 aaagat agcagattttggcttgggcaacat cat gcgagatggccattttc 150

151 tgaagacaagtt gcggaagcccaaact at gct gccccagaggttatatca 200

CECEEEE teeer teere eeeer teeer et eeeeer 11
151 tgaagact agtt gt ggaagt ccaaatt at gcagct cct gaggttgtctct 200

201 ggtaaattgtatgctggccct gaggt agat gt at ggagct gt ggt gttat 250

CEEEE E Perreeer teererreeeee e veeer veeer teee
201 gggaaact at at gct ggt cct gaggt agat gttt ggagtt gt ggcgttat 250

251 tctttatgctcttctctgtggcacccttccatttgacgat gaaaacatac 300

FEEEEEErreee ceeee ve teeee ve ve ve veeer e
251 cttatatgctcttctttgtggtacacttcctttcgatgacgaaaatatac 300

301 ccaatctttttaagaaaat aaagggt ggat atattactctgcccagccat 350
FEEETEEEE TEEEEEE et et FETE T 1

301 ccaaccttttcaagaaaat aaagagt ggagt ct acacccttccaagtcat 350

351 ttatcagctggtgcgagggatttgattccaaggat gct 388

et Perree e rer ey
346 ctgtcacctttagctagggatttgataccaaggat gct 388

4. 2. dbra Az LL20 és az LL21 parcialis cDNS-ek szekvencidinak dsszehasonlitasa.

A két cDNS nukleotid sorrendje 80%-os homologiat mutat egymashoz. Az
Osszehasonlitast a GAP programmal végeztiik el.

A kapott szekvencia adatok alapjan egyetlen cDNS klon bizonyult teljes
hosszasaginak, amit StubSNF1-nek neveztiink el. Az StubSNF1 cDNS
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klont szubklonoztuk, a szubklonok nukleotid sorrendjét meghataroztuk,
majd Osszeallitottuk a StubSNF1 c¢DNS klon teljes nukleotid szekvenciajat
¢s a belble szarmaztatott fehérje aminosav sorrendjét (4. 3. abra) (Lakatos €s
Banfalvi, 1997).

1 MDGTAVQGTSSVDSFLRNYKLGKT IL 50
51 NRRKI RNVDVEEKVSREI KI LRLFMHGHI SRLYEVI ETPSDI YWNMEYVK 100
101 SGELFDYI VEKGRLQEDEARNFFQQ | SGVEYCHI NWVHRDLKPENLLL 150
151 DSKWNVKI ADFGLSNI MRDGHFLKTSCGSPNYAAPEVI SGKLYAGPEVDV 200
201 WSCGVI LYALLCGTLPFDDENI PNLFKKI KGGYI TLPSHLSAGARDLI PR 250
251 M.I VDPMKRMI| PEI RLHPWFQAHL PRYL AVPPPDTMQQAK 300
301 NRHRVSTGYLGAEFQESM 350
351 EYGYNRI NSNEPLLPCWORFPG MDYQQAGARQFPI ERKWALGLQSRAHP 400
401 RElI MTEVLKALQEL NVCVKKI GQYNVKCRW/PSVPCGHHEGMGYNSMHGNQ 450
451 FFGDDSSI | ENDGDTKLTNVVKFEVQL YQTREEKYLLDLQDQGSQFLFLD 500
501 LCAAFLAQLRVL 512

4. 3. dbra A StubSNF1 fehérje aminosav sorrendje

Az ATP koté helyet (25-48. aminosav) sargaval, a sejtmag lokalizacids szignalt
(53-70. aminosav) lilaval, az UBA domént (292-332. aminosav) zdlddel, az AMPK
T210-nak megfelelé T175-6t pirossal jeldltiik.

4. 1. 3. Az StubSNF1 ¢DNS Kklon szekvencia analizise

A teljes hosszusdgi StubSNF1 c¢DNS 1950 bazisparbol all. A
leghosszabb nyitott leolvasasi keret (ORF) egy 512 aminosav hosszsagu
proteint kodol. A ¢cDNS 5° végén 197 bp-os, 3° végén 215 bp-os nem-
transzlalodd régié talalhaté. Az 512 aminosav hosszisagu fehérje N-
terminalisan talalhaté a 262 aminosavbol allo, 11 szubdomént tartalmazd
protein kinaz katalitikus domén (Hanks ¢s Hunter, 1995). A katalitikus
domén feltételezett ATP-kotd helye a 25-48. pozicid kozott helyezkedik el,
amely a kinaz katalitikus aktivitdsaban valosziniileg fontos szerepet jatszik.
Az NPKS5 kinaz ATP-koto helyében talalhatd konzervativ lizin aminosav
cseréje alaninra ugyanis katalitikus aktivitassal egyaltalan nem rendelkezd
fehérjét eredményezett (Muranaka és mtsai, 1994). A StubSNF1 fehérje 53.
¢s 70. aminosava kozott a két részbol allo sejtmag-lokalizacids szignal
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sejtmagban.

Kozvetleniil a katalitikus domén utan a fehérje C-terminalisa felé az
un. ubiquitin asszocialt domén (UBA domén) talalhat6 (292-332 aminosav).
Az UBA domén egy kb. 40 aminosavbol allo, és megtalalhatod olyan szamos
fehérjében, amelyek bizonyitottan az ubiquitin uton degradalodnak
(Hofmann és Bucher, 1996) (4. 3. abra). Az StubSNF1 kindz mellett az
Arabidopsis thaliana AKIN10, a dohany NPKS5 ¢és az élesztdo SNF1 kinaz is
tartalmazza az UBA domént (Hofmann és Bucher, 1996).

A StubSNF1 proteint a BLAST (Basic Local Sequence Alignment
Tool) szamitdégépes program segitségével Osszehasonlitottuk a Genbank
adatbazisban talalhaté protein szekvencidkkal. A StubSNF1 protein a
legmagasabb homologiat (89% azonossag, 92% hasonlésag) a dohany
NPKS5 protein kinazhoz (Muranaka és mtsai, 1994) mutatta. A
burgonyagumébol izolalt PKIN1 kinaznak a StubSNF1-gyel valo
Osszehasonlitdsa soran joval alacsonyabb, 68% azonossagot ¢és 73%
homologiat kaptunk aminosav szinten. Az StubSNF1 és a szintén
burgonyabdl izolalt PKIN1 kozotti nem til magas homologia valdsziniileg
azt jelenti, hogy a két SNF1 kindz kiilonb6z0 szignal transzdukcids utakban
vesz részt.

4. 2. A StubSNF1 kinazzal egyiittmiikodé StubGALS83 cDNS izolalasa
éleszto két-hibrid rendszerrel

A sejtekben végbemend biokémiai folyamatokban meghatarozo
szerepet toltenek be a fehérje-fehérje kolcsonhatasok. Egy fehérje
funkcigjanak megismeréséhez sok fontos adatot szolgaltat a vele
kolcsonhatasban 1évo (egyiittmiikodd) fehérjék izoldlasa €s analizise. Az
¢lesztd két-hibrid rendszer egy viszonylag Uj modszer, amely in vivo
korlilmények kozott teszi lehetové a protein-protein kolesdnhatasok
tanulmanyozasat. A két-hibrid rendszer egyik leggyakrabban hasznalt
alkalmazasi teriilete egy ismert fehérjével kdlcsonhatasban 1évo partner(ek)
azonositasa.
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Mivel munkank kezdetekor egyetlen novényi SNF1 kindzzal
egylittm(ikodd fehérje sem volt ismert, az élesztd két-hibrid rendszerrel
megkiséreltiik a StubSNF1 protein kindzzal kélcsonhato fehérjék izolalasat.
A két-hibrid sziirés folyamata négy 1épésbdl all:

(1) a csali plazmid konstrukcié elkészitése és riporter torzsbe valo
bejuttatasa és ellendrzése;

(2) a préda cDNS-eket hordozd6 cDNS konyvtar bejuttatdsa a csali
plazmidot tartalmazé riporter tdrzsbe, majd a feltételezett interaktorok
izolalasa;

(3) a protein-protein interakcid specifikussaganak bizonyitasa a két-hibrid
rendszerben;

(4) a protein-protein interakcid bizonyitasa mas modszer segitségével (pl. in
vitro fehérje-fehérje kotés vizsgalattal).

4.2.1. A pDBD-StubSNF1 csali konstrukcio 1étrehozasa és ellendrzése

A StubSNF1 cDNS klon 512 aminosavat kodolo teljes nyitott
leolvasasi keretének megfeleld DNS szakaszt PCR-rel felszaporitottuk. A
PCR-hez hasznalt SNF1BAL, a StubSNF1 ORF 5’-végéhez tapadd primer,
egy EcoRlI restrikcios hasitohelyet is tartalmazott ugy, hogy az EcoRI hely
altal kodolt E és F aminosavak azonos leolvasasi keretbe keriiljenek a
StubSNF1 protein kdédolo régidjaval. A PCR terméket EcoRI restrikcios
enzimmel emésztettiik, majd EcoRI-EcoRV helyre a pBluscript plazmidba
klonoztuk (pLL31) ¢és meghataroztuk teljes nukleotidsorrendjét. A
StubSNF1 ORF-et a pLL31 plazmidbol EcoRIl ¢és Hindlll enzimekkel
kivagtuk, majd a Hindlll talnytlé véget feltoltottik, és a pGAL4DBD
vektor (csali plazmid) EcoRI-Smal helyeire klonoztuk. fgy létrehoztuk a
pLL32-nek nevezett, GAL4 DNS-k6t0 domén StubSNF1 fuzids proteint
termeld konstrukciét (pDBD-StubSNF1). A pDBD-StubSNF1 plazmid altal
termelt fuzids protein N-termindlisan a GAL4 DNS koté domén talalhato.
Ha a csali vektor altal kodolt fehérje 6nmagaban is képes transzkripcios
aktivatorként miikodni, és igy a riportergének (HIS3, LacZ) transzkripcidjat
inicialni, akkor a flzids fehérje élesztd két-hibrid rendszerben nem
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hasznalhat6. Ezért megvizsgaltuk a pDBD-StubSNF1 plazmidot hordozo
¢leszt6torzs ndovekedését hisztidin jelenlétében és hisztidint nem tartalmazo
taptalajon is. Az élesztotorzs csak a hisztidinnel kiegészitett taptalajon
novekedett €s a kolonidk nem mutattak LacZ aktivitast sem. Ezzel szemben
a pozitiv kontrolként hasznalt élesztotorzs, ami az SV40 T-antigént €és az
egér pS3 ¢cDNS-t hordozta a megfelel csali és préda vektorokba kldénozva,
képes volt hisztidin jelenléte nélkiil ndvekedni, és jelentds LacZ aktivitast
mutatott. Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a pDBD-StubSNF1
konstrukcié Onmagaban nem képes egyediil transzkripcids aktivatorként
mikddni ezért a két-hibrid rendszerben csali fehérjeként hasznalhato. (4. 4.
abra). Ezutan a pDBD-StubSNF1 plazmidot a YRG-2 ¢élesztotorzsbe
transzformaltuk.

PE3EVAD T intigén

pDBI-SHbSNFI-pAD-GALY 08

pS3-pAD-GALA pOBIMGALA-SvA0 T antigén
B
Csali Préda
pDBD-3tubSNF1 pAD-GATA
p33 SV40 T antigén ——
p53 pAD-GALA

pDED-GALA 5740 T antigén

4. 4. abra A pDBD-StubSNF1 csali konstrukcid ellenérzése az élesztd két-hibrid
rendszerben.
A kiilonbozd csali és préda konstrukciokat a YRG-2 éleszt6torzsbe
jutattuk. A transzformans sejtek novekedését hisztidin mentes
taptalajon teszteltik.(A). A B-galaktozidaz aktivitast az un. “filter lift”
méréssel (Jiang és Carlson, 1996) hataroztuk meg (B).
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4. 2. 2. Az StubSNF1-gyel egyiittmiikodo fehérjék izolalasa két-hibrid
sziirés modszerrel

A pDBD-StubSNF1 csali konstrukciot tartalmazd éleszttorzset a
pADGAL4 vektorban 16v0 Solanum tuberosum levél borszovet RNS-bol
készitett cDNS klontarral (préda plazmidok) (Ehrhardt és mitsai, 1997)
transzformaltuk, és kb. 600 000 transzformanst kaptunk. Négy-hat nap
inkubalas utan 24, hisztidin hianyaban is novekedni képes (HIS ) koldniat
izolaltunk, majd a "filter lift" vizsgalattal megvizsgaltuk a kolonidk
B—galaktozidaz aktivitasat (Jiang és Carlson 1996). A 24 HIS+ koléniabol
nyolc telep bizonyult PB—galaktozidaz pozitivnak. A HIS+, LacZJr
koloniakbol izolalt préda plazmidok inszertjeinek 5’-végeinek nukleotid
sorrendjét meghataroztuk, majd a BLASTX program segitségével
Osszehasonlitottuk a Genbank adatbazisban talalhato adatokkal. Az
Osszehasonlitas eredményét a 4. 1. tablazat mutatja be.

4. 1. tablazat A két-hibrid sziiréssel izolalt cDNS-ek szarmaztatott aminosav
sorrendjéhez legmagasabb homologiat mutatd fehérjék.

c¢DNS klon szama HOMOLOGIA

1 Patkany AMPK komplex P alegysége

2 Ismeretlen

Paradicsom izopropil-malat-
dehidrogenaz

Patkany AMPK komplex P alegysége

Ismeretlen

Ismeretlen

Ismeretlen

0| QAN n| b

Patkany AMPK komplex 3 alegysége
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A szekvencia 0sszehasonlitas alapjan megallapitottuk, hogy a nyolc cDNS
ot kiilonboz6 génterméket reprezentalt. A nyolc klonbdol harom egymassal
atfedd c¢DNS jelentés homoldgiat mutatott a patkdny AMPK
B alegységéhez (Thornton és mtsai, 1998), és az éleszté SIP1/SIP2/GALS3
géncsalad tagjaihoz is (Jiang és Carlson, 1997). Jelen dolgozatban a két-
hibrid sziiréssel izolalt tobbi c¢DNS klonnal a tovabbiakban nem
foglalkozunk, és az 6t szekvenciat a Fiiggelékben mutatjuk be.

Az AMPK B alegységéhez homologiat mutatd c¢DNS-ek
nukleinsav-sorrendjét meghataroztuk. Az 1024 bp hosszu és a két 516 bp
hosszii cDNS megfelelé részei 100%-os homologiat mutattak egymadshoz,
ezért a hosszabb cDNS-t StubGALS83-nak (pLL32), a rovidebb cDNS-t
AStubGALS83-nak (pLL33) neveztiik el.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az élesztd két-hibrid
rendszerrel izolalt StubGALS83 és AStubGAL83 cDNS-ek valoszinileg az
SNF1 protein kindz komplex adaptor alegységének a Solanum tuberosum-
ban talalhatdé homologja (Lakatos és mtsai, 1999)

4. 2. 3. A StubSNF1 és StubGALS83 fehérjék kozotti kolcsonhatas
bizonyitasa a két-hibrid rendszerrel

Az ¢élesztd két-hibrid rendszer szamos eldnye mellett egyetlen
hatranya az, hogy viszonylag sok olyan pozitiv klont eredményez, amelyek
valdjaban nem egyiittmiikod6 partnerei a kérdéses fehérjének. Ezért egy

)

fehérje-fehérje interakcio “valodisagat” minél tobbféleképpen be kell
bizonyitani.

A két-hibrid rendszerben a fehérje-fehérje kdlcsonhatas kialakulasat
nem befolyésolhatja az, hogy egy adott fehérje DNS kotd- vagy aktivacios
domén fuzidés fehérjeként van jelen az élesztében. Az egyiittmiikodés
specifitasat igazolja, ha a kolcsonhato fehérjék forditott szereposztasban is
ugyanolyan hatékonyan egyiittmiikddnek, mint az eredteti csali-préda
rendszerben. Ezért StubSNF1 teljes kodolo régidjat a pAD vektorba, a pAD-
StubGAL83 plazmid &ltal hordozott cDNS-t a pDBD vektorba klonoztuk,

igy létrehoztuk a pLL35 és a pLL36 plazmidokat. A konstrukciokat az
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eredeti teszt-rendszernek megfeleld csali-préda (pDBD-StubSNF1, pAD-
StubGALS3), illetve forditott kombinacioban (pDBD-StubGALS3, pAD-
StubSNF1) ko-transzformacidval ¢élesztobe juttattuk, és

kolesonhatasat a riportergének aktivitasa alapjan detektaltuk.

a fehérjék

B-galaktoz daz
Cali Préda aldtivitds
SubSNF1  StubGALS3 24
StubSNF1  AStubGALS3 35
StbGALSZ  StubSNF1 38
SubSNF1  pAD-GAL4 <1
pDBD-GAL4  StubSNF1 <1
pDBD-GAL4  StubGALS3 <1
StbGALEZ  pAD-GAL4 <1

4. 5. abra A StubSNF1 és StubGALS3 fehérjék egyiittmikddnek az élesztd két-

hibrid rendszerben.

A kiilonb6z6 csali és préda plazmid kombinaciokat bejuttattuk a YRG-2
éleszt6torzsbe; a transzformans sejtek [-galaktozidaz aktivitasat szilard taptalajon
un. ,filter lift” méréssel (Jiang és Carlson, 1996), folyékony taplevesben az ONPG
méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A folyékony taplevesben mért f3-

galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk meg.

A fehérje-fehérje interakcid kialakulasanak alapfeltétele az, hogy

mind a két kolcsonhato partner jelen legyen az élesztésejtben. Ha csak az

egyik fuzids fehérje van jelen és az “ellentétes” vektor iires (pl. pDBD-
StubSNF1és pAD), akkor elvileg a fuziés fehérje Onmagaban nem

miitkédhet transzkripcids aktivatorként, igy [-galaktozidaz aktivitist sem
mérhetiink. Ezért negativ kontrolként a pDBD-StubSNF1-pAD, pDBD-
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pAD-StubSNF1, pDBD-pAD-StubGAL83 és pDBD-StubGAL83-pAD
kombinacidkat is bejuttattuk az élesztébe. Minden kombinaciébol harom
reprezentativ kolonia B-galaktozidaz aktivitasat mértiik szilard taptalajon a
B-galaktozidaz méréssel, folyékony tapoldatban az ONPG méréssel (Jiang
¢és Carlson, 1996 és Miller, 1972). Eredményeinket a 4. 5. abra mutatja be.

Kisérleteink alapjan  megaéllapitottuk, hogy fehérje-fehérje
interakciot csak akkor detektaltunk, ha mindkét fuzids fehérje jelen volt az
¢lesztében (4. 5. abra, 1, 3 sor). Az ONPG méréssel kozel azonos erdsségii
protein-protein interakciot allapitottunk meg (34, 38 Miller egység) pDBD-
StubSNF1, pAD-StubGAL83 ¢és pDBD-StubGAL83, pAD-StubSNF1
transzformansokban, ami azt jelenti, hogy a két fehérje kolcsonhatasanak
erdsségét nem befolyasolja, hogy DBD vagy AD fuzids fehérjeként van-e
jelen az éleszt6ben. Nem detektaltunk P-galaktozidaz (<1 Miller egység)
aktivitast azokban a transzformans €lesztdsejtekben, amelyek csak az egyik
fuzios fehérjét kodold plazmidot hordoztak, tehat sem a StubSNF1, sem a
StubGAL83 onmagaban nem képes transzkripcios aktivatorként mitkodni
(4.5. abra, 4, 5, 6, 7 sor).

4. 2. 4. A StubSNF1 és StubGALS83 fehérjék kozotti direkt interakcio
kimutatasa in vitro kotési vizsgalattal

Tovabbi kisérleteink soran arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a
StubSNF1 és StubGALS83 fehérjék kozvetleniil kapcsolodnak-e egymassal,
vagy interakciojuk egy harmadik, az élesztében is jelen 1évo fehérjét
igényel. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasaira a StubSNF1 és a
StubGALS83 fehérjéket fuzids fehérjeként expresszaltattuk kiilon-kiilon
Escherichia coli sejtekben, majd a fuzids fehérjéket affinitas és metal-kelat
kromatografiaval izolaltuk, és kapcsolodasukat in vitro koriilmények kozott
vizsgaltuk.

A StubSNF1 cDNS teljes koédold régidjat a pGEX-2T vektorba
klonoztuk (pLL42). A keletkezett fuzids fehérje N-terminalisadn a glutation-
S-transzferaz (GST), a C-teminalison a StubSNF1 fehérje talalhato (GST-
StubSNF1). A GST-StubSNF1 és pGEX-2T vektorokat E. coli BL21
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torzsbe juttattuk, majd LB folyékony tapoldatban OD=1,0-ig tenyésztettiik.
A rekombinans fehérjék expressziojat 0,1 mM IPTG hozzaadasaval
indukaltuk. Harom o¢rds indukcidé wutan a sejteket centrifugaltuk,
szonikalassal feltartuk, majd az oldhat6 fehérjéket jéghideg ST pufferben
extrahaltuk. Az extraktumokbol a GST-StubSNF1 ¢és a kontrollként hasznalt
GST fehérjéket glutation-Sepharose oszlopon affintas-kromatografiaval
kozel homogenitasig tisztitottuk, majd a fizids fehérjéket 20 mM redukalt
glutationt tartalmaz6 pufferben elualtuk. A GST-StubSNF1 és GST fehérjék
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4. 6. abra GST fuzios fehérjék termeltetése E. coli-ban, és a termelt fuzios fehérjék
tisztitasa affinitas kromatografiaval.

A fehérjekivonatokat és az izolalt fuzids fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk el. A molekulaméreteket kilodaltonban (kD) adtuk meg (A) A GST-
StubSNF1 termeltetése és izoldlasa. 1. csatorna: indukalatlan baktérium kultirabol
készitett total fehérjekivonat, 2. csatorna: 0.1 mM IPTG-vel indukalt baktérium
kultarabdl készitett totdl fehérjekivonat, 3. csatorna: az indukalt baktérium
kultarabol ST pufferrel készitett fehérjekivonat (oldhatd fehérjék), 4. csatorna: az
oldhato fehérjéket tartalmazo kivonatbdl affinitas kromatografiaval tisztitott GST-
StubSNF1. (B) A GST termeltetése és izolalasa. 1-3. csatorna ua., mint (A), 4.
csatorna: az oldhato fehérjéket tartalmazoé kivonatbol glutation-Sepharose affinitas
kromatografiaval tisztitott GST.

termelddését poliakrilamid gélelektroforézissel ellendriztiik. A 4. 7. A.
abran jol lathatd, hogy a GST-StubSNF1 egy kb. 85 kDa fehérjeként
termelddik az E. coliban, amit affinitds kromatografia segitségével kb. 60%-
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os tisztasagig dusitottunk. A 4. 6. B. abran a GST fehérje tisztitasat mutattuk
be. A StubGAL83 cDNS Bglll-Xhol (25-289. aminosav) fragmentjét a
pET32a+ vektorba klonoztuk (pLL44). A pET32 vektorban olyan fizids
fehérje termelésére van lehetdség, amelynek az N-terminalisan a 109
aminosavas tioredoxin (TRX) fehérje, a 15 aminosav hosszisagl S-tag és a
6 hisztidinbdl all6 His-tag talalhaté. A TRX-StubGALS3 és pET32a
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4. 7. abraGST fuzios fehérjék termeltetése E. coli-ban, €s a termelt fuzios fehérjék
tisztitasa metal-kelat kromatografiaval.

A fehérjekivonatokat és az izolalt fuzids fehérjéket 10%-os poliakrilamid gélen
vélasztottuk el. A molekulaméreteket kilodaltonban (kD) adtuk meg (A) A TRX-
StubGALS83 termeltetése ¢és izolalasa. 1. csatorna: indukalatlan baktérium
kultarabol készitett total fehérjekivonat, 2. csatorna: 1,0 mM IPTG-vel indukalt
baktérium kultarabol készitett totdl fehérjekivonat, 3. csatorna: az indukalt
baktérium kultarabol ST pufferrel készitett fehérjekivonat (oldhatd fehérjék), 4.
csatorna: az oldhatd fehérjéket tartalmazd kivonatbol affinitas kromatografiaval
tisztitott TRX-StubGALS83. (B) A TRX termeltetése €s izolalasa. 1-3. csatorna ua.,
mint (A), 4. csatorna: az oldhato fehérjéket tartalmazé kivonatbol metal-kelat
kromatografiaval tisztitott TRX.

vektorokat E. coli BL21(DE3) torzsbe juttattuk, majd LB folyékony
tapoldatban OD=0,6-ig tenyésztettilk. A fehérjeexpressziot 1 mM IPTG
hozzaadasaval indukaltuk. Harom oras indukcidé wutdn a sejteket
centrifugéalassal Osszegyljtottiik, feltartuk, majd az oldhaté fehérjéket
jéghideg ST pufferben extrahaltuk. A TRX-StubGAL83 és TRX fehérjéket
nikkel-kelat kromatografids oszlopon részlegesen tisztitottuk, majd a
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kotodott fehérjéket 300 mM imidazol tartalmi ST pufferrel elualtuk. A
rekombinans fehérje termel6dését ebben az esetben is poliakriamid
gélelektroforézissel ellendriztiik. A 4. 7. A. abran lathatjuk, hogy a kb. 52
kD-os fehérjéként termel6dé6 TRX-StubGAL83 fehérjét is kozel
homogenitasig tisztitottuk a nikkel-kelat kromatografias oszlopon. A 4. 7.
B.. abran a TRX fehérje tisztitasat mutatjuk be. Az ecluatumok fehérje
tartalmat Bradford méréssel hataroztuk meg.

A tisztitott GST-StubSNF1 és GST fehérjéket (2,5-2,5 ug) Gjra a
glutation-Sepharose oszlopra kotottiik €s a reakcidelegyhez mértiink 2,5 ug
TRX-StubGALS3 és 5 ug TRX fehérjét, és a reakcio elegyeket két orat at
jégen inkubaltuk. A nem specifikusan kot6dott fehérjéket ST pufferes
mosassal eltavolitottuk. A GST-StubSNF1 ¢és GST fehérjékhez kot6do
molekuldkat elualtuk, majd 12%-os poliakrilamid gélen torténd elvalasztas
utan a TRX tag-ot hordoz6 fehérjéket a TRX-tag-ben 1évo S-tagot felismerd
ellenanyag segitségével Western blottal detektaltuk. A 4. 8. abran lathato,
hogy a StubGALS83 kotodik a StubSNF1 fehérjéhez, ugyanis az oszlopra
kotott GST-StubSNF1 visszatartotta a TRX-StubGALS3 fehérjét (1.
oszlop). Nem alakult ki fehérje-fehérje kdlcsonhatas a negativ kontrolként
beallitott GST-TRX-StubGAL83, GST-StubSNF1-TRX, GST-TRX kétési
reakciokban.

In vitro eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a két-hibrid
rendszerrel izolalt StubGALS83 fehérje kozvetleniil kotédik a StubSNF1
protein kinazhoz.

4. 3. A StubGALS3 cDNS 5’ végének izolalasa PCR-rel

A két-hibrid rendszerrel izolalt StubGAL83 ¢DNS klon egy 1024
bazispar hosszusagii stop kodont tartalmazod, azonban transzlacios start
kodon nélkiili csonka cDNS-nek bizonyult, ami egy 285 aminosav
hosszusagu fehérjét kodol.
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4. 8. abra A StubSNF1 protein kindz egyiittmiikodése a StubGALS3 fehérjével in
vitro.

A GST-StubSNF1 és GST fehérjéket glutation-Sepharose oszlopra kotottiikk, majd
egyiitt inkubaltuk a TRX-StubGAL83 és TRX fehérjékkel. A nem kotodott
fehérjéket lemostuk, a kotott fehérjéket elualtuk, majd 12%-os poliakrilamid gélen
vélasztottuk e,l és a TRX tagban 1évo S-tag elleni antitesttel mutattuk ki.

A StubGALS3 csonka cDNS hianyzo 5° végét PCR-rel szaporitottuk fel a
két-hibrid kisérletekhez hasznalt plazmid formaban 1évé cDNS konyvtarbol
(Ehrhardt és mtsai, 1996) (4. 9. abra). A PCR-hez hasznalt, a cDNS 5° vége
felé ir6 GALT és GALK primereket a csonka StubGAL83 cDNS-re
terveztik. A PCR-rel felszaporitott részleges cDNS-t pBluescript (SK+)
vektor EcoRV helyére klonoztuk (pLL40), majd meghataroztuk az inszert
nukleotidsorrendjét. A szekvencia adatok alapjan megallapitottuk, hogy a
StubGAL83 cDNS-nek megfelel6 mRNS 5° végét szaporitottuk fel, mert a
PCR termék és a StubGALS83 ¢cDNS 120 bazispar hosszasagu atfedd része
100%-ban megegyezett, valamint a PCR termék a hidnyzo, de feltételezett
transzlacios start kodont is tartalmazta.
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4. 9. dbraA StubGALS83 cDNS 5’ végének felszaporitdsa PCR-rel

Templatként levél bérszovet két-hibrid cDNS kdnyvtarat hasznaltuk. Az els6 PCR
reakciot a GAL4AD és GALT primerekkel, a masodik PCR reakciot a GAL4AD és
a GALK primerekkel végeztiik.

4. 4. A teljes hosszusagu StubGALS3 szekvencia analizise

A teljes hosszusaglh StubGAL83 cDNS 1071 bazispar hosszusagu,
5’ végén 37 bazisparos, 3’ végén 163 bazisparos nem-transzlalodé régiot
tartalmaz. A StubGAL83 cDNS leghosszabb értelmes leolvasasi kerete egy
289 aminosavas fehérjét kodol, aminek a molekulatdmege 31,8 kDa.

A StubGALS83 cDNS altal kodolt fehérjét a BLAST program
segitségével Osszehasonlitottuk a  Swissprot fehérje adatbazissal.
Megallapitottuk, hogy a StubGALS3 fehérje homologiat mutat az élesztd
SIP1/SIP2/GALS83 géncsalad tagjaihoz, a human AMPK kinaz komplex
béta alegységeihez, a Kluyveromyces lactis FOG1 fehérjéhez és az AKIN
B1, AKIN B2 A. thaliana cDNS-ekhez. A paronkénti Osszehasonlitas
alapjan a StubGALS83 fehérje a legmagasabb homoloégiat az A. thaliana
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AKIN B1 ¢cDNS-hez mutatta aminosavszinten (51% aminosav azonossag,
62% a hasonl6 aminosavak ardnya).

A StubGALS83 fehérje human és A. thaliana homologjai kozel
azonos hosszusaguak, mig a Saccharomyces cerevisiae-b6l szarmazd
GALS83 ¢és a Kluyveromyces lactis-bol izolalt FOG1 proteinek joval
hosszabbak. A hasonld régiok szemléletes bemutatasa céljabol a GALS3,
FOGI1, AMPKf2, AKIN 1 és a StubGALS83 fehérjéket a PILEUP
programmal egymashoz illesztettiik, és hasonlo szakaszokat a BOXSHADE
programmal kiemeltiik (4. 10. abra). Az 6sszehasonlitasban szerepld Gsszes
fehérjében két erdsen konzervalddott szakaszt azonositottunk, amelyek a
StubGAL83 fehérjén a 104.-182. és a 220.-287. poziciok kozott
helyezkednek el. Az élesztd SIP1/SIP2/GALS3 fehérjéken a két-hibrid
rendszer segitségével azonositottak azokat a régiokat, amelyek az SNF1 és
SNF4 fehérjékkel vald kapcsolodasban részt vesznek. Az un. KIS domén
felel6s az SNF1 kinazzal, az in. ASC domén felelés az SNF4 aktivator
alegységgel torténd kotés kialakitasaért (Jiang és Carlson, 1997). A
szekvencia homologia alapjan a StubGALS83 fehérje 104.-182. pozicidja
kozott 1évo régio a KIS doménnek, a 220. aminosavtol a 287. aminosavig
terjedd  fehérjeszakasz az ASC doménnek feleltethetd meg. Az
Osszehasonlitasban szerepld fehérjék N-termindlis része nem mutat
szignifikans homologiat egymashoz, egyediili hasonlosag kozottiik az, hogy
kozvetlentil a transzlacids start kodon utan membranlokalizaltsagot biztosito
mirisztoilacios szignalt tartalmaznak.

A StubGALS3 fehérje homologjai meglehetdsen konzervaltak mas
magasabbrendli ndvényekben, ugyanis szamos a StubGALS83-hoz magas
homologiat mutaté EST-t talaltunk a névényi EST adatbankban a BLAST
program segitségével. Az A. thaliana-bdl izolalt AKIN B1 és AKIN [2
cDNS-ek jelentds homologiat mutatnak a StubGAL83-hoz. A StubSNF1 és
StubGAL83 fehérjéken végzett munkankat és elért eredményeinket
(Lakatos ¢s mtsai, 1999) megerdsiti Bouly ¢és mtsai (1999) késobbi
eredményei, mely szerint az AKIN 1 és AKIN (2 fehérjék
egyiittmiikodnek az AKIN o1 SNF1 kinazzal és az AKIN y alegységével (az
A. thaliana SNF4 homologja) az éleszt6 két-hibrid rendszerben.
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4. 10. abra A StubGALS83 fehérjéhez magas homoldgiat mutaté élesztd, emlds és
névényi fehérjék illeszkedése a homolog szakaszok alapjan.

Az azonos aminosavakat feketével, a hasonldé aminosavakat sziirkével jeloltik. Az
Osszehasonlitasban szereplé fehérjék: StubGALS83 S. tuberosum, ScGALS3 S.

cerevisiae, FOG1 Kluyveromyces lactis, AKIN B2 A. thaliana, AMPK (2 huméan. A
KIS és ASC doméneket felirattal jeldltiik.
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4. 5. A StubSNF1 és StubGALS3 fehérjék kapcsolédasaban résztvevé
domének azonositasa

A StubSNF1 ¢és StubGALS3 fehérjék kapcsolédasaban résztvevod
doméneket az élesztd két-hibrid rendszerrel azonositottuk. Eldszor arra a
kérdésre kerestiink valasz, hogy StubSNF1 fehérje katalitikus (KD) vagy
regulator (RD) doménjével kapcsolodik a StubGALS3 fehérjéhez. A kérdés
megvalaszolasahoz létrehoztuk a StubSNF1 kinaz katalitikus (1-362.
aminosavig,) és regulator doménjét (363-512. aminosavig,) tartalmazo
konstrukciokat a pAD két-hibrid vektorban (pLL38 és pLL39).

A StubSNF1 fehérje kinaz és regulator doménjét tartalmazéd préda
¢s a pDBD-StubGAL83 csali plazmid konstrukciokat paronként ko-
transzformacioval az Y190 éleszt6torzsbe juttattuk, majd a transzformans
koléniak  P-galaktozidaz  aktivitasat  vizsgaltuk. (4. 11. abra).
Megallapitottuk, hogy a StubSNF1 kindz reguldtor doménje hasonlo
erdsséggel kapcsolodik a StubGALS83 fehérjéhez, mint a teljes StubSNF1
kindz, mig a StubSNF1 kinaz katalitikus doménjét (KD) tartalmazo
konstrukciéval nem kaptunk interakciora utaldo B-galaktozidaz aktivitast.
Negativ kontrolként az élesztdbe transzformaltuk pDBD-StubGAL83-pAD,
pDBD-pAD-StubSNF1, pDBD-pAD-StubSNF1KD, pDBD-pAD-
StubSNF1RD plazmid kombinaciokat. A negativ kontrollok esetében nem
kaptunk 3-galaktozidaz aktivitast.

Az StubSNF1 protein kinazzal élesztd két-hibrid rendszerben a 285
aminosav kdédold kapacitast StubGAL83 c¢cDNS mellett a AStubGALS3
cDNS-t is izolaltuk. Az 516 bazisparos AStubGAL83 cDNS a teljes
hossztsag fehérje utols6 124 aminosavat kodolja. A StubGALS3 és a
AStubGALS83 06sszehasonlitasa utan megallapitottuk, hogy a két fehérjét
kédoldo ¢cDNS az atfedd részeken 100%-ban megegyezik. Ezenkiviil a
szekvencia Osszehasonlitas alapjan az is lathatd, hogy a AStubGALS3
protein az SNF1 kindz megkdtésében szerepet jatszo un. KIS doménnek
csak az utolsd6 9 aminosavat tartalmazza (4. 10 abra). Ennek ellenére
kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a két-hibrid rendszerben a
AStubGALS3 protein kozel ugyanakkora erésséggel kotddott a StubSNF1
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fehérjéhez, mint a KIS domént teljes egészében tartalmazo StubGALS3
fehérje (4. 5. abra, 1, 2 sor). Ezekb6l az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a StubGAL83 fehérje esetében a homologia
alapjan azonositott KIS domén utols6 9 aminosava is képes teljes értéki
KIS doménként funkciondlni, vagy a KIS doménen kiviil StubGALS3
fehérje mas részei is részt vehetnek a StubGALS83 és a StubSNF1 kozotti
kotés kialakitasaban, de az is elképzelhetd, hogy a két fehérje kapcsolddasat
egy harmadik, feltehetden, az élesztobdl szarmazo fehérje biztositja.

. Wi StubSME1
Ceali Préda ol
ED ED

StbGALE3  StubSHFL 23

Stib3ALES  StubSHNF1KD =1 1
StubGALE3  StubSNFIRD 22 ]
StuhGALZZ  pAD-GAL4 =1

pDED-GAL4A  StubSHF1 <1

pDED-GALA SthSNFIKD =1 |
pDED-GAL4 StubSHFIRD =1 —

4. 11. abra A StubSNF1 kinaz a C-terminalisan 1év6 regulator doménjével
kapcsolodik a StubGALS3 fehérjéhez.

A kiillonb6zoé csali és préda plazmid kombinaciokat bejuttattuk az Y190
¢lesztétorzsbe, a transzformans sejtek B-galaktozidaz aktivitasat szilard taptalajon
az un. ,filter lift” méréssel (Jiang és Carlson, 1996), folyékony taplevesben az
ONPG méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A folyékony taplevesben mért f3-
galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk meg. Az abran a katalitikus domént
(KD) pirossal a regulator domént (RD) zo6lddel jeloltiik.
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4. 6. A StubGALS3 fehérje egyiittmiikodik az éleszté6 SNF4 fehérjével

Az élesztoben az SNF1 protein kindz komplexet a katalitikus
alegység (SNF1), az aktivator alegység (SNF4) és az adaptor alegység
(SIP1/SIP2/GALRS3) alkotja. Munkank soran az é€lesztd két-hibrid rendszer
segitségével izolaltuk a StubGALS83 fehérjét, ami feltehetdleg az élesztd
SNF1 komplex adaptor alegységének felel meg. Tovabba a StubGALS3
fehérjében megtalalhatok az SNF1 kinazt koté un. KIS és az SNF4 proteint
kétd tn. ASC doménhez homoldg szakaszok is. Ezek alapjan azt
feltételezziik, hogy az éleszt6hoz hasonldéan az SNF1 kindz a ndvények
esetében is egy harom alegységbdl allo komplexként muikodik. Ennek a
hipotézisiinknek az ellendrzésére megvizsgaltuk, hogy a StubGALS3 és a
AStubGALS3 képes-e egylittmiikddni élesztd SNF4 (ySNF4) fehérjével a
két-hibrid rendszerben. Az 4. 12. abran lathaté kombinacidoban az élesztobe
jutattuk a kiilénb6z6 csali €s préda konstrukciokat, majd meghataroztuk a
transzformans koloniak LacZ aktivitasat.

Cali Préda B-gal aktozidaz
aktivitas
StubGAT 83 yollF4 o
AStubGAL 83 ySNF4 2
pDBD-GAL4  ySNF4 <1

4. 12. abra A StubGALS83 és a AStubGALS3 fehérje egyiittmiikddik az élesztd
SNF4 fehérjével az élesztd két-hibrid rendszerben.

A kiilonb6z6 csali és préda plazmid kombinaciokat bejuttattuk a YRG-2
élesztbtorzsbe, a transzformans sejtek [B-galaktozidaz aktivitisat szilard tiptalajon
az un. ,filter lift” méréssel (Jiang és Carlson, 1996), folyékony taplevesben az
ONPG méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A folyékony taplevesben mért -
galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk meg.

49



A kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a StubGALS83 ¢és a AStubGALS3
fehérjék kotddnek az ¢éleszté SNF4 fehérjéhez (25 és 22 Miller egység). A 4.
10. abran 1évé SNF1 komplexek adaptor alegységeinek dsszehasonlitasabol
egyértelmtien latszik, hogy az emlds, az élesztd6 €s novényi adaptor
alegységek a legnagyobb homologiat a fehérjék C-terminalisan 1évé ASC
doménben mutatjak, igy értheté a StubGALS3 ¢és az élesztd SNF4 fehérjék
hatékony egyiittmiikddése az ¢€lesztd két-hibrid rendszerben. Mivel a
StubGALS83 fehérje hatékonyan képes egyiittmiikodni az élesztd SNF4
fehérjével két-hibrid rendszerben, ezért azt feltételezziik, hogy a
névényekben az SNF1 kinaz komplex, az emlés AMPK és az élesztd SNF1
komplexhez hasonl6éan, harom alegységbdl all (Lakatos és mtsai, 1999).

StubSHE1 b

StubGALE3 LT L L

Gy 8z L Szt GiSztiG T V

4. 13. abra A StubSNF1 és a StubGAL83 cDNS-ek altal kodolt gének expresszidjanak
vizsgalata Northern blottal a S. tuberosum kiilonb6z6 szerveiben.

A membrant elészor a StubGALS3, majd a StubSNF1-nek megfelel radioaktivan
jelolt DNS probaval hibridizaltuk. Gy: gyokér, Sz: szar, L: levél, Szt: sztdlo, iSzt: in
vitro nevelt szt6l0, iG: in vitro nevelt gumod, G: gumd, T: termés, V: virag

4. 8. A StubGALS3 kopiaszamanak meghatarozasa

4.7. A StubGALS3 és a StubSNF1 expresszidjanak dsszehasonlitisa

A gének funkcidjanak megismerésében segitségiinkre lehet az, ha
ismerjiik idébeli és térbeli expresszidos mintazatukat. Ezért megvizsgaltuk a
StubGALS83 és a StubSNF1 expresszidjat Northern hibridizacioval a S.
tuberosum kiillonb6z6 szerveiben. Probaként elészor a AStubGAL83 cDNS-
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t, azutan az StubSNF1 kodol6 régiojat tartalmazo pLL31 cDNS EcoRI-Xhol
fragmentjét hasznaltuk. A StubGAL83 cDNS-nek megfelelé gén a
leger6sebb expressziot a burgonya levelében, szardban és viragjaban
mutatta. Kozepes erdsségii expressziot detektaltunk a gumoban, a sztoloban,
a viragban, az in vitro indukalt sztoléban és gumodban, tovabba gyenge
expressziot a termésben és a gyokérben. A StubSNF1 a burgonya viragaban
erésen, a tobbi vizsgalt szervében northern hibridizacidval alig kimutathato
mértékben expresszal (4. 13. dbra).

E. :H
~—10.0
.,

—40

—30

P —

— 1.0

4. 14. dbra A StubGALB83 kdpiaszamanak meghatarozasa Southern blottal

A S. tuberosum DNS-t EcoRI (E) és HindIll restrikcids endonukledazokkal
emésztettik meg. Probaként a AStubGAL83 cDNS EcoRI-Xhol fragmentjét
hasznaltuk. A DNS marker méretét kilobazisban (kb.) adtuk meg.
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4. 8. A StubGALS3 képiaszamanak meghatarozasa

Southern hibridizacioval meghataroztuk a StubGAL83 c¢DNS-nek
megfeleld gén kopiaszamat S. tuberosumban. Az EcoRl és Hindlll
enzimekkel emésztett genomikus DNS-t filterre vittiik, és a radioaktivan
jelolt 516 bazispar hossziusagi AStubGALS3 cDNS-t hasznaltuk probaként.
Az autoradiogrammon az EcoRI emésztésben egy kb. 2,5 kb-os, a HindIll
emésztésben egy kb. 1,6 kb-os fragmentet detektaltunk. Ez arra utal, hogy a
StubGALS83 egy kopiadban van jelen a S. tuberosum genomjaban.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

5. 1. A StubSNF1 protein kinaz

Munkank soran a Solanum tuberosum indukalt sztold6 cDNS
konyvtarbol izolaltunk egy eddig burgonyabol nem ismert proteint kinazt
kodoldo ¢cDNS-t, és StubSNF1-nek neveztiink el. A StubSNF1 c¢cDNS 4altal
kodolt fehérje 65-90%-o0s homologiat mutatott az eddig izolalt ndvényi
SNF1 kinazokhoz, tovabba kindz doménje 60-65%-ban hasonlit az emlds
AMPK ¢s az ¢éleszt6 SNF1 protein kinaz megfeleld részeihez. A
rendelkezésre allo adatok alapjan megallapitottuk, hogy a StubSNF1 fehérje
az SNF1 protein kinaz csalad tagja Lakatos és Banfalvi, 1997).

Szamitogépes analizissel, és szekvencia 0Osszehasonlitdsokkal a
StubSNF1 fehérjében azonositottuk a funkcid szempontjabol fontos
doméneket. A StubSNF1 protein kinaz N-terminalisan a katalitikus domén,
a C-terminalisan regulator domén talalhat6. Azonositottuk a 362
aminosavbdl all6 kindz domén 11 szubdoménjét, a kinaz doménben 1évé
ATP-kot6 helyet (benne az erdsen konzervalddott lizin aminosavat) és a
VIII. szubdoménben a 1év0 erésen konzervalt treonin aminosavat (175.
aminosav) (Hanks és Hunter, 1995) (4. 3. abra).

A kindz doménben 1évé ATP-koté hely esszencialis a fehérje
protein kinaz aktivitasa szempontjabol. Az éleszté SNF1 és a dohany NPKS5
protein kinazok ATP-koté helyében a nagyon konzervalt lizin barmilyen
mas aminosavra torténd cseréje a katalitikus funkcid megsziinésével jar
(Celenza és Carlson, 1986; Muranaka és mtsai, 1994). Erdemes azonban
megemliteni, hogy az ATP-k6t6 helyben mutans SNF1 kinaz a két hibrid
rendszerben erésebben kotddik a REG1 (az SNF1 negativ regulatora, a
protein foszfataz 1 regulator alegysége) fehérjéhez, mint a vad tipusi SNF1
protein (Ludin és mtsai, 1998).

Az ¢éleszt6 SNF1 kindz szabalyozasanak pontos molekularis
mechanizmusa még nem ismert. Azonban a tisztitott élesztd SNF1 kinaz
inaktivalhat6 protein-foszfatazzal ¢és reaktivalhato AMPKK kinazzal
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(Wilson és mtsai, (1996). Tovabba, az ¢éleszté SNF1 kinaz VIIL
szubdoménjében 1évé treonin aminosav (T210) esszencialis a kindz
aktivitashoz in vitro és in vivo korilmények kozott is (Estruch és mtsai,
1992). Valoészinlileg a 210. pozicidoban 1évé treonin az SNF1 kinaz
szabalyozasaban részt vevd protein kindzoknak és protein-foszfatazok
célpontja. Ezt tamasztjak ala Ludin és mtsai (1998) eredményei, amelyek
szerint az SNF1 kinaz és negativ regulatora, a REGI fehérje, egyiittmiikodik
a két-hibrid rendszerben (is). Azonban fehérje-fehérje interakcid nem
detektalhaté a 210. pozicioban treonin helyett alanint tartalmazé SNF1
mutans és a REG1 kozott. Ennek két oka lehet: (1) a 210. pozicidban 1évo
foszforilalt treonin sziikséges az SNF1-REG1 kapcsolat kialakuldsahoz, (2)
a treonin foszforilalédasa idéz el olyan konformacids valtozast az SNF1
proteinben, amely lehetévé teszi a REGI1 fehérje kapcsolodasat. Az élesztd
SNF1 fehérjében 1évo T210 a szamitogépes Osszehasonlitas alapjan a 175.
pozicioban 1év0 treoninnak felel meg a StubSNF1 fehérjében (4. 3. dbra).

A StubSNF1 regulator doménjében kozvetleniil a katalitikus domén
utan a fehérje C-terminalisa felé az un. UBA domén (Ubiquitin Associated
Domain) talalhaté (292.-332 aminosav) (Hofmann ¢és Bucher, 1996).
Valésziniileg az SNF1 protein életidejének pontos szabalyozasa fontos
szerepet jatszik az €lettani hatas kifejtésében. Ezt a feltételezést tamaszthatja
ald kozvetett ton az a tény, hogy a human AMPK o2 fehérje C-
terminalisan egy PEST protein-degradaciés domén konszenzusahoz nagyon
hasonlé szekvencia talalhat6. A PEST szekvenciat tartalmazé fehérjék
szintén ubiquitinadlddnak és a 26S proteoszéman keresztiil bomlanak le. A
human AMPK o2 proteinben 1évé PEST szekvencia részt vesz az AMPK
02 fehérje életidejének szabalyozasaban, ugyanis a PEST szekvencia
deletalasaval a csonka AMPK fehérje ¢letideje a négyszeresére emelkedett
(Crute és mtsai, 1998).

5. 2. StubGALS83 cDNS a névényi SNF1 komplex osszekoto alegysége

A SNFI1 proteinnel egyiittmiikddd fehérjék izolalasa és jellemzése
fontos adatokat szolgaltathat az SNF1 kinazoknak a ndvényi sejtben
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betdltott szerepérol. Ezért az €lesztd két-hibrid rendszerrel megkiséreltiik a
StubSNF1 kinazzal egyiittmiikodo fehérjék izolalasat. Kisérleteink soran a
StubGAL83-nak elnevezett cDNS klont izoldltuk. A StubSNF1 és a
StubGAL83 fehérjék kapcsolodasanak specifikussagat a  két-hibrid
rendszerrel (4. 5. abra), a két fehérje kozvetlen interakciojat in vitro
koriilmények kozott bizonyitottuk be (4. 8. abra).

Kisérleteink soran arra a kérdésre is valaszt kerestiink, hogy a
StubSNF1 fehérje a katalitikus vagy a regulator doménjével kapcsolodik a
StubGALS83 fehérjéhez. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a
StubSNF1 az éleszt6 SNF1 proteinhez hasonléan a regulator doménjével
kapcsolddik az adaptor alegységhez (Jiang és Carlson, 1997) (4. 9. ébra).

Megallapitottuk, hogy az altalunk izolalt StubGALS83 fehérje az
éleszt6 SIP1/SIP2/GALS3 és az AMPK komplex [ alegységének ndvényi
homologja (4. 10. abra) (Lakatos és mitsai, 1999). Az élesztOben és az
eml6sokben is tobb, az SNF1 kinaz komplex 0sszekotd alegységnek
megfeleld fehérje talalhato (SIP1/SIP2/GAL83, AMPK B1, $2) (Hardie és
mtsai, 1998). Az éleszté és az emlds komplex Osszekotd alegység fehérjék a
KIS doméntdl a fehérje C-terminalis végéig magas homologiat mutatnak
egymashoz, azonban az N-terminalisuk jelentds mértekben eltér. Ezért azt
feltételezték, hogy az SNF1 kindaz komplex a kiilonbozé 0Osszekotd
alegységekkel alternativ mdodon épiilhet fel, és igy kiilonbozé jelatviteli
utakban vehet részt. Az AMPK P1 és B2 gének expresszidjat kiilonbozé
emberi szervekben vizsgalva azt taldltak, hogy az AMPK [1 minden
szervben kozel egyforma erdsséggel fejez6dik ki, azonban az AMPK P2 a
szivben és a vazizomzatban erdsen, mig mas szovetekben egyaltalan nem
expresszal. Az AMPK P1 és (2 fehérje mennyisége szoros Osszefliggést
mutatott a génexpressziés adatokkal (Thornton és mtsai, 1998).
Valészintileg egy adott szovetben a kiilonb6z6 AMPK f3 alegységek aranya
hatarozza meg az AMPK komplex alegység szerkezetét.

Az A. thaliana-b6l Bouly ¢és mtsai (1999) homoldgia alapjan
izolaltak két olyan ¢cDNS-t is, amelyek jelentds homologiat mutattak a
SIP1/SIP2/GALS3 és az AMPK f fehérjékhez. Az AKIN B1 és AKIN 2
kozel azonos szinten expresszalt az A. thaliana kilonbdzé szerveiben,
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valamint hatékonyan miikodott egylitt az AKIN ol SNF1 kindzzal az
¢leszté két-hibrid rendszerben. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
A. thaliana-ban (ndvényekben) az éleszt6hdz és az emlésokhoz hasonldéan
az SNF1 komplex kiilonb6z6 adaptor alegységekkel alternativ. mdédon
éptilhet fel.

Az éleszt6 SNF1 kindz komplex adaptor alegysége a fehérje N-
terminalisaval juttathatja a szubsztrat molekuldkat a katalitikus alegység
felé. Ezért az alternativ. moédon felépiilo SNF1  komplexek
szubsztraspecificitasa és ezaltal a funkcidja is kiilonbozhet. Erre a
feltételezésre Carlson ¢és munkacsoportja kisérletes bizonyitékot is
szolgaltatott. Korabbi kisérleteik soran az éleszt6 SNF1 kindzzal a (tobbek
kozott) SIP4 transzkripcids aktivatort izolaltdk a két-hibrid rendszerben
(Jiang és mtsai, 1992). Azonban fehérje-fehérje interakciot nem tudtak
detektalni a SNF1-SIP4 fehérjék kozott a gal83 mutans élesztétorzsben, mig
a sipl, sip2 mutansokban az SNF1 ¢és a SIP4 fehérjék egyiittmiikddtek.
Tovabba, a két-hibrid rendszerben a SIP4 fehérje egyiittmiikodott a GALS3
fehérje N-terminalis szakaszaval, de nem tudott kapcsolatba Iépni sem a
SIP1, sem a SIP2 fehérjével (Vincent és Carlson, 1999). Ezekkel az
eredményekkel szoros kapcsolatban allnak Carlson és munkatérsai tovabbi
megfigyelései is. A SIP1/SIP2/GALS83 fehérjék sejten beliili lokalizaciojat
vizsgaltak élesztében. A SIP1/SIP2/GALS83 géneket egyenként a GFP
¢lesztd sejtekben megvizsgaltak a fazids fehérjék elhelyezkedését.
Megallapitottak, hogy a SIP1 és SIP2 fehérjék inkabb az ¢lesztosejt
citoplazmajaban talalhatok. Gliikoz represszald koriilmények kozott a
GALS83 fehérje szintén a citoplazmaban talalhatd, azonban de-represszalod
koriilmények kozott a sejtmagba vandorol. Ezekbdl az eredményekbdl arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a SIP1és SIP2 fehérjék feltehetdleg a
citoplazmaban talalhato fehérjék (feltehetdleg metabolikus enzimek) poszt-
fehérje a sejtmagban 1év6 fehérjék, tobbek kozott a SIP4 transzkripcios
faktor, foszforilacios allapotat szabalyozzdk a valtozd kornyezeti
korililmények hatasara (Vincent és mtsai, 2001).
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5. 3. Az SNF1 komplex a névényekben is harom tagbdl épiil fel

Az SNF1 kinazok az eukariota sejtben egy haromtagi komplexben
mikddnek. A komplexet a katalitikus (SNF1, o), az aktivator (SNF4, y) és
az Osszekotd (SIP1/SIP2/GALS3, P) alegységek épitik fel (Hardie és mtsai,
1998) (2. 1. abra). A katalitikus és az aktivator alegység az 0Osszekotd
alegységen keresztiil kapcsolodik 0Ossze. Az élesztd SIP1/SIP2/GALS3
fehérjéken a két-hibrid rendszer segitségével meghataroztak a katalitikus és
az aktivator alegységek kotohelyeit (Jiang és Carlson, 1997). Az SNF1
kotéséért felelos KIS doménnek és az SNF4 fehérjével vald kotés
kialakitasaért felelos ASC doménnek megfeleld szekvencidk az emlds
AMPK B és a StubGALS3 fehérjékben is megtalalhatok (4. 11. abra), és
magas szinti homolodgia allapithatd meg kozottiik. Ezek alapjan azt
feltételeztilk, hogy a novényi SNF1 kindzok is az ¢lesztd és emlds
rendszerekhez hasonléan harom tagbodl all6 komplexben miikodhetnek a
novényi sejtekben is. A két-hibrid sziirés kisérleteink soran nem sikeriilt
burgonya SNF4 homologot izolalni, ezért hipotézisiink ellendrzéseképpen
megvizsgaltuk, vajon a StubGAI83 és az ¢leszté SNF4 (ySNF4) fehérjék
kapcsolatba 1épnek-e az ¢éleszté két-hibrid rendszerben. A vartnak
megfeleléen a StubGALS3 egyiittmiikodott az élesztd SNF4-gyel (4. 12.
abra), ugyanis az ¢€lesztd, emlds és novényi SNF1 komplex 0sszekotd
alegységek ASC doménjei magas szintii homoldgiat mutatnak egymashoz
(4. 10. abra) (Lakatos és mtsai, 1999).

Abe ¢és mtsai (1994) bab novénybdl izolaltak egy cDNS-t, ami
jelentés homoldgiat mutatott az éleszté SNF4 és az emlés AMPK vy
fehérjékhez. Nem sokkal eredményeink publikalasa (Lakatos és mitsai,
1999) utan jelent meg az A. thaliana-bol homoldgia alapjan izolalt AKIN vy
cDNS-1dl sz616 kozlemény. Az AKIN ¥y szignifikans homologiat mutatott az
¢leszté SNF1 komplex aktivator alegységéhez (SNF4), és egyiittmikddott
az AKIN ol tovabba az AKIN B1 és 2 fehérjékkel az éleszté két-hibrid
rendszerben, ez ismét bizonyitja, hogy a ndvényi SNF1 komplex is
katalitikus, aktivator és adaptor alegységekbdl épiilnek fel (Bouly és mtsai,
1999).
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5. 4. A SNF1 kinazok lehetséges szerepe novényekben

Az SNF1 kindzok egy nagyon 6si, konzervalt protein kinaz csalad

tagjai, feltehetdleg minden eukariota él6lényben megtalalhatok.
Az élesztd SNF1 kinaz alapvetd szerepet jatszik a glukéz represszalhatod
gének de-represszalasaban, valamint a peroxiszoma biogenezis (Simon és
mtsai, 1992), a sporuldcié (Hubbard és mtsai, 1992), és a flokkulacio
(Kuchin és mtsai, 2002) szabalyozasaban is.

Az AMPK az emldssejtek energiaellatottsaganak monitora. Ha a
sejtben az AMP/ATP arany egy bizonyos szint f6l¢ emelkedik, akkor az
AMPK aktivalodik, serkenti energiatermeld folyamatokat, mig az
energiaigényes felépitd folyamatokat gatolja (Hawley és Hardie, 2002).

A novényi SNF1 kindzok biologiai szerepérdl nem sok informacio
all rendelkezésiinkre. A bioldgiai funkcidé vizsgalatahoz sziikséges snfl
mutans novény eldallitasara tett kisérletek sikertelennek bizonyultak. Ennek
oka lehet az snfl mutans novény életképtelensége, vagy a névényi SNF1
gének kopiaszamaban megfigyelheté redundancia. Példaul az A. thaliana
genomjaban harom kiilonb6z6 SNF1 gén talalhato. Ha e gének termékei
helyettesitik egymast, abban az esetben csak a harmas mutdnsnak lehet
fenotipusa.

Mivel a novényi SNF1 kinazok szignifikans szekvencia homologiat
mutatnak az éleszté SNF1 kinazhoz, ezért felmeriil a kérdés, vajon a
szekvencia homologia mellett van-e funkcionalis hasonlosag az élesztd és a
novényi SNF1 kindzok kozatt.

Az elsé novénybdl izolalt SNF1 kindz a rozsbol szarmazo RKIN1
visszaallitotta az snfl élesztOtorzs eredeti fenotipusat, az RKIN1 cDNS-t
termel6 snfl mutans élesztotorzs fel tudta hasznalni az etanolt és a glicerint
(Alderson és mtsai, 1991). Hasonlé komplementacios kisérleteket végeztek
a dohanybdl izolalt NPKS5 protein kinazzal is. Az NPKS5 protein kinaz
helyreallitotta az élesztd snfl mutansban a vad fenotipust, igy a
komplementalt torzs szacharézon tenyésztve a vad tipushoz mérhetd
invertdz aktivitast mutatott (Muranaka és mtsai, 1994). Ezen kiviil az NPK5
ugyanugy szabalyozodott az élesztoben, mint az endogén SNF1 kinaz,
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mivel a két-hibrid rendszerben az élesztd SNF1 proteinhez hasonlé mdédon
tudott fehérje-fehérje kapcsolatot kialakitani az éleszté SNF4 fehérjével
(Jiang ¢és Carlson, 1996). A komplementéacios és az éleszté két-hibrid
rendszerrel elért eredmények azt mutatjak, hogy a noévényi SNF1 kindzok
képesek ellatni az ¢éleszt6 SNF1 kinaz feladatat. Ez alapjan azt
feltételezhetjiik, hogy a ndvényi sejtekben is létezik egy hasonld szignal
transzdukcioés ut, ami a szénhidrdt metabolizmus szabdlyozasaban vesz
részt.

A legtobb adat az A. thaliana SNF1 kinazokrol all
rendelkezésiinkre. Az A. thaliana AKIN10 és AKIN11 SNF1 kinazok
hatékonyan egyiittmiitkddnek a PLR1 fehérjével. Tovabba megallapitottak,
hogy a PRL1 gatolja az AKIN10 és AKINI11 fehérjék foszforilaciojat
(aktivalodasat) in vitro és in vivo is, amib6l arra kovetkeztettek, hogy a
PRL1 az SNF1 kinazok negativ regulatora, igy a PRL1 fehérjéje és az
¢leszt6 HXK2, REG1 és GLC7 (az ¢éleszté SNF1 negativ regulatorai)
fehérjéi funkcionalisan megfeleltethetdek egymasnak (Bhalerao és mitsai,
1999). Az A. thaliana prll mutansaban tovabba szamos gliikoz és szachardz
represszalhatd gén de-represszidja kovetkezik be. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy az A4. thaliana SNF1 kinazok a szénhidrat metabolizmus
transzkripcios szintli szabalyozasaban vesznek részt, ugyanigy szabalyozza
az ¢leszt6 SNF1 kinaz az alternativ szénforrdsok lebontasaért felelds
géneket is (Németh és mtsai, 1998, Bhalerao és mtsai 1999).

A maésik névényi SNF1 kinaz, amelynek (egyik) funkciojat
meghataroztak, a burgonyabol izolalt PKIN1 wvolt. A PKIN1 cDNS-t
burgonyagumobol izolaltak (Man és mtsai, 1998), és a PKIN fehérje 68%-
os aminosav azonossagot és 73%-os hasonlosagot mutatott a StubSNF1
cDNS altal kodolt fehérjéhez. A PKIN1 gént antiszensz orientacidban
expresszaltattdk burgonyagumodban, ¢és igy az SNF1 kinazaktivitas
lecsokkent. A StubSNF1 és a PKIN1 kozott olyan nagy a szekvencia
kiilonb6zoség, hogy Southern blottal nem detektaltak kozottik
kereszthibridizaciot, ezért feltehetdleg a maradék kinazaktivitasért a
StubSNF1 és esetleg még mas ismeretlen SNF1 kinaz(ok) felelések. A
PKIN1 antiszensz novényekben az alacsonyabb SUSY1 (szacharoz
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indukalhat6 szachar6z-szintaz) aktivitast mértek a gumoban ¢€s a levélben is.
A PKINT a SUSY1 gént transzkripcids szinten szabalyozza ugyantgy, mint
az ¢lesztd SNF1 kindz az alternativ szénforrasok lebontasaért felelds
géneket. Azonban a transzgénikus novények gumodiban a SUSY1 aktivitas
nem csokkent olyan nagymértékben, hogy barmilyen fenotipusos valtozast
okozott volna (Purcell és mtsai, 1998).

Kisérletes munkank késObbi szakaszaban StubSNF1 c¢DNS-t
antiszenz orientacioban expresszaldé transzgénikus burgonya vonalakat
hoztunk létre, és a gumo szénhidrat metabolizmusban résztvevd enzimek
expresszidjat vizsgaltuk a transzgénikus novényekben. Annyit mar
bizonyosan allithatunk, hogy a SUSY1 gén szabalyozasaban a StubSNF1
protein kindz nem valtozott meg, ugyanis az antiszenz StubSNF1cDNS-t
hordoz6 transzgénikus ndvények levelében a SUSY1 expresszidja a vad
tipushoz képest nem valtozott meg (Lakatos és Banfalvi, nem k&zolt
eredmény). Ezért ugy gondoljuk, hogy a S. tuberosumbdl eddig izolalt
StubSNF1 és PKINI1 protein kindzok feltehetdleg két kiilonbdzd szignal
transzdukcios Ut irdnyitasaban vesznek részt.

5. 5. Uj tudomanyos eredmények

1. Izolaltuk a StubSNF1 cDNS-t, egy uj SNF1 kinazt Solanum tuberosum-
bol.

2. Els6ként izolaltunk ndévényi SNF1 kinazzal egylittmikodni képes
fehérjét. Kimutattuk, hogy a StubGAL83 cDNS altal kodolt fehérje
specifikusan képes egyiittmitkddni a StubSNF1 fehérjével.

3. A StubGALSS3 jelentds homologiat mutatott az éleszté SNF1 €s emlds
AMPK protein kinaz komplexek 6sszekot6 (adaptor-P) alegységeikhez.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a novényi SNF1 kindzok az élesztd
SNF1 és emlés AMPK-hoz hasonléan mas fehérjékkel komplexeket
alkotva mikddhetnek a ndvényi sejtekben.

4. Megallapitottuk, hogy ugyanazok a domének vesznek részt a StubSNF1
¢s StubGALS3 fehérjék kozotti kapcsolat kialakitasaban, mint az SNF1
komplex katalitikus és adaptor alegységeinek esetében.
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Bizonyitottuk, hogy a StubGALS83 fehérje hatékonyan egyiittmiikodik
az ¢éleszt6 SNF4 (aktivator-y) fehérjével az élesztd két-hibrid
rendszerben, és valdsziniisithetjiik, hogy a n6vényi sejtekben 1évé SNF1
kinaz komplexek az éleszté SNF1 és az emlds AMPK protein kinaz
komplexekhez hasonloan harom alegységbdl (katalitikus-c., adaptor-[3,
aktivator-y) épiilhetnek fel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az SNF1 protein kindz csaldd tagjai fontos szerepet jatszanak az
eukariota sejtek metabolikus folyamatainak iranyitdsaban, a rendelkezésre
allo energiaforras mindségének és mennyiségének figyelembevételével
szabalyozzak a sejtben zajlo lebontd és felépitd folyamatokat.

Az élesztd SNF1 protein kinaz transzkripcids szinten szabalyozza a
gliikoz-represszalhatd és a glikogén (tartalék tapanyag) felhalmozasban
résztvevd géneket. Az ¢élesztdé SNF1 komplex harom alegységbdl
— katalitikus-o,, adaptor-f3, aktivator-y — épiil fel. Az élesztd és novényi
SNF1 kindzok kozott szignifikans szekvencia homoldgia van, valamint a
novényi SNF1 kinazok komplementaljak az ¢leszt6 snfl mutans fenotipust,
ezért felmerll a kérdés, vajon a szekvencia homoldgia mellett van-e
funkcionalis hasonlosag az élesztd és novényi SNF1 kinazok kdzott.

Célul thztik ki SNF1 protein kindzok és a vele egyiittmiikodd
fehérjék izolalasat és jellemzését Solanum tuberosum-bol.

Burgonya indukalt szt6l6 cDNS bankbol izolaltuk a StubSNF1-nek nevezett
c¢DNS-t. A StubSNF1 jelent6s homoldgiat mutat az SNF1/AMPK géncsalad
tagjaihoz.

Az élesztd két-hibrid rendszerben a StubSNF1 fehérjét csaliként
hasznaltuk fel és igy izolaltuk a StubGALS83-nak nevezett cDNS-t. A
StubGALS83 c¢DNS altal kodolt fehérje szignifikans homologiat mutatott az
éleszté SIP1/SIP2/GALS83 és az emlds AMPK B1, és P2 fehérjékhez,
amikr6l mar bizonyitottdk, hogy az SNFI/AMPK kindaz komplexek
Osszekotd (adaptor) alegységeként funkcionalnak. A  StubSNF1 és
StubGAL83 kozotti protein-protein interakcidt in vitro kisérlettel is
megerositettiik. Konzervativ fehérje-fehérje interakciot detektaltunk a
StubGALS3 és az €leszté SNF4 kozott.

Eredményeink alapjan azt feltételezziik, hogy a StubSNF1 protein
kinaz a S. tuberosumban komplexet képez a StubGALS83 fehérjével. Mivel a
StubGALS3 és az élesztd6 SNF4 kozotti interakcid konzervalodott, ezért azt
gondoljuk, hogy a névényi SNF1 komplex is hdrom alegységbdl épiil fel.
Munkank soran megtettiik az elsé lépéseket a StubSNFI1 protein kinaz
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funkcionalis vizsgalata felé. A feltételezett SNFlkomplex két tagjanak
izolalasaval lehet6ség nyilik antiszenz és tllexpresszaldo novények
eloallitdsara, amikkel pontos képet kaphatunk SNF1 kindz komplex
tartalékkeményitd felhalmozasban és a gumoképzésben betoltott szerepérol.
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ABSTRACT

The SNF1 protein kinases are widely conserved in eukaryotes.
Saccharomyces cerevisiae SNF1 gene is a serine/threonine protein kinase
required for expression of glucose-repressible genes in response to glucose
deprivation. SNF1 is also known to be involved in other functions such as
glycogen accumulation, sporulation and peroxisome biogenesis, taking part
of a general mechanism through which yeast cells respond to carbon source
starvation by activating protective systems against different types of
stresses.

Tuberisation of potato is elicited by high concentration of sucrose
and coincidences with starch accumulation. Previous studies on yeast and
mammals showed that the conserved SNF1 family is the key regulator of
metabolism in the yeast and mammalian cells, and similar functions can be
expected in plants

To unravel the role of SNFI kinases in tuberisation and
accumulation of starch we isolated and characterised an SNF1 kinase cDNA
from potato tuber. We have used StubSNF1 as bait in a yeast two-hybrid
system to screen for potato cDNAs encoding proteins that bind to
StubSNF1. Three overlapping cDNAs, two different in size, were isolated.
DNA sequence analysis revealed that they were orthologues of the yeast
GALS3/SIP1/SIP2 genes and their mammalian counterparts, AMPK f3
subunits. The direct interaction between the potato cDNA clone, designated
StubGALS83, and StubSNF1 was shown by in vitro binding assay. Based on
Southern and northern hybridisations StubGALS3 exists in a low copy
number in the potato genome and is highly, however, organ-specifically
expressed in potato. In contrast, StubSNF1 possesses low transcript levels in
each organ except of flower.

We demonstrated here that StubGALS3 can also interact with yeast
SNF4 in a yeast two-hybrid system suggesting that plant SNF1 kinases may
function in complexes similar to those detected in yeast and mammals.
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M2. A két-hibrid sziiréssel izolalt cDNS klonok szekvenciai.
2. szamu szekvencia:

ggat at t aat acaact actt ct act t ggcaaattcttaact gct agt at gg
t att gat gaaacccactttctccctccctccgatccctttttcccgecgaaa
tctcggcagcttctggatttctcgattcctgttcttgtagecgaact ctacce
t gcaagaca

Nem mutat jelentds homologiat ismert szekvencidkhoz

3. szamu szekvencia:

gaat t cggcacgagagt t gaagat gt gat cat t t caacacact gccagaag
atcttgggctttctactgccaacaccttagct ggagcat gt gcaggt gcag
acaat t ggaagt gaccat caat ggaat t ggt gaaagt aggcat ccat caga
t ggaat gct aaaacacaaagat acat at gagat t at at ct ct gaagat at g
ggct t aat cgt gct aat aaat ct ggt at t gt ct cgggaaact cagt ggg
Paradicsom izopropil-malat-dehidrogenaz

5. szamu szekvencia:

t gt t gct ggggaacannacccggccacccat gaagagaacaagcagcat gc
agaattcactttacatct caatct caat aatcct gaccctaattcttctca
t agt aatt acaat aat ccatt cgat cct cacaatcctatttcacct gcaaa
cact cagcaacagct agat caacaacgtttattcaccgcacct aaaaccgt

t cgcagaacgcgt aaa

Nem mutat jelentds homologiat ismert szekvencidkhoz.
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6. szamu szekvencia:

aaat gacaaat gt accat acagat t cct gacagt aaat t t gat cgaat gag
at t ccaat gat gct t ggcaagggt t t gagggccccat gggt gcat gt ggat
agagaggacat aact gatt ct t ct gat caaaat gccact gct ggt gcat ct
agccgaacctgatctg

Nem mutat jelentds homologiat ismert szekvencidkhoz.

7. szamu szekvencia:

catttcaacacact gccagaacgat cttgggctttctact gccaacaccttg
ct ggagcat gt gcaggt gcaagacaat t ggaagt gaccat caat ggaat t g

Nem mutat jelentés homologiat ismert szekvenciakhoz.
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