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Szakmai beszamold

Az Arabidopsis foszfoprotein foszfataz enzimcsalad

Az Arabidopsis thaliana adatbazisokban kutatva a foszfoprotein foszfataz (PPP)
enzimcesalad 26 képviseldjének katalitikus alegységét azonositottuk (Farkas 1., Dombradi V.,
Miskei M., Szabados L., Koncz C.: Arabidopsis PPP family of serine/threonine phosphatases
(2007), Trends in Plant Science, nyomdaban).

Az Arabidopsis PPP enzimek a PP1, PP2A, az ujtipusu PP4, PP5, PP6, PP7, tovabba
PPP Kelch (ismétl6do kelch motivumot tartalmazé PPP) alcsaladokba sorolhatok. A PP2B

alcsalad Arabidopsisban nem taldlhatdo meg. A PPP Kelch enzimek allatokban nem fordulnak
elo.
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1. dbra. Arabidopsis PPP foszfatazok katalitikus alegységeinek csaladfaja. A PPP katalitikus
alegységek aminosavszekvenciajanak filogenetikai és molekularis evolicids vizsgalatat a

MEGA szoftver 3.1 verzidjaval végeztiik. A vonal hossza oldallanconként 0,2 aminosavcserét
jelent.


https://core.ac.uk/display/11852863?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

A PPP enzimek katalitikus alegysége regulator fehérjékhez/alegységekhez kapcsolodik,
amelyek novényi képviseléi (a PP2A kivételével) alig ismertek. Azonositottunk négy
lehetséges PP1 regulator fehérjét (1. tablazat).

1. tblazat. Feltételezett A. thaliana PP1 regulator fehérjék

AGI szdm Név ' ro Domén
At5g47790 NIPP-1 homolog i FHA
At3g20550 DDL (DAWDLE) —— i — FHA
At5g19680 sds22 homolog T LRR RI
At5g52200 Inhibitor-2 homoldg K= IPP-2
At2g31305 Inhibitor-3 homolog PPI Ypil

A doméneket a Smart keresGprogrammal azonositottuk (http://smart.embl-heidelberg.de).
FHA: “forkhead-associated” domén, LRR: leucine rich repeat, IPP-2: protein foszfataz inhibitor-2 domén,
PPI_Ypil: Saccharomyces cerevisiae protein foszfatdz 1 inhibitor Ypil domén.

Az A. thaliana PP2A-nak haromféle A-alegysége és szamos B, B’ vagy B” — tipust valtozo
alegysége azonosithato (2. tablazat).

ujtipusu €s novényspecifikus foszfatdzok voltak a legkevésbé ismertek, de a klasszikus PP1 és
PP2A kiilonb6z6 izoenzimeinek funkciojat sem tartdk fel. Célkitlizésiink igy az Arabidopsis
PPP enzimcsalad kevéssé ismert képviseldinek funkcionalis vizsgélata volt, a foszfatazok null
mutansainak segitségével.

PPP inszerciés mutans vonalak azonositasa

A ndvényi gének funkciondlis analizis¢hez fontos genetikai eszkozt jelentenek a
kiilonbozé inszercidos mutdnsok, amelyekben a génbe beépiilt T-DNS vagy transzpozon
elimindlja a génfunkcidt. Ezért a a projekt elsé részében megprobaltunk a vizsgalni kivant
Arabidopsis PPP génekre inszerciés mutanshoz jutni. A mutansok egy részét nemzetkozi
kooperacio keretében Dr. Koncz Csaba inszercids mutdns gylijteményében azonositottuk egy
reverz genetikai kisérletsorozat segitségével, a tovabbiakat pedig a SALK és GABI-Kat
gyljteményekbdl rendeltiik meg.

Az A. thaliana mutansgyiijtemény sziirését a 96500 T-DNS inszercidos mutans genomi
DNS csoportjainak a T-DNS hatarszekvencidira és a PPP génekre specifikus primerek
segitségével, polimerdz lancreakcioval végeztiik. Azonositottuk a mutans gént tartalmazo
100-as csoportot, majd preparativ.  PCR-t kovetd DNS szekvencia meghatdrozassal
ellendriztiik, hogy a T-DNS a vizsgalni kivant génbe épiilt-e be. Ezutan a magokbdl felnevelt
novények DNS-ének PCR sziirése alapjan azonositottuk a mutans vonalat.


http://smart.embl-heidelberg.de/

2. tblazat. A. thaliana PP2A regulator alegységek

AGI no. Mas nevek Alegység [ Domén
Atlgl13320 PR65 A-alegység HEAT
PDF2
Atl1g25490 ATB Bp A-alegység HEAT
EERI1
REGA
RCNI1
At3g25800 PR65 A-alegység —E-EEEREERERE- HEAT
PDF1
Atlgl7720 ATBB B-alegység >>—>PpE— WD40
Atlg51690 ATBa B-alegység N am 4 e 4 e WD40
Atlgl3460 ATB’0 B’-alegység - | B56
At3g09880 ATB’B B’-alegység —H: ] B56
At3g21650 ATB’C B’-alegység - B56
At3g26020 ATB’m B’-alegység B56
At3g26030 ATB’% B’-alegység B56
At3g54930 ATB’e B’-alegység - B56
Atdgl5415 ATB’y B’-alegység - B56
At5g03470 ATB’a B’-alegység - B56
At5g25510 ATB’x B’-alegység - B56
At1g03960 ATB”B B”-alegység . EF-kéz
Atlg54450 ATB”’y B”alegység 3 T EF-kéz
At5g18580 EMBA40 B”-alegység — EF-kéz
FASS1
GDO (GORDO)
TN2 (TONNEAU 2)
At5g28850 ATB’¢ B”-alegység 3 5 EF-kéz
At5g28900 ATB”S B”-alegység 5 5 EF-kéz
At5g44090 ATB”a B”-alegység EF-kéz
At5g53000 MNBS.6 TAP46 ] TAP42

A doméneket a Smart programmal azonositottuk (http://smart.embl-heidelberg.de).

A kék téglalapok rendezetlen elemeket, a pirosak kis komplexitasu régiokat jelolnek. A BLAST
jelentése: az adott domént csak a Blast programmal keresve talaltuk meg.


http://smart.embl-heidelberg.de/

A bioinformatikai munka, illetve a reverz genetikai szlirés eredményeként a 3. tabladzatban

feltlintetett foszfatdz mutansokhoz jutottunk hozza.

3. tAblazat. A vizsgalt A. thaliana foszfoprotein foszfataz mutansok

PPP foszfataz Gén Mutans vonal szama
PP6At1/AtFyPPI Atlg50370 17285 (Koncz)
BSL3 At2g27210 75426 (Koncz)
TOPP1 At2g29400 89453 (Koncz)
PP7/AtPP7 At5g63870 71859 (Koncz)
PP7/AtPP7 At5g63870 55915 (Koncz)
PP6At3/AtFyPP3 At3g19980 SALK 122405
BSUI1 Atl1g03445 SALK 030721
BSL1 At4g03080 SALK 033442
BSL2 Atl1g08420 SALK 001731
PP2A-2 katalitikus Atlg10430 GABI _072G03
alegység

PP2A B”a regulator At5g44090 GABI 121E09,
alegység GABI 205D02

Fenotipus vizsgalatok

A fenotipus vizsgalatdhoz a T2 nemzedékbdl nyert DNS PCR szlirésével a PPP gén
DNS inszerciok szamat.

A homozigdéta mutins novények és a vadtipusit (Columbia-0 Skotipust) novények
felépitésében, fejlodésében nem volt szamottevod kiilonbség a szokasos nevelési koriilmények
kozott, valamint alacsony homérsékleten (10°C). A mutans PP6Atl, BSL3 és PP7 gént
hordozé ndvények fenotipusat a kdvetkezo koriilmények kozott kerestiik:

Csirazasi tesztek: 0,5-1,5uM abszcizinsav, ABA (csirdzast gatlo hormon); 10 uM
gibberellinsav, GA3 (csirdzast serkentd hatastt hormon); 0,2 uM 2,4-diklor-fenoxi-ecetsav
(szintetikus auxin); 1uM N6-benzilamino-purin (citokinin); 0,1 mM szalicilsav (hormon); 4%
é¢s  8%glikdoz (ndvekedésszabalyozd, ozmotikum), 8%  szacharéz  (sejtciklus-és
differencialodés szabalyozasa, keményitd felhalmozés); natrium-klorid (ozmotikum), 150
mM ¢és 200 mM koncentracidoban; 300 mM ¢és 400 mM mannitol (ozmotikum); 50 uM
kadmium-klorid (oxidativ stresszt el6idéz6 toxikus nehézfém), 0,5 uM paraquat
(szabadgyokok termelését indukald gyomirtdszer). 50mg/l etephon (etilén) hatasa a
csirandvény fejlddésére.

Gyokérhossz-mérések: 10 és 50 uM GA3, 1 uM ABA, 150 és. 200 mM NaCl, 400 mM
mannitol hatdsa

A ndvények friss tomegének mérése. 1 uM ABA, 150 és 200 mM NaCl, 400 mM mannitol
hatasa

Kék ¢és tavoli vords, valamint vords fényben nevelt csirandvények hipokotilhosszanak mérése
(0-15 pE, illetve 0-116 pE intenzitastartomanyban (Dr. Nagy Ferenc €s mtsai segitségével)
Viragzasi idé meghatarozasa hossz nappalon (Dr. Nagy Ferenc laboratériumaban)



PP6 funkcionalis vizsgélata

A pp6atl mutans. A 17285-6s vonalban a PP6At] génjének hetedik exonjaba épiilt be
T-DNS (2.4bra). Az inszerci6 RT-PCR analizisiink szerint meggatolja a gén atirédasat. A
PP6ALt] enzim hidnya nem eredményez szignifikans csokkenést a mutans ndvény kivonatanak
foszforilaz a szubsztrattal mért foszfatdz aktivitasaban.

pPCV T-DNS
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2281 caagtgttat ttatgattag attaaatctc atttactcat ttagatgtta ttttgttctc Intron
2341 tagATAAGAT TGATTGAGCG GAATTGCGAA ATACCGCATG AAGGACCCTT CTGTGATCTT 6
2401 ATGTGGAGTG ATCCTGAAGA TATTGAAACA TGGGCTGTCA GTCCACGTGG AGCTGGTTGG
2461 CTTTTCGGG Exon7
Insertion site

T CCAGGGTTAC CACTGAGgta tttatatttt tttctggggt tgaaatttga
2521 ataaggtgtg aaaagaaata aatgtatttc agttccctga tctgtggttt tgcttcttgt Intron
2581 gcagTTTAAC CATATTAACA ATCTTGATCT AGTATGTCGC GCTCACCAGC TTGTACAAGA 7
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1: Col-0

2: ppbatl

3: pp6atl+ABA
4: templat nélkal

At1g50370
pp6atlF+R —»

2. abra. A pp6atl inszercios mutans analizise. A Koncz 17285 mutans vonalban a T-DNS
inszercio az 7. exonban van. A gén szerkezetét mutatd abran bejeldltiik az inszercié helyét és
a PCR reakcidban alkalmazott primerek helyzetét. A kinagyitott szekvencia pontosan mutatja
az inszercié helyét. A T2 generacios homozigota vonalban génspecifikus primerekkel (F:
pp6atl-F, R: pp6atl-R), RT-PCR segitségével teszteltiik az At1g50370 gén transzkripcidjat.
Lathato, hogy a vadtipust novénybol szarmazo ¢cDNS templaton a génspecifikus primerekkel
amplifikalhato a génre jellemzd fragment, mig a homozigdta mutansban ez hianyzik. ABA
kezelés nem befolyasolta az eredményt. A pp6atl mutans tehat teljes funkciovesztéses (knock
out) mutansnak tekintheté. Hasonlé médon analizaltuk a t6bbi inszerciés mutanst.



A 17285-6s pp6atl vonal csirdzéasi tesztben abszcizinsavra (ABA), tovabbd NaCl-ra és
mannitolra fokozottan érzékenynek bizonyult (3. abra). A genomi DNS Southern blot
analizise szerint a 17285-0s vonalban més génbe nem épiilt be T-DNS, igy a fenotipus a
PP6At] hidnyaval fiigg 0ssze. A korabban felsorolt egyéb vizsgalatokban reprodukalhato
fenotipust nem észleltiink.

ABA, NaCl-és mannitol-érzékenységet mutat a SALK 122405 vonal is (pp6at3,
mutacid a PP6At3 génben). A PP6Atl ¢és PP6AtL3 fehérje csupan két aminosavban tér el
egymastol, ezért funkcidjuk nagymértékben hasonld lehet. A SALK 122405 vonal
vizsgélataink szerint azonban nem null mutans, és emellett masodik T-DNS inszerciot is
tartalmaz a genomban.
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3. &bra. Csirazasi teszt. A Col-0 vadtipusu, illetve a pp6atl és pp6at3 mutansok
csirazasa 200mM NaCl, 300mM mannitol, illetve 1uM ABA jelenlétében. A pp6atl és
pp6at3 mutansok fokozott érzékenységet mutatnak so-stressz, ozmotikus stressz és
ABA kezelésre. Mig a kontroll taptalajon a mutdnsok és a vadtipusi Arabidopsis
névények csirazasa hasonld, a bemutatott kezelések esetén a mutansok csirazasa gatolt,
illetve joval lassabb a vadtipusu novényekénél.

Osszehasonlitottuk a pp6atl és pp6at3 mutansok ndvekedését so- és ozmotikus stressz
kozben. (4. ébra). A 200mM NaCl tartalmt taptalajon a Col-0 vadtipusu ndvény csokkent
¢letképessége ¢€s lassi novekedése figyelhetdé meg. Ezen a téptalajon a pp6batl €s ppbat3
mutansok novekedése leall, a gyokér elhal, és késObb maga a ndvény is elpusztul. Nagy
novekedését. A mutansok gyokér novekedése joval kisebb a mannitol tartalmt taptalajon, mint a
vadtipust novényeké.
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4. abra. A pp6atl és pp6at3 mutansok novekedésének Gsszehasonlitasa so- és ozmotikus
stressz kdzben.

Az ABA éltal szabdlyozott folyamatok koziil a sztdémazard hatast vizsgdlva nem
talaltunk kiilsnbséget 107-10"M ABA hatasaban vadtipusi ndvény és a pp6atl mutans
kozott.

Az ABA hormon szamos stressz-indukalt gén expresszidjat szabalyozza. Mivel a
pp6atl mutins fokozott ABA érzékenységet mutatott, megvizsgaltuk néhany stresszel
indukélhaté gén expressziojat a pp6atl ¢és pp6at3 mutansokban. A mutdns és vadtipusu
novényeket 0, 6 vagy 24 oran at kezeltik 50 pM ABA hormonnal, és az izolalt RNS
mintakban RT-PCR segitségével teszteltiik a P5CS1, P5CS2, RD22, RD29B, RAB18 és ADH1
gének expresszidjat (5. abra). Szignifikansan kisebb volt a P5CS1 (A'-pirrolin-5-karboxilat
szintazl) gén expresszidja ABA kezelés utan a pp6atl mutdnsban. Mivel a P5CS1 a
glutamatbdl torténd prolinszintézis sebességmeghatarozo 1épését katalizalja, meghataroztuk a

crer

abra).
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5.abra. Néhany stresszindukalt gén expresszidjanak valtozdsa a pp6atl és ppb6at3
mutansokban. Mindegyik gén transzkripcioja emelkedik 6 illetve 24 6ra ABA kezelés utan. A
prolin bioszintézist szabalyozé P5CS1 gén expresszidja alacsonyabb szinti a pp6atl
mutansban, ami arra utal, hogy a gén ABA indukciojaban szerepet jatszik a vadtipusa PP6At1
gén. A RAB18, RD22, ADH1 és RD29B gének transzkripcidja nem valtozik a mutansokban.
Referenciagén: ubiquitin 10
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6. Abra. Prolinfelhalmozddas valtozdsa a pp6atl és pp6at3 mutansokban. Kéthetes
csirandvényeket kezeltiink 200mM NaCl-dal kiegészitett tapoldattal 0-1-2-3 napig, és a
prolin felhalmozodast 5 ismétlésben mértiik. Lathato, hogy a kezeletlen, kontroll mintakban
(C.) a prolintartalom hasonlo, mig a sokezelt mintakban (Na) fokozatosan emelkedik. A
Col-0 vadtipusi ndévényekben valamint a pp6at3 mutansban a prolinfelhalmozodas
hasonld, mig a pp6atl mutansban alacsonyabb szintii. A csdkkent prolin felhalmozodasért
valdszintileg az alacsony expresszios indukciot mutaté PSCS1 aktivalas felelds.



A NaCl-dal eldidézett prolinfelhalmozodas jelentdsen alacsonyabb volt a pp6atl
mutansban, mig nem tért el szignifikansan a pp6at3 mutans esetében. Mivel a prolin az
ozmotikus stressszel szemben védd hatdsu, az alacsonyabb prolinszint §sszhangban van a
pp6atl mutans csirdzdsanak fokozott stresszérzékenységével. Eredményeink szerint tehat a a.
thaliana PP6 foszfataz(ok)nak valdszinlileg szerepe van az ABA-fliggd ozmotikus
stresszvalaszban (7. abra).

NaCl stressz

ABA
+ o
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P5C51
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7.4bra. Foszfatazok szerepe a prolin felhalmozddasban illetve a stresz
adaptacioban. Egyszertiisitett modell. Az altalunk vizsgalt PP6At1 illetve
PP6At3 gének koziil a PP6Atl pozitiv modon befolyasolja az ABA
jelatvitelt, ami a P5CS1 gén transzkripcidjat is szabalyozza. A pp6atl
mutansban ugyanis csokkent az ABA altal indukalt PSCS1 transzkripcio,
illetve a sostressz soran mért prolin felhalmozodas. A pp6at3 mutansban nem
tapasztaltunk hasonld valtozast, ami a két hasonld gén némileg eltérd
szerepére utal. Az ABII foszfatdz negativ médon befolyasolja a P5CS1
expressziot is szabalyozo ABA jelatvitelt.

Kutatasunk ideje alatt kozolték, hogy a PP6At]1 és PP6At3 zabban talalhato homologja
fitokrom a-val és b-vel kdlcsonhatd foszfataz (FyPP) és az Arabidopsis enzimek funkcioja is
hasonlo, tovabba a két gén egyiittes vagy csak a PP6At3 csendesitése a virdgzasi idot
csokkenti. A PP6At] szerepét kiillon nem vizsgaltak (Kim et al., Plant Cell 14, 3043-3056,
2002). Ezért 6sszehasonlitottuk a pp6at]l mutansok viragzasi idejét a vadtipust novényekével.
Eredményeink szerint a PP6AtI kiiitése nem valtoztatja meg szignifikansan a viragzasi idot a
vadtipust ndvényhez képest.

A pp6atl mutins komplementacidja, valamint vadtipusi novényben a PP6At]
overexpresszioja céljabol az ABRC-bdl megkapott cDNS-t pPCVBI1 ndvényi expresszios



vektorba klonoztunk, majd szekvenciajanak ellendrzése utan E. colibol  Agrobacterium
tumefaciens GV3101/ pMP90RK-ba épitettik be a HB101/pRK2013 E. coli segédtorzs
felhasznalasaval (,,tri parental mating”). A mutansok komplementaldsa és a PP6Atl gén
overexpressziojat célzo transzformacios kisérletek folyamatban vannak.

Vadtipusu ndvény szerveibdl és csiranovényekbdl izolalt RNS-ek RT-PCR
analizisével megallapitottuk, hogy a PP6Atl a vizsgalt valamennyi szervben (gyokér,
rozettalevél, szarlevél, szar, viragbimbo, virag, zold termés és érett termés), tovabba a 3-és 8-
napos csirandvényekben is atirodik. Legmagasabb szintli expresszidot a szarban és a
viragbimboban észleltiink (8. abra).

Az Arabidopsis PP6 gének funkcionalis analizisét leird kozleményiink eldkésziiletben
van.

1 2 34 656 67 8 910 11

PPBAt1
BSL3

ubiquitin10

8. dbra. A PP6Atl és BSL3 protein foszfatdz gének expreszidjanak analizise.
Génspecifikus primerekkel RT-PCR reakcidval tanulmanyoztuk a kiilonbozo
szervekbdl izolalt RNS mintakbol kapott cDNS templatokon az adott génekre
jellemzo transzkript mennyiségét. Az RNS mintdk eredete: 1: gyokér, 2:
rozettalevél, 3: szarlevél, 4: szar, 5: viragbimbo, 6: virag, 7: z6ld termés, 8: érett
termés, 9: 3 napos csirandvény (in vitro), 10: 8 napos csiranovény (in vitro), 11:
fonnyado levél. A PP6Atl gén a szarban és virdg bimboban, mig a BSL3 gén
szarban, virag bimboban, éretlen termésben, és csirandvényekben mutatott
viszonylag magas expressziot. Referenciagén: ubiquitin 10.

PP7 funkciondlis vizsgalata

A 71859-es vonal esetében a T-DNS az AtPP7 (At5g63870) gén masodik exonjaba,
mig az 55915-0s vonalnal a 3. és 4. exon kozotti intronba €piilt be (9. abra).

Koncz 71859 Koncz 55915
T-DNS T-DNS
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9. dbra. T-DNS beépiilés az AtPP7 génbe: Koncz 71859 és Koncz 55915 vonalak

Csirazasi tesztben egyik vonal sem mutatott fenotipust. A fény hatdsanak vizsgalatat a
71859-es vonallal végeztiik. A varakozasnak megfeleléen a mutansok s6tétben mért értékre
normalizalt hipokotilhossza kék fényben hosszabb volt, mint a vadtipusé, bar ez a fenotipus
gyengébb volt, mint a gén csendesitése révén kapott novényeké (Moller, S.G. és mtsai (2003)



Plant Cell 15, 1111-1119). Az eltérés egyik lehetséges oka, hogy a csendesités az AtPP7-tel
homoloég At1g48120 gént is érintette. Eredményeink megerdsitik, hogy a PP7-nek szerepe
lehet a kék fény jelatvitelében.

RT-PCR analizisiink szerint az AtPP7 gén a vadtipusu ndvény valamennyi vizsgalt
szervében atirddik.

BSL3 funkcidjanak vizsgalata

A 75426-0s mutans vonalban az At2g27210 (BSL3) gén 19. exonjaba épiilt be T-DNS
(10. &bra). Mésodik T-DNS-t a genom Southern blot alapjan nem tartalmazott. Az RNS RT-

T-DNS
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10. dbra. A T-DNS inzert helyzete az At2g27210 génben a bsI3 vonal esetén

PCR analizisével a génrdél szdrmazo transzkriptet nem tudtunk kimutatni, a mutans teljes
funkciovesztéses allélnak tekinthetd. A vadtipusu és a mutans novény kivonatanak foszforilaz
foszfataz aktivitasa kozott szignifikans kiilonbséget nem talaltunk.

A mutans csirdzasaban, tovabba vords, tdvoli vords és kék fényben kialakulod
hipokotilhosszdban szamottevd, reprodukélhatd eltérést nem tapasztaltunk a vadtipushoz
képest.

A BSUI1 kelch-motivomot tartalmazo foszfataz a brasszinoszteroid szignalatviteli ut
pozitiv regulatora, amely a BES1 transzkripcios faktor foszforilacios allapotat szabdlyozza és
a sejtmagban lokalizalodik [Mora-Garcia és mtsai (2004) Genes Dev. 18, 448-460]. Az
ugyancsak PPP Kelch tipusa BSL3 hasonlé szerepét feltételezve vizsgaltuk a brasszinazol
(brasszinoszteroid bioszintézis inhibitor) hatasat a sotétben nevelt bsI3 és vadtipusu, s6tétben
nevelt csirandvény hipokotilhosszara. Az inhibitor mindkét esetben hasonlé méretcsokkenést
okozott. Feltételezhetd, hogy a nagymértékben azonos szekvencidju PPP Kelch enzimek
funkcidja atfedd, a bsl3 fenotipusanak hianya ennek tulajdonithato. A BSL2 és BSL3 gén
egyiittes csendesitése torpendvést eredményez (Mora-Garcia és mtsai, 2004).

A BSL3 mRNS a vadtipusu ndévény valamennyi vizsgalt A. thaliana szervben
megjelenik, legnagyobb mennyiségben a szarban, viragbimbdban és az éretlen termésben (8.
abra).

A BSL3 overexpressziojahoz és sejtmagi lokalizacidjdnak megéllapitasahoz cDNS-ét
egy Arabidopsis sejtszuszpenziobol készitett pACT2 c¢DNS-konyvtarbol (Dr. Koncz
Csabatol) polimeraz lancreakcioval klonoztuk, és pPGEM-T Easy vektorba illesztettiik. Ezutan
végein PCR modszerrel Xbal és Smal hasitasi helyeket kialakitva Bluescript KS(+) vektorba
ligaltuk, majd attettiik sarga fluoreszcens fuzios fehérje termelését biztositd binaris vektorba
[35S(2x)YFP pPCVB]. Szekvenciajanak ellendrzésekor két, aminosavcserét eredményez6
pontmutéciot talaltunk az N-termindlison, ami a vektorkonstrukcio javitasat teszi sziikségessé.

Kettés novényspecifikus foszfatdiz mutansok eldallitasa céljabol a bsl3 mutanst
sikeriilt keresztezni a bsul, valamint a bsll vonallal. Ezek a vonalak szembet(iné fenotipust
nem mutatnak, ugyanakkor nem-foszfatdz génben is tartalmaznak T-DNS inszerciot. A
foszfatdz génekre kettés mutans homozigdta ndvények azonositdsara a projekt ideje alatt ido
hianyaban mar nem kertilt sor.



PP2A funkciondlis vizsgalata

Dr. Koncz Csabaval egyiittmiikdve vizsgaltuk a kovetkez6 mutdns vonalakat:
GABI_072G03 : a PP2A-2 katalitikus alegység génjének elsd és masodik exonja kozotti
intronban tartalmaz T-DNS inszerciot (11. abra), fél-himsteril és fél-tdrpe fenotipust mutatott,
ami nem szegregalt egylitt az inszercidval.
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gttt tTTCTT CAGGATATATTC A TATCCTGRAGCCATGAAGCCATTTTTACTTTTTT

11. &bra. GABI_072G03 mutans: T-DNS inszercio az At1g10430 génbe. A kisbetiik novényi
szekvencidkat, a nagybetiik T-DNS szekvenciakat, a vastag betiik kitolto (filler) szekvenciakat
jelolnek. A két ellentétesen orientalt, tandem T-DNS beépiilése a célgénben 27 bp deléciot okozott.

GABI_121E09 és GABI_205D02: az inszercido a PP2A B”a regulator alegység génjének 7. és
8., illetve 9. és 10 exonja kozott levé intronban van (12. &bra). Mindkét vonal esetén
tapasztalhaté embri6 letalitds, ami azonban a szegregacids analizis szerint fliggetlen a PP2A

B”a gén mutacidjatol.
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12. &bra. Inszercid az At5g44090 génbe: GABI 121 E09 és GABI_205D02

A PP2A-2 Kkatalitikus alegységet, illetve a B”a regulator alegységet feltehetdleg

crey

nincs szembetling fenotipusa.



A PP2A szamos fehérjével asszocialdodhat, amelyek szabalyozo funkcidt toltenek be.

Ezek kozé tartozik a SET, a PP2A inhibitora. Dr. Fehér Attilaval folytatott egyiittmitkddésben
korabbi vizsgalataink soran azonositottuk és baktériumban expresszaltuk a SET lucerna
homologjat. Sikertilt azonositani a SET homoldgot Arabidopsisban is (AtSET). Az AtSET-et
ugyancsak baktériumban termeltetett fuzios fehérjeként allitottuk eld. Megvizsgaltuk hatdsat a
nyul PP1 és PP2A katalitikus alegységére (PP1c és PP2Ac), foszforilalt hiszton 2B (13. dbra)
¢s foszforilaz a szubsztrattal. Az AtSET a PP2Ac-t jobban gatolta, mint a PPlc-t, ¢és
foszfohiszton szubsztrat esetében nagysagrenddel kisebb koncentracidban hatdsos volt.
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13. dbra. AtSET hatasa PP1c és PP2Ac hiszton foszfatdz aktivitasara

Anti-foszfo-Ser-10-hiszton H3 antitesttel, Western blot segitségével kimutattuk, hogy
hasonléan a Drosophila homologhoz, az AtSET gatolja a hiszton H3 Ser-10 oldallanc
defoszforilaciojat PP2Ac-vel (14. abra), ami Osszhangban van feltételezett szerepével a
transzkripcid szabalyozasaban. A SET—tel kapcsolatos eredményeket bemutatd, Dr. Fehér
Attilaval k6zos kozleménylink el6késziiletben van.

14. abra. AtSET hatasa a hisztonH3 Ser-10 oldallancanak foszforilacios allapotara a PPlc-vel és

PP2Ac-vel valo defoszforilacioban. 5 pg hiszton H3-at 40 pl kozegben 17 mU PPlc vagy 2 mU
of PP2Ac, 45 mM imidazol -HCI (pH 7.2), 5 mM MnCl,, 150 mM NaCl, 8 mM 2-mercaptoethanol és
3 uM At Set jelenlétében vagy tavollétében 30°C-on inkubaltunk. 60 perc mulva, 10 pl of 5 X SDS
mintapuffer hozzdadasa utan az oldatokat 100 °C-on 5 percig forraltuk. 2 pg hiszton H3-at tartalmazo
mintdkat SDS-PAGE-val valasztottunk szét, majd nitrocelluloz membranra blottoltunk. A: Az
immundetektalast nyul anti-foszfo-Ser-10-hiszton H3 monoklonalis antitesttel és kecske anti-nytl IgG
peroxidaz konjugatummal végeztiikk és ECL modszerrel detektaltuk B: a mintakban levdé hiszton H3
mennyisége Coomassie Brilliant Blue-val valo festés utan.

1: hiszton H3; 2: hisztonH3+ PPlc; 3: hiszton H3+ PP1c + AtSet; 4: hiszton H3 + PP2Ac; 5: hiszton
H3 + PP2Ac + AtSET.



Tudoményos kdzlemények

Az Arabidopsis PPP foszfatdzokrol szolo kézleményiink 2007. aprilisban jelenik meg
(Farkas I., Dombradi V., Miskei M., Szabados L., Koncz C.: Arabidopsis PPP family of
serine/threonine phosphatases (2007), Trends in Plant Science, nyomdaban). Két tovabbi
kozleményt jelenleg készitiink:

Bir6 J, Otvos K, Farkas I, Frankard V, Sziics A, Domoki M, Dombradi V and Fehér
A (2007) The plant NAP/SET protein affects histone phosphorylation and trancriptional
regulation. Plant Physiology (el6késziiletben) és

Abraham E., Cseh E., Szabados L., Gergely P., Dombradi V., Koncz C., Farkas I.
PP6 protein phosphatase genes control abiotic stress responses in Arabidopsis thaliana
(elokésziiletben)

Eredményeinkrdl hazai és nemzetkozi konferencidkon 6t posztert mutattunk be és
két eldadast tartottunk.



