ZAROJELENTES

a T038365 OTKA nyilvantartasi szamu ,,Arabidopsis SCF-SnRK ubiquitin-ligaz
komplexek szerkezetének vizsgalata és az alegységek funkcionalis analizise** cimii
projektrol

1. A kutatasi eredmények rovid osszefoglalasa

Az Arabidopsis SnRK heterotrimer kinaz komplex epitopjelolt alegységeinek szuszpenzios
sejtkultiraban és novényekben vald expresszigjaval a komplexek alegységszerkezetét €s
kolcsonhatasait vizsgaltuk. Megallapitottuk, ha a katalitikus AKIN10/11 kinaz alegység a
PRL1 inhibitor fehérjével vald asszocidcionak koszonhetéen inaktiv, nem foszforilalt
formaban van, akkor kolcsonhat a 26S proteaszomaval de ekkor az AKINf és y regulator
alegységek jelenléte nem detektalhatdo. Az AKIN-PRL1 kapcsolat hianya illetve
disszociacioja az AKIN10/11 alegység autofoszforilalasat és aktivalasat eredményezi, ekkor
a 26S proteaszoma mellett az AKINf és y alegységek valamint a COP9 szignaloszoma is a
komplex részét képezi. Ismert, hogy a COP9 szignaloszoma az SCF E3 ubiquitin ligaz
komplexeket inaktivalja a kullin alegység deneddylalasa révén. Az altalunk javasolt modell
feltételezi, hogy az SnRK-COP9 kolcsonhatas gatolja a deneddilaciot, ezaltal aktivalja az
SCF komplexeket, és eldsegiti az aktivalt SCF-szubsztrat komplexek 26S proteaszomahoz
valo dokkolasat.

Brief summary of results

We investigated the subunit structure and interactions of the heterotrimeric SnRK kinase
complex by expressing epitope-tagged subunits in Arabidopsis plants and cultured cells.
When the catalytic AKIN10/11 kinase subunit is kept in an unphosphorylated inactive form
through association with the inhibitor PRL1 protein, the catalytic subunit interacts with the
26S proteasome but the presence of AKINf and y regulatory subunits cannot be detected in
the complex. Dissociation of the AKIN-PRL1 interaction, or the lack of it, results in
phosphorylation and activation of the AKIN10/11 subunit which then binds to the 26S
proteasome as well as to the AKINf and y subunits and recruits COP9 signalosome to the
holoenzyme complex. It is known that due to its cullin deneddylase activity the COP9
signalosome inactivates SCF E3 ubiquitin ligase complexes. Our results suggest a model in
which the SnRK-COP9 interaction abolishes the deneddylase activity of COP9 and results in
the formation of active SCF-substrate complexes and might facilitate their docking to the 26S
proteasome.

2. Az eredmények részletes ismertetése

2.1 Célkitiizések

Az AKIN10 és AKINI11 szerin-treonin tipus protein kinazok funkcionalisan az
éleszté Snfl protein kinaz Arabidopsis ortologjai (Hrabak et al., 2003). ElesztGben az Snfl
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protein kinaz érzékeli a sejten beluli glukdz szint valtozasait és felelelds a szénhidrat/glukodz
repressziodban részt vevd gének de-represszalasaért. A novényi Snfl-szerd protein kinazok
(SnRK) az éleszt6 Snfl kinazhoz hasonloan gluko6z regulaltsagot mutatnak. A novényi SnRK
kinazok heterotrimerikus fehérjekomplexet alkotnak, amely a katalitikus o, a szubsztrat
felismer6 B és az aktivalo y alegységekbdl épul fel (Hardie et al.,1998). Az SnRK kinazok,
ellentétben az €leszt6ben és az emldsokben tapasztaltakkal, ahol egy un. upstream kinaz
foszforilalja és ezaltal aktivalja a kinaz komplex katalitikus o alegységét, autofoszforilacios
aktivitast mutat.

Munkank célja a novényi szignalatvitelben résztvevé SnRK és SCF ubiquitin ligaz
komplexek szerkezetének biokémiai és molekularis genetikai vizsgalata volt. Kutatasi
tervink alapjat azok a megfigyelések képezték, melyek a novényi SnRK kinazok
kolcsonhatasat irtak le a 20S proteaszoma 04/PADI1 alegységgel és az SCF E3 ubiquitin ligaz
komplex SKP1/ASK1 alegységével valamint a PRL1 fehérjével (Farras et al., 2001, Bhalerao
et al., 1999). Az SCF (Skpl-Cullin-F-box) E3 enzimkomplexek szamos regulatorfehérje
stabilitasat szabalyozzak. A komplexet négy konzervalt alegység alkotja. A Cdc53/cullin
(cell-division-cycle 53), SKP1 (supressor of the kinetochore proteinl), RBX1 (Ring-box
proteinl) és egy F-box fehérje. A Cdc53/cullin, SKP1 és az RBX1 fehérjék altal alkotott
"alapegységhez" kulonboz6 F-box proteinek kapcsoldodnak amelyek az SCF komplexek
egyedi szubsztratfelismerd specificitasat biztositjak. A sejtmagban lokalizaloddo PRL1 WD40
fehérje gatolja az SnRK kinazok aktivitasat €s mutacidja hormon, cukor és hideg stressz
hiperszenzitivitast okoz (Németh et al., 1998). Kisérleti stratégiank egyrészt a HA és c-Myc
epitoppal jelolt SnRK-SCF alegységek novényi sejtkultiraban vald kifejeztetésére, a
komplexek immunoaffinitas tisztitasara és az alegységek tomegspektrometrias azonositasara
épult. Masrészt, az azonositott fehérjéket kodoldo gének T-DNS inszercids mutansainak
analizisével az érintett jelatviteli folyamatokat kivantuk vizsgalni. Munkaterviink az alabbi
1épéseket tartalmazta:

1. SnRK kinaz komplex alegységek, tovabba SCF ubiquitin ligaz komplex alegységek (cullin
és Skpl) jelolése epitopokkal és ezeknek kifejeztetése egyedileg ill. paronkénti
kombinaciokban Arabidopsis sejtekben.

2. Az epitop jelolt SnRK-SCF komplexek kromatografias és immunoaffinitas tisztitasa, az
alegységek azonositasa tomegspektrometriaval.

3. T-DNS inszercio izolalasa a jellemzett SnRK-SCF komplexek alegységeit kodolo
génekben PCR segitségével.

4. A T-DNS inszercios mutansok jellemzése: hormon, sejtosztodasi és stresszvalaszok
analizisével és kettds mutans kombinaciok vizsgalataval.

2.2 Epitoppal jelolt alegységek expresszioja Arabidopsis sejtekben

Az SnRK komplexek tisztitasahoz és a kolcsonhato fehérjék azonositasidhoz a mar
ismert alegységek epitoppal jelolt formajat expresszaldo sejtvonalakat kellett 1étrehoznunk.
Munkank soran Agrobacterium segitségével juttatuk a hemagglutinin (HA) illetve c-myc
epitoppal jelolt fehérjéket expresszaldo binaris vektorokat Arabidopsis szuszpenzids
sejtkultiraba. El6szor az AKIN10 és AKIN11 katalitikus o alegységek N- és C-terminalis c-
myc jelolt formait kiséreltuk meg kifejeztetni. C-myc-AKIN10 fehérjét expresszalo kultarat
sikerult eldallitanunk de az expresszio szintje az alkalmazott erds 35S promoter ellenére

2



alacsony volt (2002. évi szakmai részjelentés 1. dbra). Az AKINI11-c-myc fehérje
kifejeztetése soran pedig nem sikeriilt stabil sejtkultarat létrehoznunk. Az AKIN fehérjék
alacsony szintd ill. nem detektalhato kifejez6désének egyik lehetséges magyarazata az, hogy
az emlGs és élesztd Snfl kindzokkal ellentétben, melyeket egy upstream kinaz aktival, a
novényi katalitikus o alegységek autofoszforilalnak és ezaltal magukat aktivalni képesek. Az
SnRK kinazok jelatviteli folyamatokban betoltott kritikus szerepe miatt a novényi sejt
szamara a kinaz aktiv formajanak konstitutiv jelenléte nem kivanatos lehet.

Az éleszt6 és emlds Snfl/AMPK
kinazokhoz hasonldan a novényi SnRK

Snf4 kinazok is heterotrimerikus komplexet

(v) képeznek (1.abra). Az Arabidopsis
AtSNF4 . L B
AKINBY genom harom katalitikus o alegységet

(az AKIN12 pszeudogén), kettd
szubsztratkot6 és ,scaffolding® f

S!p2 HEHINO e 4 . 4
e KIS\ ASC\ B) alegységet valamint egy regulator y

AKINB1.B2 alegységet kodol (Kleinow et al., 2000).
Ez a szerkezeti felépités lehetGvé tette,
hogy a kolcsonhatdok vizsgalatahoz a
nehezen kifejeztethet$ kindz alegységek
helyett a komplex szubsztratkotd és
regulator alegységeinek epitop jelolt formait hasznaljuk. Az N-terminalisan HA epitoppal
jelolt AKINP2/SIP fehérjét sikeresen expresszaltattuk Arabidopsis sejtekben. Mivel a
konstitutiven kifejez6d6 HA-AKINB2/SIP fehérjével koimmunprecipitalni lehetett az
AKIN10/11 kinazokat (2002. évi szakmai részjelentés 4. dbra), a stabil sejtkultiira megfelelé
kiindulasi anyagot szolgaltatott a fehérjekomplexek alegységeinek biokémiai vizsgalatahoz.
Az AKIN10/11 és AKINP2/SIP fehérjéken kivul az Osszes alegység valamint a kinaz
kolcsonhatd partner PRL1 fehérje epitop jelolt valtozatat expresszald vektorokat is
készitettunk és ezekkel transzformans novényi sejtvonalakat hoztunk létre. A fehérjék
kifejezO0dését és stabilitdsat immunofluoreszcens mikroszkopiaval (PRL1, AKINP2,
AtSNF4/AKINy) és western hibridizacios technikaval ellendriztuk. A konstitutiv 35S
promotert tartalmazo konstrukcidok mellett készitettink osztradiol-szabalyozott promotert
tartalmazo vektorokat is. Annak érdekében, hogy az epitop-jelolt proteineket a vadtipusa
fehérjéhez hasonld expresszids szinten fejeztessuik ki megklondztuk a gének promoOter
régiojat és azokat a kodoldo cDNS szakaszok elé épitettuk. Végezetul az AKIN10/11 kinazok
ATP-koto régidjaban és aktivald T-loop régidjaban mutaciot hordoz6 katalitikusan inaktiv
fehérjék epitop-jelolt valtozatainak 1étrehozasan dolgoztunk (2003. évi szakmai részjelentés
2. Tdbldzar).

Korabbi biokémiai eredményeinkre tamaszkodva valamint irodalmi adatokbol
prediktalhtd kolcsonhatasokat figyelembe véve a HA/c-myc epitoppal jelolt gének korébe
SCF ubiquitin ligaz alegységeket is bevontunk. Az Arabidopsis genomban 6 cullin gént
azonositottunk. A cullin fehérjéket kodolo teljes hosszisagh cDNS szekvenciak nagy mérete
miatt az eredeti exon-intron szerkezetet tartalmazd genomi szekvencianak Arabidopsis
genomi fagkonyvtarbdl torténd izolalasat alkalmaztuk. Klonozasi stratégiank soran az utolsd
exonhoz fazionaltatott HA és c-myc epitdp szekvencia biztositja majd az immunologiai
detektalas lehet6ségét. A konstitutiv kifejez6dést CaMV35S promoterrel, mig az indukalhato
génkifejez6dést a novényi rendszerekben széles korben alkalmazott Gn. Osztradiol
indukalhatd promoter szekvencianak a genomi szekvenciaval valo egybeépitésével kivantuk

1. abra. Az eukaridta Snfl/AMPK kinaz szerkezete. Az
abran dolt bettikkel jeloltuk az alegységek Arabidopsis
ortologjait.



elérni. A 6 cullin génbdl harom esetében rendelkeziink C-terminalis HA és c-myc epitdop
jelolt konstrukciokkal. Az Arabidopsis sejtkultiraban torténd expresszid soran a cullinl és
cullin2 gének esetében kaptunk a CaMV35S promoter szabalyzasa alatt magas szintd
kifejezddést. Az Arabidopsis genom altal kodolt 19 ASK/SKP fehérjék kozul kettd C-
terminalisan epitop-jelolt valtozatat is elkészitettuk (1. Tablazat).

Protein Konstrukcio Promoter Transzformalas
PRL1 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At4g15900 -Osztradiol indukélhatd -Arabidopsis Col-0 novény
-Nativ promoter - Arabidopsis priI null mutans
gDNS+HA és c-myc epitop novény
-Osztradiol indukalhatd
-Nativ promoter
AKIN10 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At3g01090 -Osztradiol indukélhatd -Arabidopsis Col-0 novény
-Nativ promoter-GUS
AKINI11 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At3g29160 -Osztradiol indukélhatd -Arabidopsis Col-0 novény
-Nativ promoter-GUS
AKINB1 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At5g21170 -Osztradiol indukalhatd -Arabidopsis Col-0 novény
AKINB2 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At4g16360 -Arabidopsis Col-0 novény
AtSNF4/ AKINBy cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At1g09020 -Osztradiol indukélhatd -Arabidopsis Col-0 novény
Cullinl gDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At4g02570 -Nativ promoter -Arabidopsis Col-0 novény
Cullin2 gDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At1g02980
Cullin3 gDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Arabidopsis Col-0 novény
Atl1g43140
SKP1/ASK1 cDNS+HA és c-myc epitop -konstitutiv CaM V35S -Sejtszuszpenzid
At1g75950 gDNS+HA és c-myc epitop -Osztradiol indukélhatd -Arabidopsis Col-0 novény
-Nativ promoter
-Sejtszuszpenzid
ASK?2 cDNS+ c-myc epitdp -konstitutiv CaM V35S -Arabidopsis Col-0 novény

1. Tablazat. Epitop-jelolt fehérjék novényi expresszidjahoz készitett binaris vektorok osszefoglalasa. A
tablazatban feltuntettik, hogy az adott konstrukcid elkészitéséhez a fehérjét kodold cDNS, illetve a genomi
DNS (gDNS) szakaszt jeloltuk hemagglutinin (HA) illetve c-myc epitoppal. Kovér betiikkel szedtik azokat a
fehérjéket, amelyek expresszidja sikeres volt.

2.3 Affinitastisztitott komplexek alegységszerkezetének immunologiai és
tomegspektrometrias vizsgalata

A kinazkomplexek tisztitasahoz el8szor a HA-AKINB2/SIP fehérjét expresszalo
sejtvonalat valasztottuk. A sejtekbdl fehérje extraktumot készitettunk amelyet kozvetleniil -
HA ellenanyagot hordozd matrixszal inkubaltunk. Az immunprecipitalt fehérjék HA
peptiddel valo eltcidja utan a HA-AKINR2/SIP fehérje SnRK kinazzal vald asszociaciojat
anti-NPKS ellenanyaggal detektaltuk amely a tejles hosszisagi dohany SnRK kinaz fehérje
ellen készult és felismeri az Arabidopsis AKIN10/11 kinazokat. Az Arabidopsis SnRK kinaz
ill. kindzok koimmunprecipitalodtak a HA-AKINPB2/SIP fehérjével (2002. évi szakmai
részjelentés 5/B dbra). Megvizsgaltuk tovabba, hogy a HA-AKINP2/SIP fehérjével stabil
komplexet alkotd kinaz(ok) funkcionalisan aktiv formaban vannak-e. Ezt egyrészt az éleszt6d
SNF1 kinaz aktivalo foszforilacios helyével szemben termeltetett specifikus antifoszfopeptid
antitest (PT210) segitségével vizsgaltuk. A HA-AKINP2/SIP vonalbol anti-HA ellenanyaggal
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immunprecipitalt mintadban a PT210 antitest foszforilalt SnRK kinazt detektalt (2002. évi
szakmai részjelentés 6/A dbra). Masrészt in vitro foszforilacios kisérletben analizaltuk a HA-
AKINB2/SIP asszocialt kinaz(ok) aktivitasat. Szubsztratként a novényi SnRK kinazok
foszforilacios felismerShelyének peptidszekvencidjat (a szachar6zfoszfat szintaz enzim KD
katalitikus doménjét) a tioredoxin fehérjével C-terminalis fizibban (TRX-KD) hasznaltuk
(2002. évi szakmai részjelentés 6/B dbra). Az immunprecipitaitumban detektalt TRX-KD
foszforilacids aktivitas arra utalt, hogy az HA-AKINB2/SIP fehérjével asszocialt kinaz
funkcionalis aktiv. Ezt kovetSen megvizsgaltuk, hogy az aktiv kinazt tartalmazd
immunprecipititumban a proteaszoOma jelenléte kimutathatdo-e. A 2002. évi szakmai
részjelentés 7. dbra abran lathatd, hogy a proteoszoma 20S oa-alegységét felismerd
ellenanyaggal kesziillt immunoblot proteaszoma asszociacid jelenlétét valdszindsiti. A HA-
AKINR2/SIP fehérje 20S proteaszOma asszociacigjanak ellendrzéséhez megismételtuk a HA
matrixon vald affinitas tisztitast, de az immunoprecipitaciot megel6z6en a fehérje
extraktumot DEAE-Affigel Blue ioncseréld kromatografiaval el6frakcionaltuk (2002. évi
szakmai részjelentés 8. dbra). A kromatografias frakciokbol immunprecipitalt fehérjéket o-
20S ellenanyaggal teszteltuik melynek eredménye megerésitette az AKINPB2/SIP fehérje
proteoszoma asszociaciojat (2002. évi szakmai részjelentés 9. dbra). Az ismételt kisérlet
soran a rendelkezésuinkre all6 immunologiai reagensek segitségével tovabb elemeztiuk az
izolalt fehérjekomplex alegységszerkezetét és specifikus ellenanyagok segitségével
kimutattuk a SNF4/AKINy regulator fehérje, valamint a COP9 szignaloszoma CSN8
alegységének a jelenlétét is (2003. évi szakmai részjelentés 1. dbra).

Immunologiai reagensekkel szintén elemeztuk az SnRK kinaz aktivitasat gatlo PRL1
komplex szerkezetét is. A biokémiai frakcionalas soran kiindulasi anyagunk a HA epitoppal
jelolt PRL1 fehérjét konstitutivan expresszalod pr// null mutans novény volt. A komponensek
azonositasanak osszefoglalo adataibol kitlinik, hogy a kinazt aktivaldo SnRKy alegység
valamint SCF komplex elemei egyarant hidnyoznak a komplexbdl és az SnRK fehérje aktiv,
foszforilalt formaja sem mutathato ki (2003. évi szakmai részjelentés 2. dbra).

Az altalunk detektalt kolcsonhatasok kulonbozd SnRK-proteaszoma komplexek
jelenlétére utalnak, amelyek feltételezett szerkezetét a 2. abran foglaltuk Ossze. Az
AKIN10/11 interaktor PRL1 fehérje gatolja a kinaz aktivitasat és jelenlegi eredményeink
szerint a 26S proteaszomaval kapcsolt kindz komplexben helyettesitheti a heterotrimer
AKINP és SNF4/AKINPy alegységét, valamint lefedi a kinaz fehérjének az SCF komplex
ASK1/SKP1 alegységével kolcsonhato régiojat is. A PRL1 inhibitor fehérje disszociaciojat
kovetden a kinaz aktivalodik és asszocial az SnRK komplex regulator AKINP és
SNF4/AKINfy alegységeivel. Ebben a komplexben a rendelkezésuinkre 4110 ellenanyagokkal
nem lehetett SCF alegységek (SKP1/ASK1 és CUL1) jelenlétét kimutatni. Detektalni tudtuk
azonban a COP9 szignaloszoma CSN8/FUS4 alegységét, melynek alapjan feltételezhet6 a
teljes szignaloszoma jelenléte. A COP9 szignaloszoma egyik ismert biologiai aktivitasa a
cullin fehérjék poszt-transzlacidos modositasanak megvaltoztatasa, deneddilalasa, és ezaltal az
SCF komplexek aktivitasanak szabalyozasa. A modell szerint lehetséges, hogy az SnRK
komplex a COP9 deneddilacios aktivitasanak modulalasaval elGsegiti az aktivalt (neddilalt)
SCF komplexek proteaszoméahoz torténd kapcsoldodasat. Eltérd struktaraji SnRK-
proteaszoma komplexek kialakulasanak lehetGségét tamasztja ala az AKIN10/11 fehérjék
kolcsonhatasainak térképezése is. Az aktivalo SNF4/AKINPy alegység, a PRL1 inhibitor
fehérje valamint az SKP1/ASK1 SCF komplex alegység az AKIN10/11 fehérjék egyazon
régiojahoz kotddik, kompetitiv modon.
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2. abra. Az SnRK-proteaszoma komplexek szerkezete.

A HA-PRL1 és HA-AKINPB2/SIP fehérjéket expresszalo novény és sejtvonal

megfeleld kiindulasi anyag volt a komplexek preparativ tisztitasara és alegységszerkezetuk
tomegspektrometrias vizsgalatara. Az ioncseréld kromatografids és immunoaffinitas
kromatografias frakcionalasi 1épések soran a fehérjék mennyiségét kolloidalis Coomassie-
festéssel ellendriztuk. A kapott fehérjemintazatok nagyfokt komplexitasa (2003. évi szakmai
részjelentés 3. dbra) sziukségessé tette, hogy az eredeti megkozelitésuink helyett (a tisztitott
komplexek 2-dimenzids gél elektroforézisét kovetéen a komponensek proteolitikus
emésztése és MALDI analizise) a nano LC-MS/MS technikat alkalmazzuk, melynek soran a
gélben torténd proteolitikus emésztést kovetéen a kinyert peptideket nagynyomast
folyadékkromatografiaval el6frakcionaljuk a tomegspektrometrias analizist megel6zéen.
A prll null mutans novényben kifejeztetett HA-PRL1 fehérjét termel6 novénybdl készitett
fehérje extraktumot ioncserél6é oszlopon kromatografaltuk, majd anti-HA affinitds matrixon
tisztitottuk tovabb azokat a kromatografias frakciokat, amelyekben western blot technikaval
kimutathato volt a HA-PRL1 fehérje jelenléte. A fehérjéket tripszinnel emésztettik, majd a
peptidek kétdimenzids nagynyomast folyadékkromatografias szeparalasa utan Q-TOF
spektrometriaval elemeztuk. Az azonositott fehérjék adatait, amit a 2004. évi szakmai
részjelentés 2. szamu tablazata tartalmaz, kiegészitve a 2. Tablazatban foglaltuk ossze.



Annotation/Description MW Coverage % Peptides AGI Nr.
Gene 5 promoter-binding factor GSBF 42619.8 20.1 5 At1g09340
LOS2 Involved in light-dependent cold tolerance and encodes an enolase 47719.3 15.8 4

At2g36530
LOS1 translation elongation factor 2-like protein 94246.5 5.2 3 Atlg56070
PRL1 54009.5 8.0 3 At4g15900
AMP-dependent synthetase and ligase family protein 55544.3 4.9 2 At3g48990
‘WD-40 repeat protein (AtArcA) 35747.6 9.2 2 At1g18080
PRL2 53568.3 5.8 2 At3g16650
DNAJ heat shock N-terminal domain-containing protein 63521.9 3.9 2 At4g02100
peptidase M1 family protein, similar to SPIP04825 Aminopeptidase 48216.0 5.6 2 Atl1g63770
N99841.0
helicase, putative, similar to SPIQ03468 Excision repair protein ERCC-6 62475.6 3.1 2 At1g03750
KH domain-containing protein, various predicted RNA binding proteins 62745.6 4.2 2 At5g09560
actin 11 (ACT11) 41674.6 5.6 2

At3g12110
F-box family protein, contains Pfam:PF00646 F-box domain 78065.7 3.5 2 At1g20940
SPla/RYanodine receptor (SPRY) domain-containing protein, low 38892.2 6.9 2 At4g09250
similarity to RanBPM
calmodulin-binding family protein, similar to SF16 protein 28491.0 7.2 2 At2g33990
leucine-rich repeat family protein 75926.8 3.5 2 At1g07390
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein, low similarity to 70187.7 33 2 At5g40400
fertility restorer
ATMPK9, MAP KINASE 9 70770.7 3.2 2 At3g18040
dehydration-responsive family protein 69991.8 4.1 2 At2g40280
transcription factor jumonji (jmj) family protein / zinc finger (CSHC2 99682.0 2.9 2 At4g20400
type)

2. Tablazat. A prll null mutans Arabidopsis novényekben expresszalt HA-PRL1 fehérjével kolcsonhatd
proteinek tomegspektrometrids azonositasa.

A PRL1 fehérjén kivil szamos, az SnRK/PRL1-jelatviteli Gtban feltehet6en szerepet
Jjatsz0 és a sejtmagban lokalizalodo fehérje és transzkripcids faktor jelenléte volt kimutathatod
az affinitastisztitott frakcidban. Az azonositott fehérjék nagy szama azonban arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek tGlnyomo tobbsége feltehet6en az agar6z matrixszal ill. az
immunglobulinnal nemspecifikusan hatnak kolcson. Ujabb kisérleteink szerint az affinitas
oszlophoz asszocialt fehérjék javarésze magasabb sokoncentracioju pufferrel eltavolithato, de
az elaciot kovetd gliceringradiens centrifugalassal a végsd preparatum homogenitisa szintén
novelhetd.

Az SnRK komplex szubsztratkot6 AKINP2 alegységével kolcsonhatd proteinek
azonositasdhoz a HA-epitoppal jelolt fehérjét expresszaldo Arabidopsis sejtkultarabol
indultunk ki. A HA-AKINP2 komplex tisztitasat a HA-PRL1 fehérjénél leirtakhoz hasonloan
végeztuk el, azonban két parhuzamos preparalast végeztunk. Az immunoaffinitasi
kromatografia soran a megkotott fehérjéket hordozd anti-HA matrixot az elsé esetben 150
mM, a méasodik esetben 300 mM sodkoncentracidji pufferrel mostuk az elticios 1épést
megel6zben. Az elualt fehérjék tripszinnel torténd emésztését kovetden az alkotoelemeket
tomegspektrometriaval azonositottuk (2004. évi szakmai részjelentés 3. tdbldzat).



Annotation/Description MW COV;: age Peptides m?n?bler
Proteins eluted after 150 mM NaCl wash
ATCDC48, CDC48, CDC48A, CELL DIVISION CYCLE 48 89393.4 21.5 12
ATCDC48, CDC48, CDC48A, CELL DIVISION CYCLE 48 89958.0 18.9 11
Potential AKIN substrate protein 93002.7 13.7 10
(EMBRYO DEFECTIVE 1395) SAHH 53378.5 26.2 10
gi 26454671 (1) sus1_arath sucrose synthase (sucrose-udp) 92798.4 13.3 9
gi 6630743 (1) cdc48 - like protein [arabidopsis 90340.5 13.3 8
PRL2-binding protein 73629.3 13.9 7
2i 166830 (1) 20s proteasome alpha subunit f1 30476.0 16.2 3
gi 3421082 (1) 20s proteasome alpha subunit d2 27324.1 12.8 2
gi 2511574 (1) 20s proteasome alpha subunit b 25701.2 11.9 2
gi 3421072 (1) 20s proteasome alpha subunit a2 27350.1 8.5 2
gi 1729444 (1) snfl-related protein kinase AKIN11 58689.5 5.1 2
gi 3421094 (1) 20s proteasome alpha subunit f2 30409.9 12.6 2
gi 7019643 (1) nuclear receptor binding factor-like 39940.9 7.4 2
calcium-dependent protein kinase,PRL1-interactor CRK1 66991.4 4.0 2
Proteins eluted after 300 mM NaCl wash
2i 7769868 (1) PEP carboxylase , potential AKIN substrate 110285.9 35.8 27
ATCDC48, CDC48, CDC48A, CELL DIVISION CYCLE 48 89393.4 25.1 16 At3g09840
(EMBRYO DEFECTIVE 1395) SAHH 53378.5 35.7 15 At4g13940
Cell division cycle protein 48 homolog 89958.0 20.9 14 At5g03340
g1 6056373 elongation factor ef-2 [imported] 94246.5 21.2 14
21 6630743 cdc48 - like protein Arabidopsis 90340.5 16.7 11
possible AKIN-binding protein 37836.1 44.2 11 At3g09820
ADENOSINE KINASE 2, ADK2 37846.1 43.8 11 At5g03300
gi 42572347 adenosine kinase 1 (ADK1) / adenosine 33326.1 50.3 11
gi 7649359 sucrose synthase, potential AKIN substrate 93002.7 15.2 11 At3g43190
gi 9293955 s-adenosyl-1-homocysteinas -related 53159.2 21.9 10 At3g23810
gi 3860247 dtdp-glucose 4-6-dehydratase -related 43637.9 339 10 At1g08200
g1 26454671 susl_arath sucrose synthase (sucrose-udp 92798.4 12.4 9
gi 22656 nitrilase 2 [arabidopsis thaliana 37153.1 372 8
gi 8953382 dead box rna helicase rh15 [arabidopsis 48384.5 20.8 8
2i 8953379 dead box rna helicase rh15-like 49317.6 20.5 8
2i 9502169 luminal binding protein 1 precursor 73629.3 13.9 7 At5g28540
gi 10176805 20s proteasome alpha subunit al 27294.0 34.1 7
SHD, SHEPHERD 94204.0 10.6 7 At4g24190
gi 2511574 20s proteasome alpha subunit b 25701.2 349 6
gi 3421072 20s proteasome alpha subunit a2 27350.1 26.8 6
RABI1C 24482.1 29.4 5 At4g17530
RABI1C 22318.2 322 5 At4g17530
gi 6630731 dead/deah box helicase, putative 55384.0 15.3 5
gi 1915974 ptkb type carbohydrate kinase protein 37628.1 15.9 5
gi 16554 eukaryotic translation initiation 46704.5 13.3 5
gi 16556 eukaryotic translation initiation 46762.5 13.3 5
gi 3421087 20s proteasome alpha subunit el 25947.2 325 5
gi 12323023 20s proteasome beta subunit g1 27651.4 25.2 4
gi 16445 20s proteasome alpha subunit d 27337.1 23.6 4

3. Tablazat. Arabidopsis sejtszuszpenzidban expresszalt HA-AKINB2/SIP fehérje komplex

tomegspektrometrias azonositasa az affinitas matrix 150mM illetve 300mM NaCl-al torténé mosasat kovetSen.




Az azonositott fehérjék kozott talaljuk az AKIN10/11 kinazokat és ezek potencialis
szubsztratjait és kolcsonhatoit, a PRL kotd fehérjét és a PRL1-interaktor CRK1 kinazt,
valamint proteaszOma alegységeket. Szintén kimutattuk az Ufd1-CDC48 ERAD degradacios
mechanizmusban szerepet jatszo AtCDC48 fehérjét egyezésben korabbi élesztd kettdshibrid
kisérleteink eredményével, amely az Ufdl fehérjét mint PRL1 kolcsonhatot azonositotta.
Eredményeink arra utalnak, hogy az SnRK komplex alegységeinek expresszidojaval
kapcsolatos kezdeti nehézségeket sikeruilt megoldanunk, a novényi fehérjepreparatumok
frakcionalasat és az epitoppal jelolt fehérjék immunoaffinitas tisztitasat pedig agy
modositanunk, hogy a tomegspektrometrias analizis soran relevans fehérjéket azonositsunk.

2.4 T-DNS mutans novények azonositasa és jellemzése

Tovabbi molekularis és genetikai vizsgalatok céljabol Koncz Csaba kolni T-DNS
mutans kollekcidjanak sziirésén tal a nyilvanosan hozzaférhetd gyijteményekbdl (Syngenta,
Salk, Gabi-KAT) T-DNS inszercidés mutans novényeket szereztink be. A kolni mutans
kollekcio esetében a gyujteménybdl az altalunk tanulméanyozni kivant génben T-DNS
inszerciot hordoz6 novényt PCR technikaval azonositottuk, a gének kornyezetére tervezett
primerek es a T-DNS inszerciot hordozd novényekbdsl készitett DNS , pool“-ok
felhasznalasaval. Szamos, az SnRK komplex alegységeiben illetve a novényi SCF komplex
alkotdelemeiben T-DNS inszerciot hordozd mutans Arabidopsis novényt vizsgaltunk meg. A
mutansok élettani vizsgalatat megel6z6en elvégeztiuk genetikai és molekularis biologiai
analizisiket (a T-DNS inszerci6 helyének pontos térképezése, a T-DNS inszercid
kopiaszamanak Southern hibridizacioval torténé megallapitasa, homozigdta ndovények
azonositasa) és a vad tipust illetve a feltételezhet6en kolcsonhatd partnereket kodold
génekben mutaciot tartalmazo novények keresztezéssel torténd 1étrehozasan dolgoztunk. Az
AKIN10, AKINI1, AKINBI, AKINPB2, AtSNF4/AKINy, cullin és ASK inszercios
mutansokra vonatkozo adatokat (azonositasi szam, mutans vonalak azonositdja és az eddig
megfigyelt fenotipus) a 2003. évi szakmai részjelentésben bemutatott adatokat kiegészitve a
4. Tablazat tartalmazza.

Gén Acc. Jellemzés

Nr.
AKIN10 SALK A fenotipus analizis jelenlegi szakaszédban nem rendelkeziink elégséges adattal.
At2g39800 127939
AKIN11 A génben T-DNS inszerciot hordozd mutans novényt egyetlen gyujtemény
At3g29160 sem tartalmaz, feltetelezheto, hogy a meiozisban elengedhetetleniil fontos a jelenléte.
AKIN12 SALK Vad tipustt novényben transzkript nem mutathatd ki, az AKIN12 gen valosziniileg
At5g39440 053616 pszeudogén. A mutansnak nincs lathat6 fenotipusa

SALK

053868

SALK

021965
AKINB1 GABI A fenotipus analizis jelenlegi szakaszédban nem rendelkeziink elégséges adattal
At5g21170 235B06

SALK

008325
AKINB2 KONCZ A mutans himsteril utodokat szegregal. A fenotipusa Snf4 mutanshoz hasonlit
At4g16360 pool 875

SALK

052521

SALK

037416
AKINy/AtSNF4 GABI A szegregacios arany 1:1 es 2:1 kozott mozog, amely a muténs him es néi gamétak
At1g09020 346E09 meiotikus transzmissziojinak csokkent mértékére vezethetd vissza. Az dsszes mutns
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SALKO74 részleges himsterilitast es embrioletalitast mutat. Nem sikeriilt homozigdta vonalat

210 azonositanunk.

SAIL R6

Bi1l
CUL1 Koncz Nem sikerult homozigdtat izolalni, embrioletalis.
At4g02570 2513-8

SALK

129379
CUL2 SALK_01 A mutans vad tipust fenotipust mutat
At1g02980 2144
CUL3 Koncz898 Pszeudogén. A mutéans vad tipusi fenotipust mutat
Atl1g43140 -16
CUL4 Koncz 39058-15 A mutans vad tipust fenotipust mutat
At1g26830 SALK 050756

SALK 04663
CULS SALK_09 A mutans vad tipust fenotipust mutat
Atl1g69670 8014
CUL6 Koncz A mutans vad tipust fenotipust mutat
At5g46210 42460

Koncz

57891
ASK1/SKP1-1 Koncz Himsteril fenotipust mutat.
Atl1g75950 37892
ASK3-SKP1-3 Koncz Nem sikeruilt homozig6tat izolalni, him gametofita letalis fenotipus valoszintsithetd.
At2g25700 4585
ASK4 SALK Az inszerci6 a gén promoterébe lokalizalodik, a gén expresszidjat nem befolyasolja.
At1g20140 012486 A mutans vad tipust fenotipust mutat
ASK14 SAIL A mutans vad tipust fenotipust mutat
At2g03170 358C01
ASK19 GABI A mutans vad tipus@ fenotipust mutat
At2g03160 120C04

SALK

054269

4. Tablazat. SnRK kinaz és SCF ubiquitin ligaz komplexek elegységeiben T-DNA mutéciot tartalmazo
novények azonositasa és fenotipusa.
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