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1. BEVEZETES

A burgonya folanum tuberosum) élelmezési szempontbdl az egyik
legfontosabb ndvény vildgszerte. Gazdasagi jét&get eldsorban
sokoldalt felhasznalhatésdganak kdszonheti. A my@ogumdbja emberi
taplalkozasra, allatok takarmanyozasara egyar&atnahs, ugyanakkor az
élelmiszeripar, a keményit és szeszgyartds, valamint a gyogyszeripar
részére is fontos nyersanyag.

A gumé megvastagodott foldalatti szarrész (taktat&panyag-
raktarozo szerv), mellyel a burgonya vegetativ Gtmbb szaporithat. A
gumok kemeénydtartalma a fajtaktol fudggen 12-24%, a fehérjetartalom
pedig 0,7-4,6% koz6tt valtozik.

A leved CO,-ja a Calvin ciklusban 6 szénatomos szénhidratokka
alakul &t, majd kemeényitformajdban raktarozodik a kloroplasztiszban. A
kemeényi® a levél mezofil sejtjeiben tobb koztes termékerregetil
szachar6zz4a alakul, majd floemtranszport Utjangutelhasznalds, és a
raktarozas helyére, ahol a szachar6zbdl ismét kgitdészintetizalodik. A
gumo kialakulasdhoz szikséges kornyezeti téikydaizil kiemelked
szerepet jatszik a nitrogén szint, a nappalok fzogésza fényintenzitasn
vitro 8% szacharéz és citokinin hatasar&. guberosum szarszegmentek
honaljrugyeildl gumé fejbdik. Nagy valdészitiséggel a gumofejtiés
szignalja a magas koncentracidju (8%) szachargganig a 2% szachardz
és a citokinin hatasara a hénaljrigy@kgumo helyett sztolé fejdik. A
gumofejbdés molekularis esemény@ikorlatozott mennyiséginformacio
all rendelkezésinkre. Ain vitro gumdindukcidés rendszer molekularis
vizsgalata soran izolaltak néhany gént, amelyekmagymeértékben
megnovekszik a transzkripcids aktivitasa a gumadéis soran. Ezek a
gének két csoportra oszthatok: 1. a keménpibszintézisben résztvév
gének; 2. tartalékfehérje gének. Ezeknek a génekmedxpressziojat egy
gén kivételével a burgonya levelében is lehet idthik ami azt mutatja,
hogy a burgonya fold feletti részében is megvan agam szachardz-
koncentraci6 hatdsara bekapcsolo jelatviteli utbon® patatin



prométerének iikodését megvizsgaltak heterolég rendszerben is, és
megallapitottdk, hogy a promoéter aktivitasa a dgHémelében valamint az
Arabidopsis levelében és gydkerében magas szachkodzentracio
hatasara jeletisen megnovekszik. Ez azt mutatja, hogy a maga$adac
koncentracio hatasara bekapcsolo jelatviteli utlokanzervaldott a
novényekben.

A gumoéfejbdés indukcidjanak szignaljat és a szignaltranszdskc
atvonal végeén lév szabéalyozott géneket mar ismerjuk, azonban avjedht
at elemeiél semmilyen informécio nem &ll rendelkezésiinkreérEzaz
érdekbdésink a gumofeéjtiés és a tartalékkemérirképzeés jelatviteli
Gtvonalanak megismerése felé iranyult.

Az éleszb SNF1 (sucrose non-fermenting) kindz az egyik llelggm
jellemzett eukariéta protein kindz. Az SNF1 fehégezt vesz a katabolit
represszid kialakitasdban, a glikogén felhalmozédaabalyozasaban,
valamint foszforilacié altal modositia a metabotikenzimek aktivitasat,
mintegy kozponti regulatorként a sejt metabolikalydmatait iranyitja a
rendelkezésre allo szénforras figgvényében.

A burgonyagumd, mint raktarozasra médosult szexjodésének
legjellegzetesebb eleme a nagymennyis&zenhidrat felhalmozésa. Mivel
éleszében a szénhidrat anyagcsere szabalyozasanak kzilogeaz SNF1
kindz, feltételeztik, hogy a gumotgjlés soran megfigyelhietkemeényié
akkumulacié szabalyozasdban az SNF1 kindz fehdipékos szerepet
jatszhatnak. Ezért céluliatik ki a burgonya SNF1 kindz és a vele
egyuttmiikods fehérjék izolalasat és jellemzését.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2. 1. Az SNF1 protein kinaz csalad

Az eukaridta sejtek a megvaltozott kdrnyezeti &xghodz vald
alkalmazkodas soran rendkivil gyorsan valaszolnalolaet é6 kilsd
kornyezeti ingerekre. A sejtek felszinéndéeceptorok a kuits kornyezeti
ingerek (hormonok, novekedési faktorok, kilénbozmetabolitok
mennyisége, kornyezeti stresszek) hatasara egytvijeld utvonalat
inditanak el, ami a sejtben génexpresszios és/emgimaktivitasbeli
valtozads bekovetkezéséhez vezet. A jelatviteli mdlak niikbdése a
fehérjek protein kindzok éltali reverzibilis fosaféciojan alapul.

Az SNF1 (sucrose non-fermenting) protein kinadz adatagjai
fontos szerepet jatszanak egy nagyon konzervaltehfhen minden
eukariéta sejtben mégeodott, 6si protein kinaz szabdlyozasi Gtvonal
kialakithsdban. Bar az SNF1 protein kinaz csaldgjaitsak célfehérjéi
(részben) eltérhetnek egymastol, az aktiv kompleszekkezete, fikodése
€s szabalyozadsa nagyon hasonlé. Az SNF1 kinaz dcdalgjai kozé
tartoznak aSaccharomyces cerevisiae SNF1 kindz és az efid AMP-
aktivalt protein kindz (AMPK) mellett a magasablm@&movények SNF1
protein kinzai is.

2. 2. Az éles#i SNF1 kinaz biologiai szerepe

A mikroorganizmusok, igy az éleéztlebontéfolyamataiban
szerepet jatsz6 szamos enzim ald van rendelve aodtatrepresszidnak
nevezett szabdlyozasi folyamatnak. Ha a sejtet sgypmetabolizalhato
energiaforrassal, példaul glikézzal latjuk el, igggstnik azoknak az
enzimeknek a szintézise, amelyek az alternativ géaferrasok
lebontasdban vesznek részt. Glikdz jelenlétébenélagzbben gatolt
allapotban vannak az alternativ szénforrasok (¢@daknaltéz, szacharoéz,
etanol, glicerin) hasznositaséaért féegenek mellett a glikoneogenezisben



és az oxidativ foszforilacid folyamataban részévenzimek génjei is. A
szabalyozas kevés kivétdleltekintve a transzkripcio szintjén torténik.

Az SNF1 gén alapvét szerepet jatszik az 06sszes glukdz-
represszalhaté gén de-represszalasdbansnflz mutaciot eredetileg egy
olyan muténs keresési program sordn azonositodéhely szacharéz
hasznositasban sérlilt élésétzsek izolalasara iranyult. Aenfl mutacio
pleiotrép hatasunak bizonyult, aanfl mutans a szachar6zon kivil a
galaktodzt, a maltozt, a glicerint és az etanolt seihképes szénforrasként
hasznositani. (Carlson és mtsai., 1981).sAfA mutaciét komplementalo
SNF1 gén egy protein kinaz domént tartalmazo6 féhdjdol (Celenza és
Carlson, 1986). Az SNF1 komplex biolégiai szerepéta, hogy azsnfl
mutans érzékenyebb &-rés sostreszzel szemben, mint a vad tipusu éleszt
Az ENA1 stresszgén (plazmamembran ATP-4z) ozmotitiessz hatdsara
aktivalodik. Alepuz és munkatarsai (1997) azt taldlhogy az ENAL gén
az ozmotikus stressz mellett glik6zmegvonasradiskialodik, mégpedig az
SNF1 kaszkadon keresztul. A metallotionein génés oxidativ stresszre az
altalanos stressz szignaltranszdukciés Gton, ghlikgronasra az ENA1-
hez hasonléan az SNF1 Gton keresztil indukalbédén@i és mtsai, 1994).
Feltételezhét, hogy az éles#éta glikbzmegvonast is stresszként érzékeli,
ezért a megvaltozott korlilményekhez az alternatzénforrasok
hasznositasaért felal gének de—represszélasa mellett az Aaltalanos
stresszgének bekapcsolasaval valaszol. Az SNF1 gEmos egyéb
alapveb bioldgiai folyamat szabalyozasdban is szerepstijgt igy részt
vesz a sporulacié (Hubbard és mtsai, 1992), a gfikdelhalmozéas (Hardy
és mtsai, 1994), valamint a peroxiszéma biogen&imon és mtsai, 1992)
regulacidjaban is.

2. 2. 1. Az SNF1 kinaz komplex felépitése
Az éleszé SNF1 kindz komplexet harom fehérje alkotja: (1)
katalitikus alegység; (2) aktivator alegyseg; (8Paszekdt (adaptor)

alegységAz SNF1 gén egy 72 kD-os protein kinazt kodol, amek
N-terminalisan a katalitikus domén (KD), C-termigdh a regulalé



domén (RD) talalhaté (Celenza és Carlson, 1986)s#t mutans
fenotipusat lasd 2. 2. pondz SNF4 gén egy 36 kD-os fehérjét kodol,
amiben négy, ékzor a cisztatiof3—szintaz (CBS) fehérjében azonositott
domén talalhaté. Aznf4 nullmutdns éleséhek hasonl6 fenotipusa van,
mint az snfl muténsnak, azzal a kulénbséggel, hogysaiZ fenotipus

gyengll, ha a mutans torzset 93 alatt tenyésztik. Ezért azt feltételezték,
hogy az SNF4 protein az SNF1 kinaz aktivatora {(tatora). Az SNF4
fehérje az SNF1 proteinnel élesithérjekivonatbdl immunoprecipitacioval
egyutt izolalhato, ami a koztuk lévn vivo fizikai kapcsolatot bizonyitja
(Celenza és mtsai, 1989). Az SNF1 kindz az &esitben az SNF4 fehérje
mellett kilonbo# adaptor alegységekkel (SIP1/SIP2/GAL83jikiadhet
egyutt. Az SNF1 protein kindzzal egylttkdds SIP1 és SIP2 fehérjéket
két-hibrid sfirés modszerével izolaltdk (Jiang és mtsai, 199254 83
megallapitottak, hogy fontos szerepet jatszik a GAbalaktokindz) gén
szabalyozasaban (Flick és mtsai, 1990) (2. 1. abra)

KD RD
Snii: S | 1

CBS CBSCBS CBS
Snt4:
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KIS ASC

2. 1. dbra. Az SNF1 komplexet alkoté fehérjék dorsarkezete.

Az éleszb SNF1 fehérje az N-terminalison kekatalitikus doméntl (KD) és a
fehérje C-termindlisan lévregulator doméni (RD) all. Az SNF4 fehérjében négy
cisztation-f-szintaz (CBS) domén talalhaté. A SIP1/SIP2/GAL8BémpEk C-
terminalisan talalhaté az SNF1 kotésért fideKIS domén és az SNF4-gyel
kapcsolatot kialakit6 ASC domén



A katalitikus, az aktivator és az 6sszeékétegységek kapcsolatait, illetve az
egyes domének szerepét a fehérje-fehérje kolcsisdiatkialakitasdban
két-hibrid rendszerrel vizsgaltak. A SIP1, SIP2aéSAL83 fehérjék ugyan
eltés hosszusaguak de két jol elkilonithetzakaszon jeles mérték
homoldgiat mutatnak egymashoz: (1) a Bdls. KIS (Kinase Interacting
Sequence) doménnel kapcsolddik az SNF1 kindzhdza @-termindlishoz
kdzelebb e$ an. ASC (Association with the SNF1 Complex) dontéesit
kotést az SNF4 proteinnel (2. 1 abra). Mivel a $HR2/GAL83 fehérjek
N-terminalisai nem mutatnak jelést hasonldsagot egymashoz, ezért azt
feltételezik, hogy az alternativ médon felép@NF1 kindz komplexben az
Osszekdi alegység kozvetiti a szubsztratokat a katalitiklegység felé
(Jiang és Carlson, 1997) (2. 2. abra).

RD

SNFt

SIP1/SIP2/GAL83

2. 2. abra. Az SNF1 komplex felépitése.

Az SNF1 kinaz komplexben a SIP1/SIP2/GAL83 génack&dgjai adaptor funkciot
latnak el, megkotik és ezaltal egy térbe hozzalompdex katalitikus (SNF1) és
aktivator (SNF4) alegységeit.

2. 2. 2. Az SNF1 kinaz komplex rikbdése

Az SNF1 komplex rikodése soran bekdvetkezprotein-protein
kolcsbnhatdsok az éleézt két-hibrid modszerrel kbnnyen nyomon
kdvethebk. Megallapitottdk, hogy magas glikozszint (glilefresszalt



allapot) esetén az SNF1 fehérje katalitikus éslégudomeénje egymashoz
kapcsolddik, ezért az SNF1 kindz inaktiv allapotivan. De-represszald
korilmények kodzott (alacsony glukdzszint) az SNEtiéfjét egy eddig még
nem azonositott kinaz foszforilalja, ezaltal mégséiz a fehérje katalitikus
és regulator doménje kozotti kapcsolat. igy az SNfetein az SNF1 kinaz
regulator doménjéhez kapcsolédhat, ezért az SNRalitkeus domén
szabadda valik, igy az SNF1 kinaz aktiv allapotbailk (Jiang és Carlson,
1996) (2. 3. 4bra).

p
RD (4 \
o SNF1

KD
INAKTIV AKTIiV

RD

SNF1

2. 3. dbra. Az SNF1 kindz komplexikbdése

Glikoz-represszald korilmények kozétt az SNF1 kemphaktiv allapotban van,
az SNF1 kinaz katalitikus doménje (KD) a regulaioménhez (RD) kapcsolddik.
De-represszalé korilmények kdzott a katalitikus FSNalegyseég foszforilalédik és
ennek kovetkeztében az SNF4 fehérje a regulatorédber kapcsolodik; a
katalitikus domén szabadda valasaval SNF1 kompexadodik.

2. 2. 3. Az SNF1 komplex szabalyozasa

Az SNF1 kindz alacsony glukdzszintnél aktiv, magléakozszintnél
inaktiv allapotban van (2. 3. abra). Gluk6zmegv&nész AMP/ATP arany
kb. a 100-szorosara novekszik, és ez 0l Osszefligg@ozhatdo az SNF1
kindz aktivitasnovekedésével (Davies és mitsai, 1989tisztitott SNF1
protein, szemben az efsl analég AMPK-val,in vitro nem aktivalhaté
hozzaadott AMP-vel. Ezzel szemben a tisztitottiveddiapotban [é§ SNF1



protein, hasonléan az AMPK-hoz inaktivalhaté émprotein-foszfatazzal,
€s Ujra aktiv allapotba hozhaté AMPKK-val (AMP-aiit protein kinaz
kindz) (Wilson és mtsai, 1996). Ezek az eredmérgmkmutatjak, hogy
annak ellenére, hogy az SNF1 kindz nem aktivalAa¥iP-vel, mint az
AMPK, az SNF1 val6szilleg egy hasonlo protein kindz kaszkad tagja,
mint az AMPK (lasd 2. 3. pont).
Eddig még nem sikertilt azonositani az SNF1 fehaktvalo (feltehatleq)
protein kinaz aktivitdssal rendelkeZehérjét. Mivel az SNF1 és SNF4
fehérjék csak az aktivalodott kindz komplexben &pfizikai kapcsolatba
egymassal, ezért megvizsgaltak az SNF1 és SNF4 eipeét
egyuttnikodését ahxk2 glc7 és aregl mutansokban (Jiang és Carlson,
1996). A HXK2 gén koédolja a legnagyobb mennyiségliermebds
hexokinaz izoformét, ami a glikolizisben a glukoikgz-6-foszfatta
alakulaséat katalizalja. Axk2 mutansban az SNF1-SNF4 protein-protein
interakcié glikoz jelenlétében is bekévetkezik,atelaz SNF1 komplex
aktiv allapotban van. EBb arra kovetkeztettek, hogy a hexokinaz2 gén
terméke az SNF1 komplex (egyik) negativ regulatanagly meghatarozza
az SNF1-SNF4 kolcsbnhatast magas glukdzszintndlexXokindz2 enzim
egy ketbsfunkcidju fehérje, a hexdoz foszforilaciojaért fékekatalitikus és
a glukozrepresszio fenntartasaért f&dalegulalé domének pontmutéciokkal
elktlonithed (Trumbly, 1992).

A GLC7 gén az élesdben a protein-foszfataz | (PPI) fehérjét, a
REG1 gén a protein-foszfatdz | regulalé alegysék@dolija. A PPI
nullmutacidja letalis, azonban abbamgla7 mutansban, amelyben a fehérje
152. treonin aminosavéat lizinre cserélték (glc7TKpZalamint a delécids
regl mutdnsban az SNF1-SNF4 protein-protein interakgjtilk6z
jelenlétében is mérh&es a mutansokban megeik a glukozrepresszié. A
vad tipusu éleségben a REG1 és GLCY7, illetve a REG1 és SNF1 prdteine
egyuttmikodését két-hibrid rendszerrel és ko-immunopredgidval is
bebizonyitottak. Feltehddeg a GLC7 a REG1 proteinen keresztil
defoszforildlja, ezaltal inaktivalia az SNF1 komyé (Ludin és mtsai,
1998). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a GACREG1 fehérjék a
hexokindzhoz hasonl6an az SNF1 komplex negatiatmai.
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2. 2. 4. Az éles#t SNF1 kinaz altal kozvetlenll szabalyozott fehérjéek
(szubsztratok)

Az SNF1 kinaz a glukoz-represszalt gének transeldjat
kdzvetve, szubsztratjain keresztll szabalyozzanlsd harom ilyen SNF1
szubsztrat ismert, a MIG1, a SIP3 és a SIP4 fehérjé

Az éleszbben a glukdéz az alternativ szénforrdsok haszndgitas
felelos gének mellett, a glikoneogenezishen és a légzéstrrtved
enzimek génjeinek transzkripcidjat is gatolja. Ezéem megle, hogy
ezeknek az eltér biologia folyamatokban szerepet jatszd, de egyaran
glikdz-represszalhatd géneknek a prométereibemiastemek talalhatok,
tehat azonos regulald fehérjék &dhetnek hozzajuk. Példaul a MIG1
transzkripcios represszor kbelye a legtobb glukéz altal represszalhatéd
gén prométerében megtaldlhato. Glikozt tartalmapdatajon tenyésztett
éleszében a szekretalt invertazt kddold gén (SUC2) regadds allapotban
van, a repressziot a SUC2 promoterhez kapcsoloddlMepresszor tartja
fent. Glik6zmegvonas sordn az SNF1 kindz aktivi|oés foszforildlja a
MIG1 represszort, ami ezutdn mar nem képes DNSthikdevalik a
prométerél, igy a SUC2 gén felszabadul a represszio al§lai@UC?2 gén
aktivitasat kozvetlenll a MIG1 represszor foszfdtdagi foka hatérozza
meg (Trumbly, 1992). Valoszifeg az SNF1 hasonlé moédon szabélyozza
mas, MIG1 kdbhelyet tartalmazd gének expressziogjat is.

A SIP3 gén egy 142 kDa-o0s, leucin-zippzar motivutadialmazo,
felteheten transzkripciés faktorként funkcionalod fehérj&idal. Azt az
elképzelést, hogy a SIP3 fehérje az SNF1 kinddnakvo szubsztrétja,
aldtdmasztia az a tény, hogy anfl mutdnsban a SIP3 fehérje
tulexpresszaltatasa visszadllita a SUC2 gén vaalishioz hasonlo
szabdlyozasat (Lesage és mtsai, 1994). Azonbannaegéigyelés, hogy a
sip3 mutansnak nincsnfl fenotipusa jelzi, hogy az SNF1 kindz mas
szubsztratokon keresztil is befolyasolhatja eggesk atirasat.

A SIP4 gén egy 96 kDa-os, transzkripcids faktorefgt kddol. A
SIP4 fehérje a glukoneogenezisben szerepet jatsatat-srintaz és
izocitrat-lidz gének transzkripcidos aktivatora. AlIP& fehérje csak

11



foszforildlt formaban képes e gének promoétereihgtédni és a
transzkripciot inicialni. A SIP4 transzkripciés takt glikbézéheztetéskor az
SNF1 protein kinaz foszforilalja.

gal83 mutanshattérben az SNF1 és SIP4 fehérjék nékbdmek egyuitt,
azonban asipl, sp2 mutansokban a vad tipussal megegyersséd
SNF1-SIP4 protein-protein interakciot mértek. A ejedég csak ugy
magyarazhaté, hogy a vad tipusu élgdszh a GAL83 fehérje létesit
kapcsolatot az SNF1 és SIP4 proteinek kozott (Leegagntsai, 1996).

Ezek az adatok alatamasztjak azt az elképzelégy ha SNF1
kinAz komplexben a SIP1/SIP2/GAL83 fehérjék kozileta katalitikus
alegység felé a szubsztratokat. igy az alternatddan felépis SNF1
komplex aktudlis adaptor alegysége hatarozza naagy, & komplex melyik
gén, vagy geéncsoport szabalyozdsdban vesz résatefuti és Carlson,
1999).

Transzkripciés szabalyozas mellett az éles&NF1 kindz a
citoplazmédban taldlhatd6  metabolikus enzimek pasaiszlacios
szabélyozaséban is részt vesz. A zsirsav bios®rkélcsenzime, az acetil-
KoA Kkarboxildz (ACC-az) glukoéz éheztetéskor fosiémio Aaltal
inaktivalodik. Az SNF1 kinaz foszforildlja és ezdlinaktivalja az acetil-
KoA karboxilazt in vitro (Mithelhill és mtsai, 1994). Az acetil-KoA
karboxildz azonban valosfileg az SNF1 kindz kozvetlen szabalyozasa
alatt all, ugyanis azsnfimutdnsban glik6z éheztetéskor az ACC-az
inaktivalodasa nem kévetkezik be (Woods és mt&gi4L

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

Az éleszé SNF1 protein kinazzal homologiat mutato ésnfehérje,
az AMPK felfedezéséhez a biokémiai megkozelitéetedtz A 3-hidroxi-3-
metilglutaril-koenzim-A reduktaz (HMG-KoA reduktazzabalyozésat
vizsgélva azt talaltak, hogy az enzim foszforildéltal inaktivalédik és az
inaktivalast végi citoplazmatikus faktor maga is foszforilaci6 de-
foszforilacié utjdn szabalyozédik (Beg és mtsai/89 Ferrer és mtsai
(1985) kimutattdk, hogy a HMG-KoA reduktaz kindz RTelenlétében
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inaktiv, de AMP jelenlétében gyorsan aktivalodikartlie és mtsai
bizonyitottak, hogy a HMG-KoA reduktaz kdzvetleralsalyozasaért egy
bizonyos protein kinaz aktivitassal rendelikdaktor a felebs, és a HMG-
KoA reduktaz kindzt AMP aktivalt kinaznak (AMPK) vezték el (Hardie
€s mtsai, 1989).

2. 3. 1. Az embs AMPK komplex felépitése

Az AMPK-t elészor patkanymajbol tisztitottdk. A fehérje
preparatum sztochiometrikus mennyiségben tartalthagy 63, egy 38 és
egy 35 kDa-os fehérjét (Carling és mtsai, 1989)h#&om fehérjének
megfeleb cDNS-eket cDNS konyvtarbol izolaltak, meghatarkz#a&cDNS-
ek nukleinsav és az efilbszarmaztatott fehérje aminosav sorrendjét. A 63
kDa-os fehérje, a katalitkuga) alegység aminosavszinten 47%-0s
homologiat mutatott az éle$ztSNF1 protein kindzhoz. Az AMPK N-
terminalisdn egy jellegzetes szerin/treonin protkindz domén, a C-
terminalisdn a regulator domén talalhaté. Az AMPKak katalitikus
doménje 64%-o0s, regulator doménje 32%-0s homoldgidatott az élesét
SNF1 protein kindz megfelelrészeihez. Ay alegységnek elnevezett 38
kDa-os fehérje négy ismédé, kb. 30 aminosav hosszusagu, a
cisztation-f-szintazban is meglév domént tartalmaz, és a teljes
hosszusagu fehérje 35%-0s homoldgiat mutat aztél8si-4 fehérjehez. A
B alegység (35 kD-os fehérje) dedukalt aminosav Bdjee alapjan az
éleszé SIP1/SIP2/GAL83 géncsalad fehérjéinek feleltdtheheg. A
SIP1/SIP2/GAL83 fehérjék KIS doménjei atlagosan 30ASC doménjei
atlagosan 40%-o0s homolégiat mutatnak a 35 kDf-akegység megfelél
részeihez (Hardie és mtsai, 1998, Osszefoglalo). fAmy alegységek
funkciéja még pontosan nem ismert, azonban a ktali alegység
maximalis kindz aktivitasanak eléréséhez mind arméaalegység egyittes
jelenléte szikséges (Dyck és mtsai, 1996). Az[3 és y alegységek
egymashoz vald6 kapcsoldédasat immunprecipitaciévalzsgaltak.
Megéllapitottédk, hogy aa és ay alegység kilén-kulon, ésen kapcsoldadik
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a 3 alegységhez. Azonban az ésy alegység kozvetlen kapcsolédasanak
mértéke a kimutathatdésag alsé hataran van (Woondsgs, 1996a).

A Kkatalitikus (a) alegység funkcionalis vizsgalatat delécios
mutansok létrehozasaval valositottak meg. Az 54&ha@sav hosszusagu
AMPK C-terminalisanak utolsé 156 aminosava tartalmeaa 3 ésy
alegységek kéhelyét, ugyanis azi;3, mutans maximalis katalitikus
aktivitasahoz nem szikséges fa és y alegységek jelenléte. A teljes
hosszlusagu AMPK fehérje AMP hatdsara allosztérikuasigivalodik. A
O1-31» Mutans aktivaloddsa nem igényel AMP-t, ami aztrjg) hogy az
AMP kotshely a 312. és 392. aminosav kozotti részen hebdikkel. A
katalitikus domén 172. treoninjat (T172) alaninvagy aszparaginsavra
cserélve katalitikus aktivitdssal nem rendetkzhérjét kaptak mind a teljes
hosszusagu, mind a csonka fehérje esetében. Az AldéR&riében |é&¥
T172-nek megfelél aminosav minden szerin/treonin protein kinazban a
katalitikus domén aktivaciés szegmentjében talalhaftavolitasa, vagy
mas aminosavra torténcseréje a katalitikus aktivitas csokkenését, vagy
megs#néseét okozza (Crute és mtsai, 1998).

Ezek az eredmények aldtamasztottak, hogy az AMP#ipkex
felépitése és fikddése nagyon hasonlit az €lés8NF1 kindz komplexhez:
az a és ayalegységet &3 alegység hidalja at. Az és ayalegység
kdozvetlen kapcsolata feltelddg csak a katalitikus alegység
aktivalddasakor alakul ki (Woods és mtsai, 1996a)

2. 3. 2. Az AMPK komplex regulacioja
2. 3. 2. 1. Az AMPK komplexin vivo regulacioja és élettani szerepe
Az éllények sejtieinek legfontosabb energia tarolé maligk az

ATP. A lebontd folyamatokbdl szarmazd energia az PAEintazok
mikodése révén ATP-vé alakul:

(ADP+Pi_ ATP)
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A felépits folyamatok energiaigényiket az ATP nagyenergidju
foszfodiészter kotésének bontasabol fedezik:

(ATP - ADP+Pi, ATP—. AMP+PPi)

Egészséges sejtekben az ADRTP &atalakulas az ATP szintézis irAnyaba
van eltolodva, ezért az ATP/ADP arany 104k eukariota sejtekben az
ATP szintézisét az adenilat-kinaz is végezheti:

2ADP - ATP+AMP

A reakcié kozel all az egyensulyi allapothoz, ewfdyi allanddja

megkozelitleg 1. Mivel a reakcio egyensulyi allandéja ~1,reazésejtekben

az AMP/ATP arany megkozedlieg az ADP/ATP arany négyzetével
egyenb. Optimalis korulmények kozott az eukariota sejsrklaz ADP/

ATP arany kb.1:10, ezért az adenilat-kinaz az ATéhtdsat fogja

katalizalni:

2ADP ~ ATP+AMP

Mivel az adenilat-kinaz ATP bonté reakcidja az AMP
koncentraciojanak csokkenésével jar, ezért az AMP/Koncentracidjanak
aranya megkozeliteg 1:100 lesz. igy az intenziven osztdédd, optignali
korulmények kozott ndvekédsejtekben az AMP aranya alacsony, ezért az
AMPK inaktiv allapotban van. Ha a sejt éhezik, vaggs kornyezeti stressz
éri, akkor az AMP/ATP arany akéar 1:25-re is ndvdiatdami mar elég az
AMPK aktivdlédasahoz (Hardie és Hawley, 2001). TedlmAMPK a sejt
energia ellatottsagdnak monitora, ha a sejt tkdaklfogynak, aktivalja a
lebont6 folyamatokat (pl. zsirsavlebontas), és timaka a nagy
energiaigénty felépit folyamatokat (szterol és izoprén bioszintézisy, ig
védi a sejtet a kornyezeti stresszek karos haths@iardie és Hawley,
2001) (2. 4. abra).

Az AMPK mikddését az erbdk véazizomzataban ismerik a
legjobban. Roévid ideig tartd izomikbdés soran a glikolizis
glikdzszikségletét a sejt a glikogénlebontasbékeAiedA glikolizisben
keletkezett acetil-KoA nagy része eloxidalddik, axidacid6 soran
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felszabadult energia ATP szintézisre forditodik. aetil-KoA egy része a
citoplazméban az acetil-KoA karboxildz (ACC-4az) iemhatasara malonil-
KoA-va alakul. A malonil-KoA bizonyos koncentradi@lett gatolja a sejtek
zsirsav felvételét és a zsirsavak oxidacidjat (Kédantsai, 1996). Hosszu
ideig tarté intenziv izommozgas a méj glikogénaigtainak kimeruléséhez
vezet, az AMP/ATP arany megnbtvekszik, ami az AMPKivalodasat
eredményezi. Az aktivalodott AMPK foszforildlja, &tal inaktivalja az
ACC-azt, ami a malonil-KoA mennyiségének csokkeheggja maga utan.
Ha a malonil-KoA koncentracidja elér egy bizonytsdehatarértéket, akkor
a zsirsavak sejtbe tori@transzportja és oxidacidja felszabadul a gatiaks al
Ezutan a kimerid glikogénforrasok helyett, a zsirsavakbdl kégiz acetil-
KoA szolgal energiaforrasként (Winder és Hardie969Kudo és mtsai,
1996).

Az AMPK mikodését endls sejttenyészetekben is vizsgaltak, és
megallapitottdk, hogy minden olyan tenyésztési lkd¢ay, ami az
AMP/ATP aranyt megemeli, az AMPK aktivacidjat idéels. Magas
frukt6z koncentracié alkalmazasa az ATP szint gysékkenésével és az
AMP/ATP arany novekedésével jar, ugyanis a sejtekbpitd fruktoz
nagyobb sebességgel foszforilalédik, mint amekksebességgel a
glikolizisbe képes belépni. Ezért vezet a magaktdms koncentraciod
alkalmazasa az AMPK aktivitdsanak tranziens medesdéséhez (Moore
és mtsai, 1991). A sejt energiaterthidlyamatainak gatlasa szintén az ATP
szint gyors csokkenését okozza. Az arzenit a lipoh®faktort tartalmazé
piruvat-dehidrogendz és am—keto-glutarat-dehidrogenaz enzimekhez
kapcsolédva gatolja a trikarbonsav ciklusikiddését. Az oxidativ
foszforilacié gatldsa -Na-aziddal, antimicin-A-vdinitro-fenollal- az ATP
szint gyors csokkenését, és az AMPK aktivalodasézii eb emiss
sejttenyészetben. A ékokk, hipoxia, €s kulénbéz nehézfém-ionok is
aktivaljak az AMPK-t, az azonban nem ismert mégyyhezek a stresszek
hogyan emelik az AMP/ATP aranyt (Hardie és mtsaf&).
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2. 3. 2. 2. Az AMPK komplexin vitro regulaciéja

Az AMPK komplex kozvetlen szabalyozadatvitro kisérletekkel
vizsgaltdk. A részlegesen tisztitott AMPK fehéngtvitro koriimények
kozott az endls protein-foszfatdz fehérje (PPC2) inaktivalja. iAaktivalt
AMPK AMP és M92+ ionok hozzaadasaval Gjra aktiv allapotba hozhato.
tovabbi vizsgalatok soran kiderult, hogy az Ujraghtashoz az AMP-n és a
MgZ+ionon kivil, egy a részlegesen tisztitott AMPK friban is
megtalalhaté fehérjére, az AMP-aktivalt kindz kira(AMPKK) is szlikség
van (Hawley és mtsai, 1996). Ezek az eredményekmaitatjak, hogy az
AMPK egy protein kinaz kaszkad tagja (2. 4. abra).

ATP +AMP . ADP

\feleputo folyam atok
AMPKK /
AMPE
PP2 c
transzkripeid
sejttnag

2. 4. dbra Az AMPK a sejtek globdlis stressz retputa

|ATP T lebonts folyamatok

Az AMPK aktivalodik minden olyan kérilmény hatasaaai az AMP/ATP aranyt
megemeli. Az aktiv AMPK transzkripcids és posztiidacids szinten gatolja az
ATP csokkenéssel jar6 felépifolyamatokat és aktivalja az ATP terédébonto
folyamatokat. PPC2, protein-foszfataz 2

Az élettani vizsgalatok eredményei alapjan, az AM&Kivitasat
elsisorban az AMP szint hatarozza meg.iAzitro vizsgalatokbdl ismert,
hogy az AMP tobbféleképpen is részt vesz az AMP&balyozasaban. Az
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AMP az AMPK-hoz kdatdve: (1) allosztérikusan aktivalja az AMPK-t; (2)
az AMPK-AMP jobb szubsztratja az AMPKK-nak, mint A¥; (3) gatolja
az AMPK defoszforilaciojat és inaktivaciojat (Hazdds mtsai, 1998).

2. 3. 3. Az AMPK szubsztratjai

Az AMPK szubsztratjai etsorban a metabolikus folyamatokban
vesznek részt. Az AMP koncentracidjanak cstkkeméstén az AMPKI ,
aktivalodik, és a lebont6 folyamatok kulcsenzinaditivalja, mig a felépét
folyamatok enzimeit foszforilacié altal inaktivaljd HMG-KoA reduktaz
volt az egyik elé enzim, amit az AMPKszubsztratjaként azonositottak.
HMG-KoA reduktaz az izoprén és koleszterol bioszig kulcsenzime,
katalizalja aB-hidroxi3-metil-glutaril-KoA - mevalonsav atalakulast. Az
AMPK a patkany HMG-KoA reduktaz fehérje 871. szerin awavanak
foszforildlasaval inaktivalja az enzimet, igy azegiaigényes koleszterol
bioszintézist leallitja (Clark és Hardie, 1990)424abra).

Az ACC-az a zsirsavszintézis kulcsenzime, a segekbz ATP
szint csokkenése kovetkeztében inaktivalodik. Az MMa,az ACC-az
enzim 79., 1200. és az 1215. poziciéjdbard Isxerin (S) aminosavakat
(879, S1200, és S1215) képes forszforilalni. Azanba embssejtekben
expresszaltatott mutans ACC-az, amelyben a 79.cidtzn €% szerint
alaninra cserélték (S79A), nem inaktivalodik, eZéttehetleg a S79 az
AMPK elssdleges célpontja a fehérjén (Munday és mtsai, E33Bavies és
mtsai, 1990).

Az AMPK in vitro foszforildlja a szénhidrat tartalékképzésben
kulcsszerepet jatsz6 glikogén-szintaz enzim 7.qidAban (S7) & szerin
aminosavat. A S7 foszforilacioja éskegiti az S10 kazein-kinaz-1 Altali
foszforilacidjat, ami az enzim aktivitasanak nagw@ldi csokkenését
eredményezi (Zhang és mtsai, 1993) (2. 4. &bra).

Az AMPK a metabolikus enzimek poszt-transzlaciosdositdsa
mellett a génexpresszidé szabalyozaséban is részt ve

Az AMPK konstitutivan aktiv és dominans negativ teAhtait
fejeztették ki és AICA ribozid (szintetikus 5-AMRnal6g) hatdséra
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bekovetke# génexpresszios valtozasokat talaltak patkany bwagshen. Az
AICA ribozid aktivalta az AMPK-t, aminek hatasara asirsav
bioszintézisben résztvé\gének (ACC-az, zsirsav szintaz) és a glikolizisben
résztvew piruvat kindz transzkripciés szintje jeléatmértékben csokkent
(Woods és mtsai, 2000).

2. 4. A nbvényi SNF1 kinazok

Az el novenyi SNF1 kindzt Alderson és mtsai (1991) italk&
rozs endospermium cDNS koényvtarbdl. Az RKIN1 cDNfalakodolt
fehérje 48%-0s homoldgiat mutatott az élés@NF1-gyel. Az RKIN1-hez
aminosav szinten magas homolégiat mutaté SNF1 @k#zddol6 cDNS-
eseket és genomi klénokat izolaltékabidopsis thaliana-bdl (AKIN10,
ATSKIN1), arpabdl (BKIN1, BKIN12), dohanybdl (NPK5tukorrépabdl
(SBKIN154), rizslbl, (RSK1, RSK5), és burgonyabdl (PKIN1) is (Halford
és Hardie, 1998). A névényi SNF1 kindzok szerkebetsonlit az élesit
SNF1 és az eris AMPK kinazokra, a 11 szubdoménkallé katalitikus
domén a fehérje N-terminalisan, a regulaldé domérC-terminalison
helyezkedik el. A novényi és az éldsZBNF1 kinazokra a szekvencia
homologia mellet funkcionalis hasonlosag is jelléma rozs RKIN1 és a
dohany NPK5 cDNS-ek is komplementaltdk aafl éleszémutanst
(Alderson és mtsai 1991; Muranaka és mtsai 1994).

2. 4. 1. Anovényi SNF1 kinazok szubsztratjai

A novényi SNF1 kinazok molekuléris biologiai anadével
parhuzamosan végezték az SNF1 proteinek biokérmil@inmzését is. Az
emlbs AMPK aktivitast mé&f un. SAMS peptid foszforilacios vizsgélatot
(Davies és mtsai, 1990) sikeresen hasznaltdk angbv@NF1 kinazok
aktivithsanak mérésére. Az dml AMPK és a novényi SNF1 kinazok
szubsztratspecifitasa nagyon hasonlé (Hardie édinGad997). Ezért
legebszor az endls rendszerben mar jol jellemzett HMG-KoA reduktaz
szabdlyozasét vizsgaltdk meg a névényekben.
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Mackintosh és mtsai (1992) vizsgélataik soran niegbttak,
hogy a karfiolbdl szarmazé HMG-KoA reduktazt egy kB kDa nagysagu
fehérje foszforilacié altal inaktivalja. Az AMPK-aoés az élesétSNF1
kindzhoz hasonléan a karfiol HMG-Ko0A reduktaz kingegy protein kinaz
kaszkad tagja. A végshizonyitékot, hogy a HMG-Ko0A reduktaz kinaz a
novényi SNF1 kinazok csaladjdba tartozik az a ldsészolgaltatta,
amelyben a HMG-KoA reduktdz kinazt a rozs RKIN1 égé elleni
ellenanyag felismerte.

Burgonyaban az un. antiszenz technikaval gatoltfKHN1 newvi
SNF1 kinaz mkodését és a transzgénikus novények gumojdban a
szénhidrat lebontasaban és a keményibszintézisében résztueenzimek
aktivitdsat mérték. A szacharéz indukalhaté szarharintaz (SUSY1)
aktivithsa jeleis mértékben alacsonyabb volt a transzgénikus
novényekben, mint a vad tipusu burgonyaban. A PKi1éleszt SNF1-
hez hasonlbéan, valos#ieg transzkripciés szinten szabélyozza a
génexpresszidt, hiszen a PKIN1 antiszenz ndévényekdgban nem tudtak
kimutatni SUSY1 transzkriptumot (Purcell és mt48i98).

A novényi SNF1 kinazok az éleézSNF1 és az et AMPK
kinAzokhoz hasonléan poszt-transzlacios és traipszéndlis szini
szabélyozaséban is részt vesznek.

2. 4. 2. Anbvényi SNF1 kindzok szabalyozésa

Mivel az éleszi SNF1 kinaz fontos szerepet jatszik a szénhidrat
metabolizmus szabalyozdsaban, ezért hasonld furtkddgdonitanak neki a
novényekben is. Ezt a feltételezést tAmasztja ala anegfigyelés, hogy
Arabidopsis thalinana-b6l szarmazd PRL1 (Pleiotrop Regulatory Locus)
fehérje ebsen kdbdik az Arabidopsis AKIN1O és az éle$zBNF1 kinaz
regulalé doménjehez az élas&et-hibrid rendszerben. Az AKIN10-PRL1
fehérje-fehérje interakci6 az éle$zkét-hibrid rendszerben glikoz de-
represszald korulmények kozott sokkabsmbb, és a PRL1 fehérje az
AKIN10 foszforildlodasat (aktivadlodasat) gatolja vitro, ezért negativ
regulalé szerepet tulajdonitanak neki (Bhaleramisi, 1999).
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3. ANYAG ES MODSZER

3. 1. Baktérium és éles#ttorzsek

Escherichia coli DH5a F- deoR recAl endAl hsdR17(rk-,mk+)
SUpE44 I- thi-1 gyrA96 relAXLacZYA-orgF

Escherichia coli XL1-Blue MRF' (Stratagene\(mcrA)183 A(mcrCB-
hsdSMIR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F
proAB lacl 9Z4M15 Tn10 (Tet)]

Escherichia coli BL21 (NovagenB F decm ompT hsdS(rg- ms-) gal
Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen) B Fdcm ompT hsdS(rs- mg-)
gal A( DE3)

Saccharomyces cerevisiae YRG-2 (Stratagene) Matura3-52 his3-200
ade2-101 lys2-801 trpl-901 leu2-3 112 g@al4-542 @al80-538
LYS2::UASgaL1-TATA gaLi-HIS3 URA3::UASsAL4 17mersxa TATAcver-
lacZ

Saccharomyces cerevisae Y190 Matr ura3-52 his3-200 ade2-101
lys2-801 trpl-901 leu2-3 112 gal44d gal804 LYS2::UASga1-TATA
risa-HIS3 URA3::UAS L4 17mersxglacZ

3. 2. NOvényi anyagok

Kisérleteink sorarsSolanum tuberosum cv. Keszthelyi 855 vonalat

hasznaltuk.

3. 3. Molekularis biolégiai technikak

A molekularis biologiai mdédszerek kozil a plazmiblalast, az

agaroz gélelektroforézist, a restrikcios endonudehtorté emésztést és
a molekularis klbnozast Sambrook és mtsai (1988pjah vegeztuk. A

polimeréz lancreakciot (PCR) 5@-es térfogatban, 1xPCR pufferben (50

mM TRIS pH 8,3, 50 mM KCI, 1,5 mM Mgg), 200-200pM dATP,
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dCTP, dTTP, dGTP és 20-50 pM primer jelenlétébeh, yységTaq
polimerazzal végeztik.

3. 4. A dolgozat elkészitése soran hasznalt oligddeotid indito
szekvenciak (primerek)

SNFA

SNFS
SNF1BAL

SNF1JOBB
GALT
GALK
Gal4AD

5-TTC CCA GCA G/AAATT/AA TC/AT CTG GICTG T-
3
5'-AGC ATT/C CTT GG/AG ATC AG/AATC-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 konstrukcidk

pBluescript (SK+) (Stratagene)

pGEX 2T
PVA-1
pTD1-1
pLL31

pGAL4DBD
pGAL4AD

pLL32

(Pharmacia)

(Clontech) Az egér p53 fehérjét kddolo cONS@BT-
7 vektorba klbnozva Clontech pozitiv kontrol csali
plazmid)

Az SV40 virus nagy T antigénje a pGAD424taeba

klbnozva (Clontech pozitiv kontrol préda plazmid)
StubSNF1s:, pBluescript (SK+)-banEcoRI-EcoRV
helyen

(Stratagene) az éle§#ét-hibrid rendszer csali vektora
(Stratagene) az éleéztkét-hibrid rendszer préda
vektora

StubSNF1 a pGAL4DBD-berEcoRI-Smal helyen
(pDBD-StubSNF1)
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pLL33

pLL34

pLL35

pLL36

pLL38

pLL39

pLL40

pLL42

pLL44

ySNF4

StubGAL83 .89 a pGAL4AD-benEcoRI-Xhol helyen
(PAD-StubGALS83)

AStubGAL8374280 @ pPGAL4AD-ben EcoRI-Xhol
helyen (pADAStubGALS83)

StubSNF1s:, pGAL4AD-ben EcoRI-Xbal helyen
(pPAD-StubSNF1)

StubGAL83 80 pPGALADBD-ben EcoRI-Xhol helyen
(pDBD-StubGAL83)

StubSNF1ss, pGAL4AD-ben. A pLL32 plazmid
EcoRI-Ncol/feltdltve inszertjet a pGAL4AD vektor
EcoRI-Smal helyére klbnozva (pAD-StubSNF1KD)
StubSNF 63512 pPGAL4AD-ben. A pLL32 plazmid
Ncol/feltéltve- Xbal inszertie a pGAL4AD vektor
EcoRl/feltdltve-Xbal ~ helyére  klénozva  (pAD-
StubSNF1KD)

a StubGALB83.g0 CDNS 5’ végét reprezentald RACE-
PCR termék pBluescript (SK+)EcORV helyére
klénozva

GST-StubSNFls;, pPGEX2T-benBamhl-Smal helyére
klénozva

TRX-StubGAL835 .39 PpET32a+-ban BamHI-Xhol
helyére klonozva

Az éles#t SNF4 fehérje fuzids fehérjét képez a GAL4
aktivaciés doménnel (Fields és Song, 1989)

3. 6. Novényi RNS és genomikus DNS izolalasi teckak

A novényi RNS-t Stiekema és mtsai (1988) nyomanalagk. A

novényi szoveteket jégen tartott dorzscsészébeb,ub&ivond pufferrel
(0,2 M Na-acetét pH 5.2, 1% SDS, 10 mM EDTA) homuoz&tuk, majd
fenolos és fenol-kloroformos extrakcié utan 2,5 Bgkoncentracioju LiCl
oldatban csaptuk ki. Alkoholos mosast ket a steril vizben visszaoldott
RNS-t formaldehid-agaréz gélen valasztottuk el (B@wok és mtsai, 1989).
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A novényi genomikus DNS izolalast Shure és mts@B8) altal
hasznalt mddszer alapjan végeztik. 200-250 mg sabvielyékony
nitrogénben elddrzsoltink, majd 7@0izolalé pufferrel (0,3 M NacCl, 50
mM Tris-HCI pH 7.5, 20 mM EDTA, 2% szarkozil, 0,58DS, 5 M urea,
20 mM NaS,0s) elkevertiik. Fenol-kloroformos extrakcié utan a
nukleinsavakat 0,7 térfogat izopropanollal csaptykmajd sO6mentesitést
kovetben RNaz A-t tartalmazé 1 x TE pufferben oldottukszia. 10ug
DNS-t emésztettiink a megfeleenzimekkel. A nukleinsavak elvalasztasa
és filterre rogzitése Sambrook és mtsai (1989)atartent.

3. 7. Nukleinsav jelzési technikak

Hibridizacibhoz  prébanak agar6z gélb izolalt DNS
fragmentumokat hasznaltunk. A jelélést radioakti?*> dCTP jelenlétében
a random primer technikaval végeztilk Feinberg égel&bein mddszere
alapjan (1983).

3. 8. Northern és Southern hibridizacio

A nukleinsavak (RNS, DNS) méretszerinti elvalasatases
blottoldsat Sambrook és mtsai (1989) alapjan végezA Northern
hibridizaciohoz a membranokat (Hybond N+, AmersHmarmacia)
Church pufferben hibridizaltuk (Churh és Gilbert984). A Southern
hibridizaciot 65°C -on végeztik (50 mM Tris pH 7,5, 1 M NaCl, 1% SDS
10% dextran-szulfat) egy éjszakan at. A membranekazor desztillalt
vizben 2 percig, majd 2xSSC, 1% SDS-t tartalmagatbhn 30 percig 65
°C-on mostuk.

3. 9. Plakk hibridizacié
A cDNS Kklontar (Béanfalvi és mtsai, 1996) rekombigén

bakteriofagjait Sambrook és mtsai (1989) modszéapjan szaporitottuk.
Osszesen 150 000 fagot szélesztettiink ki harom m7 &mésji
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petricsészére. A rekombinans bakteriofagokat Hybodhd (Amersham-

Pharmacia) filterre blottoltuk. A filtereket a gyérutasitasait kovetve
hibridizaltuk és mostuk. A pozitiv jelet add plakkkbzelében |&y fagokat

izolaltuk, Gjra szélesztettiik, blottoltuk és hilir@ltuk, addig, amig pozitiv
kiént egyedi plakként sikerdilt izolalni.

3. 10. cDNS-ek 5-vesézs 3-vesdzvégének izolalasa RACE PCR-rel

A StubGAL83 cDNS 5' végének PCR-rel todéirolalasahoz
templatként az eredeti plazmid formabanéléét-hibrid cDNS klontarat
hasznéltuk. Az ets PCR reakcié soran a GALT (168-187 pozicio a teljes
hosszisagu cDNS-en), a masodik PCR sordn a GALR-1%58 pozicio)
génspecifikus primert hasznaltuk. Nem specifikusnprként a Gal4AD
primert tettlink a reakciokba. A leghosszabb PCRé&eket pBluescript
(SK+) plazmidba klénoztuk és nukleotidsorrendjiketghataroztuk.

3. 11. Eleszs transzformacio

Az éleszd transzformaldshoz Schiestl és Gietz (1989) modszer
hasznaltuk. Egy élesitelepet 50 ml leucinnal (70 mg/l) és hisztidinr&s (
mg/l) kiegészitett SC (4,0 g/l Difco Yeast NitrogBase 4,0 g/l 12,0 g/l
glucose 0.,50 g/l szintetikus komplett ,drop outixjnminimal taplevesbe
oltottuk, és egy éjszakan at 3€-on 120 rpm-mel razattuk. Ezzel a
sejttdmeggel inokulaltunk 300 ml leucinnal és hdimhel kiegészitett SC
minimal taplevest Ugy, hogy a tenyészet optikaizitésa (OD) 0,1-0,2
kozott volt. A kultarat OD=0,8-ig tenyésztettiik,Bfpm-mel centrifugaltuk
majd a sejteket steril desztillalt vizzel mostuk, gra centrifugéltuk. Az
éleszé pelletre 20ml transzformacios mixet (50% PEG MWB3000mM
LiAc, 2mg/ml hivel denaturdlt heringsperma DNS, 10§ cDNS kdnyvtar
DNS-t adtunk. Elszér 30°C-on 30 percig, majd 42C-on 20 percig
inkubdltuk. Az éles#isejteket centrifugélassal Ulepitettik a transzfoigs
mixbél, steril desztillalt vizben felszuszpendaltuk émegfeleb szelektiv
taptalajra kiszélesztettik.

25



3. 12. Elesz két-hibrid rendszerrel végzett kisérletek

Munkank sordn a Stratagene GAL4 élédatt-hibrid rendszerével
dolgoztunk.

Elészor a csali plazmiddal transzformaltuk az élgszamely ezaltal
triptofan prototréffa valt. Az igy kialakitott €l torzsbe juttattuk be egy
ismételt transzforméacidéval a pAD-GAL4 vektorban délevél rszovet
cDNS klontéarat (préda plazmidok) (Ehrhardt és mts896). Négy-hat nap
inkubalds utan a hisztidin jelenléte nélkil noveke#dépes koloniakat
izolaltuk. A hisztidint ndvekedésukhdz nem igénylkoloniak [3-
galaktozidaz aktivitasat Jiang és Carlson (199@) Bhsznalt an. "filter lift"
meéréssel vizsgaltuk. A vizsgalandd élészkoloniat kikentik egy
hisztidinnel kiegészitett SC minimal taptalajt éhmazo petricsészére, amire
elézéleg nylon membrant helyeztink, majd 3C-on egy éjszakén &t
novesztettik. Az élesyttelepeket tartalmazé membrant 10 masodpercre
folyékony nitrogénbe meritettik. A felengedett meani ezutan 0,3 mg/ml
X-gal-t tartalmaz6 LacZ pufferrel (60 mM Na2HROG10 mM NaH2PQ 10
mM KCI, 1 mM MgSQ, 50 mM 2-merkaptoetanol, pH 7.0) atitatott
Whatmann papirra helyeztik. Brgalaktozidaz aktivitas kvantifikdlasahoz
Miller (1972) mddszerét hasznaltuk. A folyékony leyqesbe oltott élesit
kolonidkat 30 oran &t 3T-on tenyésztettik, majd megmértik az OD-t. 100
pl tenyészethez 800 LacZ puffert és 1 csepp kloroformot adtunk. Ernuta
16077 pl ONPG oldatot (4 mg/ml ONPG LacZ pufferben oldvagrtiink
bele, és mértik az elteltdd Amikor a minta szine sargava kezdett valni, a
reakciot 40004l 1 M NaCO;s leallitottuk és lecentrifugaltuk. A feltluszo
optikai denzitasat 420 és 550 nm-en megmeérti-galaktozidaz aktivitast
a kovetke# képlet segitségével szamoltuk ki:

U= 1000x[(0D420)-(1.75x0OD550))/[(eltelt édpercben)x(térfogat ctrben)

x OD600]
A B-galaktozidaz aktivitast mutatd élesizbloniakat folyékony tapoldatban
elszaporitottuk, majd DNS-t izolaltunk. Az izoldNS-sel E. coli DH5a
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térzset transzformaltunk, és ampicillinre szelalddinegkaptuk a protein-
protein interakcioban résztwepréda cDNS-ek plazmidjat hordozo sejteket.

3. 13. Bakteridlis fuzids fehérje termeltetés és liérje-fehérje kotés
vizsgélatain vitro

A teljes fehérje kivonatot a kovetkid@&ppen készitettik. 1-1 ml
baktérium kultarat lecentrifugaltunk és a pellegtLaemmli pufferben
feloldottuk. Ot percig forraltuk, majd a DNS-t cehigalassal
eltavolitottuk.

A fuzios fehérjék termeltetését és am vitro fehérje-fehérie kotés
vizsgalatat Jiang és Carlson (1996) modszerei @tapjégeztik el a
kovetkezd modositasokkal:

(1) az indukalt baktérium kultardbdl szarmazo bauté pelletet jéghideg
ST pufferben (30 mM Tris pH 8,0, 120 mM NaCl, 106/ml lizozim)
szuszpendaltuk fel.

(2) a TRX faziés fehérjéket 300 mM imidazollal készitett ST pufferrel,
kiegészitve elualtuk.

(3) a fuzios fehérjeket az S-Tag Western blot kib\agen) segitségével
mutattuk ki.

3. 14. Nukleotidsorrend meghatarozas és elemzés

A klénozott DNS fragmentumok nukleotid sorrendgitiezoxi
lancterminécidés modszerrel hataroztuk meg (Sargertgai, 1977).

3. 15. Szamitdégépes programok
A dolgozat elkészitéséhez a Wisconsin GCG programag

BLAST, BLASTX, PILEUP, BOXSHADE programjait haszn#
(Devereux és mtsai, 1984).
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4. EREDMENYEK
4. 1. SNF1 kindz cDNS izolalasa és jellemzésatanum tuberosum-bél
4. 1. 1. SNF1 kindz cDNS izolalasa burgonyagumaobdl

Olyan faktorok izolalasat és jellemzésartiik ki célul, amelyek
felteheben részt vesznek a burgonya gumdidgisének és a tartalék
kemenyid képzésének jelatviteli Utvonaldban. Munkank kezkimt nem
allt rendelkezésre éle$ztSNF1 kindz génjéhez homoldég szekvencia
Solanum tuberosum-bél. Mivel mas magasabbreinddovényekiBl mar irtak
le SNF1 géneket, ezért megkiséreltiik a burgonyalSKié&z izolalaséat
homolégia alapjan polimeraz lancreakcidval.

Aminosav szint szekvencia 6sszehasonlitdsbol megallapitottuk,
hogy az eddig ismert névényi SNF1 kinazok 70-85%kmsmologiat
mutatnak egymashoz. Tovabba a homoldgia sokkal saéta(80-95%) a
kinaz katalitikus doménjén belil. A dohany NPK5,ras RKIN1, az
Arabidopsis thaliana ATKIN1 és az arpa BKIN1, BKIN12 szekvenciak
O0sszehasonlitasa alapjan degeneralt oligonukleoiititoszekvenciakat
(primereket) terveztink (SNFS, SNFA) a névényi SKKiFzok katalitikus
domeénjének Ill. és VIIl. szubdoménjére. A PCR-tnsgird kortlmények
kozott végeztik, és templatkéntSatuberosum 6t napos indukalt sztélo
RNS-BI készilt cDNS konyvtar (Banfalvi és mtsai, 1996 N®ét
hasznéltuk. A kb. 400 bazispar hosszi PCR termpgBatescript (SK)
plazmid (4. 1. abra) vektorba klonoztuk. A fuggetidonokat reprezentald
baktérium telepekdd plazmid DNS-t izoldltunk majd meghataroztuk a
fragmentek nukleinsav sorrendjét, és 6sszehastinkitaz ismert névényi
SNF1 kindzok nukleotid szekvencidival. A szekvenéisszehasonlitas
alapjan megallapitottuk, hogy kétféle cDNS-t izinlak. A két csoportot
reprezentdld LL20 és LL21-nek nevezett részlegedNSDklonokat
analizaltuk tovabb. A pLL20 plazmid &ltal hordozaDNS darab 388
bazispar hosszusagunak bizonyult, és 88%-o0s homoldgitatott a dohany
NPK5 SNF1 kindzzal, mig a 388 béazisparos LL21 cDR®%-0s
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hasonlésagot mutatott a munkank elvégzésével aiheid kozolt PKIN1-
nek nevezett (Man és mtsai, 199®%planum tuberosum SNF1 kinaz
megfeleb részeivel.

4. 1. 4bra Parcialis SNF1 cDNS-ek izolalasa PCF&rielberosum gumo
cDNS bankbdl.

1. csatorna:Hindlll restrikciés endonukleazzal emésztatfag DNS, a
fragmentek méretét kilobazisban (kb) adtuk meg.cgatorna: PCR-rel
felszaporitott részleges SNF1 cDNS-ek.

Az LL20 és az LL21 részleges cDNS-ek nukleotid eodiét a GAP
programmal dsszehasonlitottuk és megallapitottaly la két cDNS 81%-
0s homolégiat mutat egymashoz (4. 2. abra). A szedkia
O0sszehasonlitasok eredménye alapjan az LL20 részlegDNS-t
vélasztottuk tovabbi kisérleteink targyaul.

4. 1. 2. Az LL20-nak megfeld teljes hosszusagu cDNS izolélasa
Az LL20 részleges cDNS-nek megfdéldkljes hosszisagu cDNS klénGa
tuberosum indukalt szt6l6 RNS-# készitett cDNS konyvtarbdl (Banfalvi és

mtsai, 1996) izolaltuk plakk hibridizacié segitségjé A cDNS konyvtar
200000 plakkjat vizsgaltuk meg a radioaktivan jeldl20 cDNS-sel és
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négy egyedi fagklont izolaltunk. A fagklonokbdl a pBluescript részt és a
cDNS-t in vivo helper fag segitségével plazmidda konvertaltukjdma
meghataroztuk a cDNS-ek 5’-végének nukleotid saljétn

LL20 1 ttcagcagataatttctggtgtggagtactgccat ataaacatggtggtt 50

CECETEEEE ter Teer e e e e e e e e e e et ey
LL21 1 ttcagcagattattgct ggt gt ggagtactgccat aagaat at ggtggtt 50

51 cat agagaccttaagcct gaaaacctccttct ggact ccaaat ggaatgt 100

R AR N e RN O B B B RN
51 catcgggaccttaagcct gagaat ctgcttttggat gcaagacgcaatgt 100

101 gaagat cgcagattttggtttgagcaat at catgcgcgatggtcattttc 150

FCEEEE FEEEEEreeer tee teee tereeeer teeer teerr i
101 aaagat agcagattttggcttgggcaacat cat gcgagatggccattttc 150

151 tgaagacaagtt gcggaagcccaaact at gct gccccagaggttatatca 200

CEEEEEE TEerr e eeeer teeee et eeeerr 1l
151 tgaagact agtt gt ggaagt ccaaatt at gcagct cctgaggttgtctct 200

201 ggt aaatt gtat gct ggccct gaggt agat gt at ggagct gt ggtgttat 250

FECEE T TErrer e Peere e e e teeer teeer eerny
201 gggaaact at at gct ggt cct gaggt agat gttt ggagtt gt ggcgttat 250

251 tctttatgctcttctctgtggcacccttccatttgacgat gaaaacatac 300

CEEEEerreeer teeer ee reeer ee rete teeer 1l
251 cttatatgctcttctttgtggtacacttcctttcgat gacgaaaatatac 300

301 ccaatctttttaagaaaat aaagggt ggat at attactctgcccagccat 350

301 ccaaccttttcaagaaaat aaagagt ggagt ct acacccttccaagtcat 350

351 ttatcagctggtgcgagggatttgattccaaggat gct 388

et re T tree ety
346 ctgtcacctttagctagggatttgataccaaggat gct 388

4. 2. dbra Az LL20 és az LL21 parcialis cDNS-ekkseaciainak 6sszehasonlitasa.

A két cDNS nukleotid sorrendje 80%-0s homoldgiat tahuegymashoz. Az
0sszehasonlitast a GAP programmal végeztik el.

A kapott szekvencia adatok alapjan egyetlen cDN$ Wizonyult teljes
hosszlsagunak, amit StubSNF1-nek neveztiink el. #bSBIF1 cDNS
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klént szubklonoztuk, a szubklénok nukleotid sorjéhdmeghataroztuk,
majd O6sszedllitottuk a StubSNF1 cDNS klon teljeklentid szekvencigjat
és a bdile szarmaztatott fehérje aminosav sorrendjét (4bB&a) (Lakatos és
Bénfalvi, 1997).

1 MDGTAVQGTSSVDSFLRNYKLGKT IL 50
51 NRRKI RNVDVEEKVSREI KI LRLFMHGHI SRLYEVI ETPSDI YVWWMEYVK 100
101 SCELFDYI VEKGRLQEDEARNFFQQ | SGVEYCH NWVHRDLKPENLLL 150
151 DSKWNVKI ADFGLSNI MRDGHFLKTSCGSPNYAAPEVI SCKLYAGPEVDV 200
201 WSCGVI LYALLCGTLPFDDENI PNLFKKI KGGYl TLPSHLSAGARDLI PR 250
251 M.I VDPMKRMI| PEI RLHPWFQAHL PRYL AVPPPDTMQQAK 300
301 NRHRVSTGYLGAEFQESM 350
351 EYGYNRI NSNEPLLPCWORFPG MDYQQAGARQFPI ERKWALGLQSRAHP 400
401 RElI MIEVLKALQELNVCWKKI GQYNMKCRW/PSVPGHHEGMGYNSMHGNQ 450
451 FFGDDSSI | ENDGDTKLTNVVKFEVQLYQTREEKYLLDLQDQGSQFLFLD 500
501 LCAAFLAQLRVL 512

4. 3. abra A StubSNF1 fehérje aminosav sorrendje

Az ATP kot helyet (25-48. aminosav) sargaval, a sejtmag ip&ailds szignalt
(53-70. aminosav) lilaval, az UBA domént (292-3agiinosav) zdlddel, az AMPK
T210-nak megfelél T175-6t pirossal jeldltik.

4. 1. 3. Az StubSNF1 cDNS klon szekvencia analizise

A teljes hosszisagu StubSNF1 cDNS 1950 bazisp&ihholA
leghosszabb nyitott leolvasasi keret (ORF) egy &d#nosav hosszusagu
proteint kédol. A cDNS 5’ végén 197 bp-os, 3’ végétb bp-os nem-
transzlalédd régio talalhatd6. Az 512 aminosav haos&gu fehérje N-
terminalisan talalhaté a 262 aminosavbdl all6, 2dbdomént tartalmazoé
protein kindz katalitikus domén (Hanks és Hunte€995). A katalitikus
domeén feltételezett ATP-kéthelye a 25-48. pozicié kozott helyezkedik el,
amely a kinaz katalitikus aktivitasaban valosiig fontos szerepet jatszik.
Az NPK5 kindz ATP-kdd helyében taldlhatd konzervativ lizin aminosav
cseréje alaninra ugyanis katalitikus aktivitassalédtalan nem rendelkéz
fehérjét eredményezett (Muranaka és mtsai, 19948tubSNF1 fehérje 53.
és 70. aminosava kozott a két ré#zBllo sejtmag-lokalizacios szignal
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talalhatd, ami a StubSNF1 fehérje szelektiv akkdwaidjat idézheti €l a
sejtmagban.

Kodzvetlenll a katalitikus domén utan a fehérje @ninalisa felé az
an. ubiquitin asszocialt domén (UBA domén) tal&ah@@92-332 aminosav).
Az UBA domén egy kb. 40 aminosavbal allo, és medjaltd olyan szamos
fehérjében, amelyek bizonyitottan az ubiquitin Gtalegradalodnak
(Hofmann és Bucher, 1996) (4. 3. abra). Az StubSKirAz mellett az
Arabidopsis thaliana AKIN10, a dohany NPKS5 és az éles8NF1 kinaz is
tartalmazza az UBA domént (Hofmann és Bucher, 1996)

A StubSNFL1 proteint a BLAST (Basic Local Sequendigrnent
Tool) szamitdgépes program segitségével Osszeltasikl a Genbank
adatbazisban talalhaté protein szekvenciakkal. AbSNF1 protein a
legmagasabb homologiat (89% azonossag, 92% hadghlés dohany
NPK5 protein kinazhoz (Muranaka €és mtsai, 1994) attat A
burgonyagumébdl izoldlt PKIN1 kinaznak a StubSNiyglg valo
0sszehasonlitdsa soran joval alacsonyabb, 68% sw@ymt és 73%
homologiat kaptunk aminosav szinten. Az StubSNF1 aésszintén
burgonyabdl izolalt PKIN1 kdzotti nem tal magas lubdgia valoszitileg
azt jelenti, hogy a két SNF1 kinaz kulonBazignal transzdukcids utakban
vesz részt.

4. 2. A StubSNF1 kindzzal egyuttrikddé StubGAL83 cDNS izolalasa
éleszb két-hibrid rendszerrel

A sejtekben végbeménbiokémiai folyamatokban meghatéarozo
szerepet toltenek be a fehérje-fehérje kodlcsbnbltadgEgy fehérje
funkciéjanak megismeréséhez sok fontos adatot &ltatg a vele
kdlcsbnhatasban 1év(egyuttmiikdds) fehérjék izolalasa és analizise. Az
éleszé két-hibrid rendszer egy viszonylag Uj moédszer, lgma vivo
korialmények kozott teszi leRaté a protein-protein  kolcsénhatasok
tanulmanyozasat. A két-hibrid rendszer egyik legggbban hasznalt
alkalmazasi terllete egy ismert fehérjével kolcsidasban 16y partner(ek)
azonositasa.
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Mivel munkank kezdetekor egyetlen novényi SNF1 Kkiah
egyuttnikods fehérje sem volt ismert, az élasztét-hibrid rendszerrel
megkiséreltiik a StubSNF1 protein kindzzal kolcstinfehérjék izolalasat.
A két-hibrid s#irés folyamata négy lépéasiall:

(1) a csali plazmid konstrukcié elkészitése és ripottigrzsbe vald
bejuttatasa és ellérzése;

(2) a préda cDNS-eket hordozé cDNS konyvtar bejuttatasacsali
plazmidot tartalmazo riporter torzsbe, majd a felezett interaktorok
izolalasa;

(3) a protein-protein interakcié specifikussaganak tyithsa a két-hibrid
rendszerben;

(4) a protein-protein interakcio bizonyitasa mas modsegitségével (pin
vitro fehérje-fehérje kotés vizsgéalattal).

4.2.1. ApDBD-StubSNF1 csali konstrukcio létrehdisa és elletirzése

A StubSNF1 cDNS klon 512 aminosavat kodol6 teljgstott
leolvasési keretének megfdleDNS szakaszt PCR-rel felszaporitottuk. A
PCR-hez hasznalt SNF1BAL, a StubSNF1 ORF 5-végétyeado primer,
egy EcoRlI restrikcids hasitohelyet is tartalmazott ugygh@azEcoRI hely
altal kodolt E és F aminosavak azonos leolvasaeetlie keriljenek a
StubSNF1 protein kodolé régiojaval. A PCR termékebRI restrikcids
enzimmel emésztettik, mafgcoRI-EcoRV helyre a pBluscript plazmidba
klonoztuk (pLL31) és meghataroztuk teljes nuklestidendjét. A
StubSNF1 ORF-et a pLL31 plazmidb&coRl és Hindlll enzimekkel
kivagtuk, majd aHindlll talnydal6 véget feltoltottik, és a pGAL4ADBD
vektor (csali plazmid)EcoRI-Smal helyeire klonoztuk. igy Iétrehoztuk a
pLL32-nek nevezett, GAL4 DNS-kétdomén StubSNF1 fuzids proteint
termeb konstrukciot (pDBD-StubSNF1). A pDBD-StubSNF1 prad altal
termelt fazids protein N-termindlisan a GAL4 DNStkd@omeén talalhato.
Ha a csali vektor altal kodolt fehérie dnmagabarképes transzkripcids
aktivatorként nikodni, és igy a riportergének (HIS3, LacZ) trangatibjat
inicialni, akkor a fazids fehérje élesztkét-hibrid rendszerben nem
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hasznéalhat6. Ezért megvizsgaltuk a pDBD-StubSNFRkmidot hordozé
éleszétorzs ndvekedését hisztidin jelenlétében és histtitbm tartalmazo
taptalajon is. Az élesdtibrzs csak a hisztidinnel kiegészitett taptalajon
novekedett és a kolénidk nem mutattak LacZ aksvisgm. Ezzel szemben
a pozitiv kontrolként hasznélt élesitirzs, ami az SV40 T-antigént és az
egér p53 cDNS-t hordozta a megfélekali és préda vektorokba klénozva,
képes volt hisztidin jelenléte nélkil névekedni,jéents LacZ aktivitast
mutatott. Ezek az eredmények azt mutattak, hogyD8DpStubSNF1
konstrukci6 6nmagaban nem képes egyedil transifsipaktivatorként
mukodni ezért a két-hibrid rendszerben csali fehémelhasznalhato. (4. 4.
abra). Ezutan a pDBD-StubSNF1 plazmidot a YRG-2szi&rzshe
transzformaltuk.

pPE————N o A
PDBD-SwbSNFI-pAD-GAL4 Z60 RN, P3-SVAOT antigén

p53-pAD-GAL4 pDBD-GAL4-§v40 T antigén

B
Csali Preda
pDBD-3tubSHF1 pAD-GALA
p53 SV40T antigén —
po53 pAD-GALA

pDED-GATA 3740 T antigén

4. 4. abra A pDBD-StubSNF1 csali konstrukci6 elleése az éleszkét-hibrid
rendszerben.
A kulonbo® csali és préda konstrukcidkat a YRG-2 élégrzsbe
jutattuk. A transzformans sejtek noévekedését Misrti mentes
taptalajon teszteltik.(A). B-galaktozidaz aktivitast az un. “filter lift”
meéréssel (Jiang és Carlson, 1996) hataroztuk meg (B
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4. 2. 2. Az StubSNF1-gyel egyuttikodé fehérjék izolalasa két-hibrid
szirés mabdszerrel

A pDBD-StubSNF1 csali konstrukciét tartalmazo élégwzset a
pADGAL4 vektorban lé§ Solanum tuberosum levél kbrszévet RNS-8I

készitett cDNS kléntarral (préda plazmidok) (Ehdtaés mtsai, 1997)
transzformaltuk, és kb. 600 000 transzforménst w@pt Négy-hat nap
inkubalas utan 24, hisztidin hidnyaban is novekdapes (HI§) koldniat

izolaltunk, majd a "filter lift" vizsgélattal megégaltuk a koloniak
B-galaktozidaz aktivitasat (Jiang és Carlson 1996)24,N-|IS+ koloniabdl

nyolc telep bizonyult f—galaktozidaz pozitivnak. A HIJS LacZ"

koléniakbdl izolalt préda plazmidok inszertjeinekvBgeinek nukleotid
sorrendjét meghataroztuk, majd a BLASTX program itségével
0sszehasonlitottuk a Genbank adatbazisban talallzatd@tokkal. Az
O0sszehasonlitas eredményét a 4. 1. tablazat mbtatja

4. 1. tAblazat A két-hibrid éréssel izolalt cDNS-ek szarmaztatott aminosav
sorrendjéhez legmagasabb homologiat mutaté fehérjék

cDNS klon szama HOMOLOGIA

Patkany AMPK komple® alegysége

Ismeretlen
Paradicsom izopropil-malat-
dehidrogenaz

Patkany AMPK kompleg alegysége

Ismeretlen

Ismeretlen

Ismeretlen

0| N[O O] &

Patkany AMPK komple® alegysége
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A szekvencia 6sszehasonlitas alapjan megallagitdiegy a nyolc cDNS
Ot kilénb6sd génterméket reprezentélt. A nyolc kiénbdl harorgnedissal
atfedd CcDNS jelenbs homologiat mutatott a patkhny AMPK
B alegységéhez (Thornton és mtsai, 1998), és az&I8H#21/SIP2/GAL83
géncsalad tagjaihoz is (Jiang és Carlson, 199%n Jinlgozatban a két-
hibrid sZiréssel izolalt tobbi cDNS klonnal a tovabbiakbanmne
foglalkozunk, és az 6t szekvenciat a Fuggelékbetatjol be.

Az AMPK [palegységéhez homoldgiat mutatd cDNS-ek
nukleinsav-sorrendjét meghataroztuk. Az 1024 bpshoss a két 516 bp
hosszl cDNS megfelelrészei 100%-0s homologiat mutattak egymashoz,
ezért a hosszabb cDNS-t StubGAL83-nak (pLL32), @debb cDNS-t
AStubGAL83-nak (pLL33) neveztik el.

Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy az &deket-hibrid
rendszerrel izolalt StubGAL83 @sStubGAL83 cDNS-ek valésziiteg az
SNF1 protein kindz komplex adaptor alegységéné&klanum tuberosum-
ban talalhaté homoldgja (Lakatos és mtsai, 1999)

4. 2. 3. A StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék kozotti ddcsdnhatés
bizonyitasa a két-hibrid rendszerrel

Az éleszbé két-hibrid rendszer szamosérye mellett egyetlen
hatranya az, hogy viszonylag sok olyan pozitiv kiéredményez, amelyek
val6jdban nem egyUttitRodd partnerei a kérdéses fehérjének. Ezeért egy
fehérje-fehérje interakcié "valodisagat” minél tddleképpen be kell
bizonyitani.

A két-hibrid rendszerben a fehérje-fehérje kolcstiiah kialakulaséat
nem befolyasolhatja az, hogy egy adott fehérje D@B- vagy aktivacios
domén fuzids fehérjeként van jelen az éldsen. Az egylttrikodés
specifitasat igazolja, ha a kolcsénhat6 fehérjéklifott szereposztasban is
ugyanolyan hatékonyan egyuttkddnek, mint az eredteti csali-préda
rendszerben. Ezért StubSNF1 teljes kddolo6 régao@D vektorba, a pAD-
StubGAL83 plazmid altal hordozott cDNS-t a pDBD taka kiénoztuk,
igy létrehoztuk a pLL35 és a pLL36 plazmidokat. Anktrukcidkat az
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eredeti teszt-rendszernek megfélesali-préda (pDBD-StubSNF1, pAD-
StubGALB83), illetve forditott kombinacidban (pDBROUBGAL83, pAD-
StubSNF1) ko-transzformacioval éledtm juttattuk, és a fehérjék
kdlcsdnhatasét a riportergének aktivitasa alapgekdaltuk.

B-galaktoz daz
Cali Préda aldtivitds
StubSNF1  StubGALS3 - 34
StubSNF1  AStubGALS3 35
StbGALS3  StubSNF1 33
SubSNF1  pAD-GAL4 -
pDBD-GAL4  StubSNF1 <1
pDBD-GAL4  StubGALS3 <1
SubGALS3  pAD-GAL4 <1

4. 5. abra A StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék egyiktidnek az élesétkét-
hibrid rendszerben.

A Kkilonbds csali és préda plazmid kombinacidkat bejuttattuk YRG-2
éleszétérzsbe; a transzformans sejf@lgalaktozidaz aktivitdsat szilard taptalajon
an. filter lift” méréssel (Jiang és Carlson, 199&)lyékony taplevesben az ONPG
méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A folyékotgplevesben mér{3-
galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk meg.

A fehérje-fehérje interakcié kialakuldsanak alagfelle az, hogy
mind a két kdlcsdnhatd partner jelen legyen azzélssjtben. Ha csak az
egyik fuzids fehérje van jelen és az "ellentétesktor Ures (pl. pDBD-
StubSNF1és pAD), akkor elvileg a fuziés fehérje @agaban nem
mitkddhet transzkripcids aktivatorként, i@rgalaktozidaz aktivitast sem
mérhetiink. Ezért negativ kontrolként a pDBD-Stub&iAD, pDBD-
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pAD-StubSNF1, pDBD-pAD-StubGAL83 és pDBD-StubGALBAD
kombinacidkat is bejuttattuk az éledze. Minden kombinaciébdl harom
reprezentativ koloni-galaktozidaz aktivitdsat mértik szilard taptalagon
B-galaktozidaz méréssel, folyékony tapoldatban a2 GNnéréssel (Jiang
és Carlson, 1996 és Miller, 1972). Eredményeinkit® abra mutatja be.

Kisérleteink alapjan megéallapitottuk, hogy fehdgkérje
interakciot csak akkor detektaltunk, ha mindkétigazehérje jelen volt az
éleszében (4. 5. &bra, 1, 3 sor). Az ONPG méréssel kéizehos efsséd
protein-protein interakciét allapitottunk meg (38, Miller egység) pDBD-
StubSNF1, pAD-StubGAL83 és pDBD-StubGAL83, pAD-SShF-1
transzformansokban, ami azt jelenti, hogy a kéérfehkolcsonhatdsanak
erésségét nem befolyasolja, hogy DBD vagy AD fuzidséfgeként van-e
jelen az éles#dben. Nem detektaltunR-galaktoziddz €1 Miller egység)
aktivitdst azokban a transzformans éléseftekben, amelyek csak az egyik
fuzios fehérjét kodold plazmidot hordozték, tehétnsa StubSNF1, sem a
StubGAL83 dnmagaban nem képes transzkripcios dktiként niikddni
(4.5. ébra, 4, 5, 6, 7 sor).

4. 2. 4. A StubSNF1 és StubGALS83 feheérjék kozottiigekt interakcio
kimutatasain vitro kotési vizsgalattal

Tovéabbi kisérleteink soran arra a kérdésre kerkstafaszt, hogy a
StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék kdzvetlenul kapchudd-e egymassal,
vagy interakciéjuk egy harmadik, az élédmn is jelen |&¥ fehérjét
igényel. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasdra &SSkL és a
StubGAL83 fehérjeket fuzidés fehérjeként expresamdilk kulon-kilon
Escherichia coli sejtekben, majd a fuziés fehérjéket affinitas etétrkelat
kromatografiaval izolaltuk, és kapcsolédasulkatitro korilmények kozott
vizsgaltuk.

A StubSNF1 cDNS teljes kodold régidjat a pGEX-2Tkteeba
klénoztuk (pLL42). A keletkezett fuzios fehérje Biminalisan a glutation-
S-transzferdz (GST), a C-teminalison a StubSNF&rfethtalalhatdé (GST-
StubSNF1). A GST-StubSNF1 és pGEX-2T vektorokat coli BL21
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torzsbe juttattuk, majd LB folyékony tapoldatban €100-ig tenyésztettik.
A rekombindns fehérjék expresszigjat 0,1 mM IPTGzZdadasaval
indukéltuk. Harom 06ras indukci6 utan a sejteket trfigaltuk,

szonikélassal feltartuk, majd az oldhat6é fehérjgkghideg ST pufferben
extrahdltuk. Az extraktumokbdl a GST-StubSNF1 &erarollként hasznalt
GST fehérjéket glutation-Sepharose oszlopon afitéamatografiaval
kozel homogenitasig tisztitottuk, majd a fuzioségéket 20 mM redukalt
glutationt tartalmazé pufferben elualtuk. A GSTISBMNF1 és GST fehérjék
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4. 6. abra GST fliziés fehérjék termeltetBseoli-ban, és a termelt flziés fehérjék
tisztitasa affinitds kromatografiaval.
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A fehérjekivonatokat és az izolalt fuziés fehérglk®%-os poliakrilamid gélen

vélasztottuk el. A molekulaméreteket kilodaltonk&®) adtuk meg (A) A GST-

StubSNF1 termeltetése és izolalasa. 1. csatordakatatlan baktérium kultarabol
készitett total fehérjekivonat, 2. csatorna: 0.1 T G-vel indukalt baktérium

kultardbol készitett total fehérjekivonat, 3. csatp az indukalt baktérium

kultarabol ST pufferrel készitett fehérjekivonatdfmato fehérjék), 4. csatorna: az
oldhat6 fehérjéket tartalmazé kivonatbdl affiniti®matografiaval tisztitott GST-

StubSNF1. (B) A GST termeltetése és izolalasa. ¢satorna ua., mint (A), 4.
csatorna: az oldhat6 fehérjéket tartalmazé kivablagtutation-Sepharose affinitas
kromatogréfiaval tisztitott GST.

termebdését poliakrilamid gélelektroforézissel ebemtik. A 4. 7. A.
abran jol lathato, hogy a GST-StubSNF1 egy kb. 8m Kehérjeként
termebdik azE. coliban, amit affinitas kromatogréafia segitségével kb. 60%-
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os tisztasagig dusitottunk. A 4. 6. B. 4bran a @&BiErje tisztitAsat mutattuk
be. A StubGAL83 cDNSBglll-Xhol (25-289. aminosav) fragmentjét a
pET32a+ vektorba klonoztuk (pLL44). A pET32 vektanbolyan fazids
fehérje termelésére van lebiség, amelynek az N-termindlisan a 109
aminosavas tioredoxin (TRX) fehérje, a 15 amindsasszUsagu S-tag és a
6 hisztidinl®l allé His-tag talalhatd. A TRX-StubGAL83 és pET32a

1 2 E 4
A 12 3 4 B
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4. 7. abraGST fluziés fehérjék termeltetEseoli-ban, és a termelt flzids fehérjék
tisztitasa metal-kelat kromatografiaval.

A fehérjekivonatokat és az izolalt fuziés fehérjgk®%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk el. A molekulaméreteket kilodaltonl{&b) adtuk meg (A) A TRX-

StubGAL83 termeltetése és izoldlasa. 1. csatormalukialatlan baktérium

kultardbol készitett total fehérjekivonat, 2. csato 1,0 mM IPTG-vel indukalt

baktérium kultarabdl készitett total fehérjekivand. csatorna: az indukalt
baktérium kultdrabol ST pufferrel készitett feh&iyenat (oldhaté fehérjék), 4.
csatorna: az oldhaté fehérjéket tartalmazé kivadlatffinitas kromatografiaval

tisztitott TRX-StubGAL83. (B) A TRX termeltetése islalasa. 1-3. csatorna ua.,
mint (A), 4. csatorna: az oldhat6 fehérjéket tantd kivonatbdl metél-kelat
kromatogréfiaval tisztitott TRX.

vektorokat E. coli BL21(DE3) torzsbe juttattuk, majd LB folyékony
tapoldatban OD=0,6-ig tenyésztettik. A fehérjeesgzadt 1 mM IPTG
hozzdadasaval indukaltuk. Harom ords indukcié utan sejteket
centrifugalassal 0Osszeijiottik, feltartuk, majd az oldhaté fehérjéket
jéghideg ST pufferben extrahaltuk. A TRX-StubGALS8 TRX fehérjéket
nikkel-kelat kromatogréafids oszlopon részlegesesrtitottuk, majd a
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kotédott fehérieket 300 mM imidazol tartalimd ST puféreludltuk. A
rekombinans fehérje terndelését ebben az esetben is poliakriamid
gélelektroforézissel ellé@niztik. A 4. 7. A. abran lathatjuk, hogy a kb. 52
kD-os fehérjéként term@&lld6 TRX-StubGAL83 fehérjét is kozel
homogenitasig tisztitottuk a nikkel-kelat kromatéfifis oszlopon. A 4. 7.
B.. dbrdn a TRX fehérje tisztitdsat mutatjuk be. édlmatumok fehérje
tartalmat Bradford méréssel hataroztuk meg.

A tisztitott GST-StubSNF1 és GST fehérjéket (2542g) Ujra a
glutation-Sepharose oszlopra kotottik és a realeggbhez mertunk 2,59
TRX-StubGAL83 és jug TRX fehérjét, és a reakcio elegyeket két orat at
jégen inkubaltuk. A nem specifikusan &dbtt fehérjéket ST pufferes
mosassal eltavolitottuk. A GST-StubSNF1 és GST rfékidez koddo
molekulakat elualtuk, majd 12%-0s poliakrilamid ey@ltortéié elvalasztas
utédn a TRX tag-ot hordozo fehérjéket a TRX-tag-léeti S-tagot felismef
ellenanyag segitségével Western blottal detektdhuk. 8. abran lathato,
hogy a StubGAL83 kédik a StubSNF1 fehérjéhez, ugyanis az oszlopra
kotott GST-StubSNF1 visszatartotta a TRX-StubGAL8&hérjét (1.
oszlop). Nem alakult ki fehérje-fehérje kblcsbnkagdnegativ kontrolként
beallitott GST-TRX-StubGAL83, GST-StubSNF1-TRX, GBRX kotési
reakciokban.

In vitro eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a étidh
rendszerrel izolalt StubGAL83 fehérje kozvetlenitoklik a StubSNF1
protein kindzhoz.

4. 3. A StubGAL83 cDNS 5’ végének izolalasa PCR-rel

A két-hibrid rendszerrel izolalt StubGAL83 cDNS Riegy 1024
bazispar hosszusagu stop kodont tartalmazo, azotaaszlacios start
kodon nélkidli csonka cDNS-nek bizonyult, ami egy52&minosav
hosszuséagu fehérjét kddol.
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4. 8. abra A StubSNF1 protein kinaz egyiitkidése a StubGAL83 fehérjéval
vitro.

A GST-StubSNF1 és GST fehérjéket glutation-Sepleanoszlopra kotéttik, majd
egyltt inkubdltuk a TRX-StubGAL83 és TRX fehérjékkd nem kotdott
fehérjéket lemostuk, a kotott fehérjéket elualtoigjd 12%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk e,l és a TRX taghandés-tag elleni antitesttel mutattuk ki.

A StubGAL83 csonka cDNS hianyz6 5’ végét PCR-rapexitottuk fel a
két-hibrid kisérletekhez hasznalt plazmid formal&s cDNS konyvtarbol
(Ehrhardt és mtsai, 1996) (4. 9. abra). A PCR-leszhdlt, a cDNS 5’ vége
felé ir6 GALT és GALK primereket a csonka StubGAL8BNS-re
terveztik. A PCR-rel felszaporitott részleges cONSBluescript (SK+)
vektor EcoRV helyére klonoztuk (pLL40), majd meghataroztukiagzert
nukleotidsorrendjét. A szekvencia adatok alapjamyatiapitottuk, hogy a
StubGAL83 cDNS-nek megfeleimRNS 5’ végét szaporitottuk fel, mert a
PCR termék és a StubGAL83 cDNS 120 bazispar hoadgaustfed része
100%-ban megegyezett, valamint a PCR termék a hiarde feltételezett
transzlacios start kodont is tartalmazta.
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4. 9. dbraA StubGAL83 cDNS 5’ végének felszapoaita€R-rel

Templatként levél drszovet két-hibrid cDNS konyvtarat hasznaltuk. AsePCR
reakciot a GAL4AD és GALT primerekkel, a masodikFPeeakciot a GAL4AD és
a GALK primerekkel végeztiik.

4. 4. A teljes hosszusagu StubGAL83 szekvencia aizide

A teljes hosszlsagu StubGAL83 cDNS 1071 bazispssAisagu,

5’ végén 37 bazisparos, 3' végén 163 bazisparostreamzlalodoé régiot
tartalmaz. A StubGAL83 cDNS leghosszabb értelmelvdsasi kerete egy
289 aminosavas fehérjét kddol, aminek a molekulati81,8 kDa.

A StubGAL83 cDNS éltal kbdolt fehérijet a BLAST prag
segitségével 0Osszehasonlitottuk a Swissprot fehéa@atbazissal.
Megdllapitottuk, hogy a StubGAL83 fehérje homoldgidutat az élesét
SIP1/SIP2/GAL83 géncsalad tagjaihoz, a human AMRKaX komplex
béta alegységeihez, Kluyveromyces lactis FOG1 fehérjéhez és az AKIN
B1, AKIN B2 A. thaliana cDNS-ekhez. A péaronkénti 6sszehasonlitas
alapjan a StubGAL83 fehérje a legmagasabb homdl@@é. thaliana
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AKIN B1 cDNS-hez mutatta aminosavszinten (51% aminosancasag,
62% a hasonlé aminosavak aranya).

A StubGAL83 fehérje humén éA. thaliana homoldgjai kozel
azonos hosszusaguak, mig Saccharomyces cerevisae-bsl szarmazo
GAL83 és a Kluyveromyces lactis-bdl izolalt FOG1 proteinek joval
hosszabbak. A hasonl6 régiok szemléletes bemutat@gbdl a GALS3,
FOG1, AMPK32, AKIN Bl és a StubGAL83 fehérjéket a PILEUP
programmal egyméshoz illesztettik, és hasonlé szakat a BOXSHADE
programmal kiemeltik (4. 10. abra). Az 6sszehatmtlan szereplosszes
fehérjében két ésen konzervalodott szakaszt azonositottunk, amedyek
StubGAL83 fehérien a 104.-182. és a 220.-287. pakzickdzott
helyezkednek el. Az éle€rtSIP1/SIP2/GAL83 fehérjeken a két-hibrid
rendszer segitségével azonositottak azokat a adgiagkelyek az SNF1 és
SNF4 fehérjékkel valé kapcsoldédasban részt veszAekin. KIS domén
feleldss az SNF1 kinazzal, az un. ASC domén fslehz SNF4 aktivator
alegységgel tortén kotés kialakitasaért (Jiang és Carlson, 1997). A
szekvencia homoldgia alapjan a StubGAL83 fehérjé.-182. pozicidja
kozott 1év régio a KIS doménnek, a 220. aminosavtol a 2871na@savig
terjedd fehérjeszakasz az ASC doménnek feleltétheneg. Az
dsszehasonlitdsban szetepfehérjék N-termindlis része nem mutat
szignifikhns homologiat egymashoz, egyedili hasagdkozottik az, hogy
kozvetlenll a transzlacios start kodon utan menbkatizaltsagot biztosito
mirisztoilaciés szignalt tartalmaznak.

A StubGALS83 fehérje homoldgjai megletisen konzervaltak mas
magasabbrerid névényekben, ugyanis szamos a StubGAL83-hoz magas
homoldgiat mutatdé EST-t taldltunk a ndévényi ESTthdakban a BLAST
program segitségével. Ax. thaliana-bdl izolalt AKIN 1 és AKIN B2
cDNS-ek jelenis homoldgiat mutatnak a StubGAL83-hoz. A StubSN§&1 é
StubGAL83 fehérjéken végzett munkankat és elértdreémyeinket
(Lakatos és mtsai, 1999) megsiti Bouly és mtsai (1999) késbi
eredményei, mely szerint az AKINBl1 és AKIN B2 fehérjék
egyuttmikddnek az AKINal SNF1 kindzzal és az AKINalegységeével (az
A. thaliana SNF4 homoldgja) az éle$zkét-hibrid rendszerben.
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4. 10. abra A StubGAL83 fehérjéhez magas homoldgiéato éless embs és
novényi fehérjék illeszkedése a homoldg szakaskayjan.

Az azonos aminosavakat feketével, a hasonl6 amia&ah szurkével jeloltik. Az
Osszehasonlitasban szefeplehérjék: StubGAL83S tuberosum, ScGAL83 S
cerevisiae, FOG1Kluyveromyces lactis, AKIN B2 A. thaliana, AMPK 2 human. A
KIS és ASC domeéneket felirattal jeloltik.
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4. 5. A StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék kapcsolodasan résztveb
domének azonositasa

A StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék kapcsolodasabanmtvérns
doméneket az élesizkét-hibrid rendszerrel azonositottuk.6&6r arra a
kérdésre kerestlink valasz, hogy StubSNF1 fehétitikeus (KD) vagy
regulator (RD) doménjével kapcsolodik a StubGAL8Bé&rjéhez. A kérdés
megvalaszoldsahoz létrehoztuk a StubSNF1 kinazlitkata (1-362.
aminosavig,) €s regulator doménjét (363-512. anaivigs) tartalmazo
konstrukciékat a pAD két-hibrid vektorban (pLL38p#s.39).

A StubSNF1 fehérje kinaz és regulator doménjétliadzo préda
és a pDBD-StubGAL83 csali plazmid konstrukciokatrop&ént ko-
transzformaciéval az Y190 éleéirzsbe juttattuk, majd a transzformans
kol6nidk B-galaktozidaz aktivitasat vizsgéltuk. (4. 11. A&bra)
Megéllapitottuk, hogy a StubSNF1 kindz regulatormdoje hasonld
er6sséggel kapcsolodik a StubGAL83 fehériehez, mitgljgs StubSNF1
kindz, mig a StubSNF1 kinaz katalitikus doménjétD)Ktartalmazé
konstrukciéval nem kaptunk interakciéra utddégalaktozidaz aktivitast.
Negativ kontrolként az élesite transzformaltuk pDBD-StubGAL83-pAD,
pDBD-pAD-StubSNF1, pDBD-pAD-StubSNF1KD, pDBD-pAD-
StubSNF1RD plazmid kombinacidkat. A negativ komttolesetében nem
kaptunkp-galaktozidaz aktivitast.

Az StubSNF1 protein kindzzal éle$#ét-hibrid rendszerben a 285
aminosav kédolo kapacitast StubGAL83 cDNS mellethStubGAL83
cDNS-t is izolaltuk. Az 516 béazisparaAStubGAL83 cDNS a teljes
hosszUsagu fehérje utolsé 124 aminosavat kodoljéStubGAL83 és a
AStubGALS83 0dsszehasonlitdsa utdn megallapitottulgy heo két fehérjét
kédolé cDNS az atfed részeken 100%-ban megegyezik. Ezenkivil a
szekvencia 6sszehasonlitas alapjan az is lathatgy la AStubGAL83
protein az SNF1 kinaz megkoétésében szerepet jatezdlS doménnek
csak az utols6 9 aminosavat tartalmazza (4. 10).almanek ellenére
kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a kétidhitrendszerben a
AStubGAL83 protein kdzel ugyanakkoradsséggel katdott a StubSNFL
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fehérjéhez, mint a KIS domént telijes egészébemltaarzd StubGALS83
fehérie (4. 5. é&bra, 1, 2 sor). Ezékbaz eredményekit arra
kovetkeztethetlink, hogy a StubGAL83 fehérje esetébe homolbgia
alapjan azonositott KIS domén utols6 9 aminosavieéfses teljes érték
KIS doménként funkcionalni, vagy a KIS doménen ki8iubGALS83
fehérje mas részei is részt vehetnek a StubGAL88 88ubSNF1 kozotti
kotés kialakitdsaban, de az is elképzélhlebgy a két fehérje kapcsolodasat
egy harmadik, feltehéén, az éles#bol szarmazo fehérje biztositja.

. J ik ShibSNF1
Caali Fréda aktivitis
StubGALE3  StubSHFL 23
StubGALRS  StubSNFIKD =1
StubGALR3  StubSNFIRD 28
StubGALRS  pAD-GAL4 =1

pDED-GALA  StubZNF1

=1
pDED-GALA ShbSHEIKD =1 =

pDED-GAL4 StbSNFIRD =l

4. 11. abra A StubSNF1 kinaz a C-terminalisar iagulator doménjével
kapcsolodik a StubGAL83 fehérjéhez.

A kil6nbdd csali és préda plazmid kombinaciokat bejuttattuk €190
éleszétorzsbe, a transzformans sejfglgalaktozidaz aktivitasat szilard taptalajon
az un. filter lift” méréssel (Jiang és Carlson,989, folyékony taplevesben az
ONPG méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A édlgny taplevesben mét
galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk még.abran a katalitikus domént
(KD) pirossal a regulator domént (RD) zolddel jalél
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4. 6. A StubGAL83 fehérje egyittnikodik az éleszé SNF4 fehérjével

Az éleszbben az SNF1 protein kindz komplexet a katalitikus
alegység (SNF1), az aktivator alegység (SNF4) ésdaptor alegység
(SIP1/SIP2/GALB83) alkotja. Munkank soran az élédat-hibrid rendszer
segitségével izolaltuk a StubGAL83 fehérjét, anliefeetleg az éles#t
SNF1 komplex adaptor alegységének felel meg. TavablStubGAL83
fehérjében megtalalhaték az SNF1 kinazkin. KIS és az SNF4 proteint
kot6 an. ASC doménhez homoldg szakaszok is. Ezek aapgjat
feltételezzik, hogy az éleshibz hasonldan az SNF1 kinaz a novények
esetében is egy harom alegys#ighllé komplexként mikédik. Ennek a
hipotézisiinknek az ellérzésére megvizsgaltuk, hogy a StubGAL83 és a
AStubGALB3 képes-e egydittikodni éleszt SNF4 (ySNF4) fehérjével a
két-hibrid rendszerben. Az 4. 12. bran lathato tkodcioban az élesiie
jutattuk a kulonbod csali €és préda konstrukcidkat, majd meghataroatuk
transzformans kolonidk LacZ aktivitasat.

Csali Préda B-zal alt ozi déz
aktivitas
StbGAL 83 ySHNF4 5
ASbGAL 83 ySNF4 ]
pDBD-GAL4  ySNF4 <1

4. 12. dbra A StubGAL83 és¥5tubGALS83 fehérje egyutttikddik az élest
SNF4 fehérjével az éleszkét-hibrid rendszerben.

A Kkilénbds csali és préda plazmid kombinacidkat bejuttattuk YRG-2
éleszétérzsbe, a transzformans sejfglgalaktozidaz aktivitasat szilard taptalajon
az un. filter lift" méréssel (Jiang és Carlson,989, folyékony taplevesben az

ONPG méréssel hataroztuk meg (Miller, 1972). A ébdgny taplevesben mépt
galaktozidaz aktivitast Miller egységben adtuk meg.
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A kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a Stulh&23 és aAStubGALS83
fehérjék kobdnek az élesétSNF4 fehérjéhez (25 és 22 Miller egység). A 4.
10. &bran lé¥ SNF1 komplexek adaptor alegységeinek 0sszehaisdtiol
egyértelnien latszik, hogy az eidd, az éles#t €s novényi adaptor
alegységek a legnagyobb homoldgiat a fehérjék @itgdisan 1é$ ASC
doménben mutatjak, igy értbea StubGAL83 és az éle§zENF4 fehérjék
hatékony egyutttikodése az élesyt két-hibrid rendszerben. Mivel a
StubGAL83 fehérje hatékonyan képes egyiikomini az éles#t SNF4
fehérjével két-hibrid rendszerben, ezért azt feledzik, hogy a
novényekben az SNF1 kinaz komplex, az@&mMMPK és az élesatSNF1
komplexhez hasonléan, harom alegy<#giti (Lakatos €s mtsai, 1999).

StubsME 1 e

StubGATES ', e w o oW

tEIE

Gy Sz L SstGiSztiG T V

4. 13. &bra A StubSNF1 és a StubGAL83 cDNS-ek kitdblt gének expresszidjanak
vizsgélata Northern blottal & tuberosum kiillonb6 szerveiben.

A membrant éiszor a StubGAL83, majd a StubSNF1-nek meglefaldioaktivan
jelolt DNS prébaval hibridizaltuk. Gy: gyokér, Szzar, L: levél, Szt: szt6lo, iSzn
vitro nevelt sztolo, iGin vitro nevelt gumo, G: gumo, T: termés, V: virag

4. 8. A StubGAL83 képiaszamanak meghatarozasa

4.7. A StubGALS83 és a StubSNF1 expresszibjanak @shasonlitasa

A gének funkcidjanak megismerésében segitségiekret laz, ha
ismerjuk idbbeli és térbeli expressziés mintazatukat. Ezértuwimegaltuk a
StubGAL83 és a StubSNF1 expresszidjat Northernidi#dcioval aS
tuberosum kilonb6® szerveiben. Probakéentekor aAStubGAL83 cDNS-
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t, azutan az StubSNF1 kodolé régidjat tartalmazib3dLcDNSEcoRI-Xhol
fragmentjét hasznaltuk. A StubGAL83 cDNS-nek megjel gén a
legebsebb expressziot a burgonya levelében, szarabawirégjaban
mutatta. Kozepes ésséd expressziot detektaltunk a gumoban, a sztéléban,
a virdgban, az in vitro indukalt sztéléban és guambtovdbba gyenge
expressziot a termésben és a gyokérben. A Stub@Nieitgonya viragaban
erésen, a tdbbi vizsgalt szervében northern hibridizéad alig kimutathat6
mértékben expresszal (4. 13. abra).

E H
T
-

—40

—30

b

—1.0

4. 14. &bra A StubGALS83 képiaszaménak meghatardzésthern blottal

A S tuberosum DNS-t EcoRl (E) és Hindlll restrikciés endonukleazokkal
emésztettik meg. Prébaként &StubGAL83 cDNS EcoRI-Xhol fragmentjét
hasznaltuk. A DNS marker méretét kilobazisban (kdtuk meg.
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4. 8. A StubGAL83 kdpiaszamanak meghatarozasa

Southern hibridizacidoval meghataroztuk a StubGAICEINS-nek
megfeleb gén kopiaszamatS tuberosumban. Az EcoRI és Hindlll
enzimekkel emésztett genomikus DNS-t filterre Wités a radioaktivan
jelolt 516 bazispar hosszusaf8tubGAL83 cDNS-t hasznaltuk probaként.
Az autoradiogrammon aZcoR| emésztésben egy kb. 2,5 kb-odliadlll
emésztésben egy kb. 1,6 kb-os fragmentet detekkalkr arra utal, hogy a
StubGAL83 egy kbpiaban van jelersauberosum genomjaban.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

5. 1. A StubSNF1 protein kinaz

Munkank soran aSolanum tuberosum indukalt sztolé6 cDNS
konyvtarbdl izoléltunk egy eddig burgonyabdl nemmeést proteint kindzt
kédoldo cDNS-t, és StubSNF1-nek neveztiink el. A SNiB1 cDNS altal
kodolt fehérje 65-90%-0s homoldgiat mutatott az igddolalt novényi
SNF1 kinazokhoz, tovadbba kinaz doménje 60-65%-tasoihiit az endls
AMPK és az élesét SNF1 protein kindz megfetel részeihez. A
rendelkezésre all6 adatok alapjan megallapitotiagy a StubSNF1 fehérje
az SNF1 protein kindz csalad tagja Lakatos és Bani®97).

Szamitbégépes analizissel, és szekvencia Osszeitasokkal a
StubSNF1 fehérjében azonositottuk a funkcid szetpdudl fontos
doméneket. A StubSNF1 protein kindz N-terminaliadratalitikus domén,

a C-terminalisan regulator domén taldlhatd. Azaotisk a 362
aminosavbdl allé kinaz domén 11 szubdoménjét, azidoménben Iév
ATP-kots helyet (benne az ésen konzervalodott lizin aminosavat) és a
VIll. szubdoménben a Iéverdsen konzervalt treonin aminosavat (175.
aminosav) (Hanks és Hunter, 1995) (4. 3. abra).

A kindz doménben Iév ATP-kots hely esszencialis a fehérje
protein kinaz aktivitdsa szempontjabdl. Az éléENF1 és a dohany NPK5
protein kindzok ATP-k@t helyében a nagyon konzervalt lizin barmilyen
mas aminosavra torténcseréje a katalitikus funkci6 medgsgsével jar
(Celenza és Carlson, 1986; Muranaka és mtsai, 1894pmes azonban
megemliteni, hogy az ATP-k&thelyben mutans SNF1 kindz a két hibrid
rendszerben ésebben kdidik a REG1 (az SNF1 negativ regulatora, a
protein foszfataz 1 regulator alegysége) fehérjéhmeat a vad tipusu SNF1
protein (Ludin és mtsai, 1998).

Az éleszé SNF1 kinaz szabalyozasanak pontos molekularis
mechanizmusa még nem ismert. Azonban a tisztitettzé SNF1 kinaz
inaktivalhaté protein-foszfatazzal és reaktivalhaMPKK kinazzal
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(Wilson és mtsai, (1996). Tovabba, az él@sBNF1 kinaz VIII.
szubdomeénjében 1év treonin aminosav (T210) esszencidlis a kinaz
aktivitdshozin vitro ésin vivo kérilmények k&zoétt is (Estruch és mtsai,
1992). Valoszifileg a 210. poziciéban I8vtreonin az SNF1 kinaz
szabalyozasaban részt geprotein kinazoknak és protein-foszfatdzok
célpontja. Ezt tamasztjak ala Ludin és mtsai (192@dmeényei, amelyek
szerint az SNF1 kinadz és negativ regulatora, a Redrje, egyuttritkddik

a két-hibrid rendszerben (is). Azonban fehérjefighénterakcidé nem
detektalhatd a 210. pozicidban treonin helyett iatatartalmazé SNF1
mutans és a REG1 kozo6tt. Ennek két oka lehet: @)0a pozicidban léy
foszforilalt treonin szikséges az SNF1-REG1 kamtdadhlakulasahoz, (2)

a treonin foszforilalédasa idézéeblyan konformacids valtozast az SNF1
proteinben, amely leh&té teszi a REG1 fehérje kapcsolodaséat. Az &leszt
SNF1 fehérjében IévT210 a szamitdgépes 6sszehasonlitas alapjan a 175.
poziciéban 1&g treoninnak felel meg a StubSNF1 fehérjében (4bga).

A StubSNF1 regulator domeénjében kdzvetlendl a kiktas domeén
utédn a fehérje C-termindlisa felé az an. UBA dorfi@biquitin Associated
Domain) talalhatdé (292.-332 aminosav) (Hofmann éscHgr, 1996).
Val6szirileg az SNF1 protein életidejének pontos szabalyoZastos
szerepet jatszik az élettani hatas kifejtésébena Edtételezést tAmaszthatja
ald kozvetett Uton az a tény, hogy a human AMBK fehérje C-
terminalisdn egy PEST protein-degradacios domészanrzusahoz nagyon
hasonlé szekvencia taladlhat6. A PEST szekvencidalteazé fehérjék
szintén ubiquitinalodnak és a 26S proteoszomanskdiebomlanak le. A
human AMPKao2 proteinben lé&¥ PEST szekvencia részt vesz az AMPK
a2 fehérje életidejének szabalyozésdban, ugyanisE8TPszekvencia
deletalasaval a csonka AMPK fehérje életideje ayseagyesére emelkedett
(Crute és mtsai, 1998).

5. 2. StubGAL83 cDNS a novényi SNF1 komplex dsszek@legysége

A SNF1 proteinnel egyuttikodo fehérjék izolalasa és jellemzése
fontos adatokat szolgaltathat az SNF1 kinazoknakoaényi sejtben
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betdltétt szerepél. Ezért az élesétkét-hibrid rendszerrel megkiséreltik a
StubSNF1 kinazzal egyittikods fehérjék izolalasat. Kisérleteink soran a
StubGAL83-nak elnevezett cDNS klont izolaltuk. AuBBNF1 és a
StubGAL83 fehérjéek kapcsolddasanak specifikussagéat két-hibrid
rendszerrel (4. 5. abra), a két fehérje kozvetleterakcidjat in vitro
koralmények kozott bizonyitottuk be (4. 8. abra).

Kisérleteink soran arra a kérdésre is valaszt Kamks hogy a
StubSNF1 fehérje a katalitikus vagy a regulator éiojgvel kapcsolddik a
StubGAL83 fehérjéhez. Eredményeink alapjan meggditpk, hogy a
StubSNF1 az élesztSNF1 proteinhez hasonléan a regulator doménjével
kapcsolédik az adaptor alegységhez (Jiang és ©al987) (4. 9. 4bra).

Megéllapitottuk, hogy az &ltalunk izolalt StubGAL88hérje az
éleszé SIP1/SIP2/GAL83 és az AMPK komplgk alegységének ndvényi
homoldgja (4. 10. 4bra) (Lakatos és mtsai, 1999). ékeszbben és az
emldsokben is tobb, az SNF1 kindz komplex Osszekékegységnek
megfeleb fehérje talalhaté (SIP1/SIP2/GAL83, AMPKL, B2) (Hardie és
mtsai, 1998). Az élesites az endls komplex dsszekétalegység fehérjék a
KIS doméndl a fehérje C-termindlis végéig magas homoldgiatatmak
egymashoz, azonban az N-terminalisuk jélsnmnértekben eltér. Ezért azt
feltételezték, hogy az SNF1 kindz komplex a kil&sbdsszekdt
utakban vehet részt. Az AMPR1 ésf2 gének expresszidjat kulontitz
emberi szervekben vizsgalva azt talaltak, hogy a@4PK (31 minden
szervben kozel egyformadmséggel fejealik ki, azonban az AMPK32 a
szivben és a vazizomzatbarbsan, mig mas szovetekben egyaltalan nem
expresszal. Az AMPKB1 és32 fehérje mennyisége szoros 0dsszefliggést
mutatott a génexpresszidos adatokkal (Thornton ésaimt1998).
Valo@sziriileg egy adott szovetben a kulonBxMPK 3 alegységek aranya
hatédrozza meg az AMPK komplex alegység szerkezetét.

Az A. thaliana-bol Bouly és mtsai (1999) homoldgia alapjan
izolaltak két olyan cDNS-t is, amelyek jeléat homoldgiat mutattak a
SIP1/SIP2/GAL83 és az AMPR fehérjékhez. Az AKINB1 és AKIN 32
kdzel azonos szinten expresszalt Azthaliana kilénbd® szerveiben,
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valamint hatékonyan @kodott egyutt az AKINol SNF1 kindzzal az
éleszé két-hibrid rendszerben. Ezek az eredmények azatjaldt hogy az
A. thaliana-ban (ndvényekben) az éle$izbz és az erisokhoz hasonléan
az SNF1 komplex kilonb&z adaptor alegységekkel alternativ. modon
épulhet fel.

Az éleszt SNF1 kindz komplex adaptor alegysége a fehérje N-
termindlisaval juttathatja a szubsztrat molekuldkakatalitikus alegység
fele. Ezért az alternativ. moédon felépul SNF1  komplexek
szubsztraspecificitasa és ezdltal a funkcidja idorkibzhet. Erre a
feltételezésre Carlson és munkacsoportja kisérleétemonyitékot is
szolgaltatott. Kordbbi kisérleteik soran az él@$SMF1 kindzzal a (tdbbek
kozott) SIP4 transzkripcios aktivatort izolaltak két-hibrid rendszerben
(Jiang és mtsai, 1992). Azonban fehérje-fehérjerakiciét nem tudtak
detektalni a SNF1-SIP4 fehérjéek kdzotya83 mutans élesétorzsben, mig
a sipl, sp2 mutansokban az SNF1 és a SIP4 fehérjék egyiutidiek.
Tovéabba, a két-hibrid rendszerben a SIP4 fehéyétagikodott a GAL83
fehérje N-termindlis szakaszaval, de nem tudotic&alatba I€épni sem a
SIP1, sem a SIP2 fehérjével (Vincent és Carlsor§9L9Ezekkel az
eredményekkel szoros kapcsolatban allnak Carlsanugkatarsai tovabbi
megfigyelései is. A SIP1/SIP2/GAL83 fehérjék sejteilli lokalizaciojat
vizsgaltak éles#dben. A SIP1/SIP2/GAL83 géneket egyenként a GFP
kodold régiojaval fuzionaltattdk, és egyenként ezpraltatvadket az
éleszé sejtekben megvizsgaltdk a fazios fehérjék elhdgdeseét.
Megéllapitottak, hogy a SIP1 és SIP2 fehérjék ibk&r élessisejt
citoplazmajaban talalhatok. Glikoz represszald lkigayek kozott a
GALS83 fehérje szintén a citoplazmaban talalhat@nban de-represszalo
korilmények kozott a sejtmagba vandorol. E4¢lkdz eredményekib arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a SIPlés SIP2 fékéfgltehetleg a
citoplazméban talalhat6 fehérjék (feltelley metabolikus enzimek) poszt-
transzlacios modifikaciéjanak szabalyozasaban wsetszt, mig a GAL83
fehérje a sejtmagban l&vehérjék, tébbek kozott a SIP4 transzkripcios
faktor, foszforilacios allapotdt szabalyozzdk a ta#&bd kornyezeti
korulmények hataséra (Vincent és mtsai, 2001).
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5. 3. Az SNF1 komplex a névényekben is harom taghépiil fel

Az SNF1 kinazok az eukariéta sejtben egy haromtamgmplexben
mukodnek. A komplexet a katalitikus (SNR1), az aktivator (SNF4y) és
az 0sszekdt (SIP1/SIP2/GAL83p) alegységek épitik fel (Hardie és mtsai,
1998) (2. 1. 4bra). A katalitikus és az aktivatteggség az 0sszekiit
alegységen keresztul kapcsolodik Ossze. Az élesiP1/SIP2/GAL83
fehérjéken a két-hibrid rendszer segitségével nmagteak a katalitikus és
az aktivator alegységek Kitelyeit (Jiang és Carlson, 1997). Az SNF1
kotéséért feléls KIS doménnek és az SNF4 fehérjével valé kotés
kialakitasaért felés ASC doménnek megfetelszekvenciak az eids
AMPK B és a StubGAL83 fehérjékben is megtalalhatok (4.&akka), és
magas szit homoldgia allapithatd meg kozottik. Ezek alapjat a
feltételeztik, hogy a novényi SNF1 kindzok is arsgb és embs
rendszerekhez hasonléan harom tagbol all6 kompiexhigkodhetnek a
novényi sejtekben is. A két-hibrid igs kisérleteink soran nem sikerdlt
burgonya SNF4 homoldgot izolalni, ezért hipotézisi@tiensrzéseképpen
megvizsgaltuk, vajon a StubGAI83 és az éleseNF4 (ySNF4) fehérjék
kapcsolatba lépnek-e az élészkét-hibrid rendszerben. A vartnak
megfeleben a StubGAL83 egyittitkddott az élesét SNF4-gyel (4. 12.
abra), ugyanis az éle$ztembs és noévényi SNF1 komplex 6sszd&kot
alegységek ASC doménjei magas dzihbmologiat mutatnak egymashoz
(4. 10. 4bra) (Lakatos és mtsai, 1999).

Abe és mtsai (1994) bab noévéwyhzolaltak egy cDNS-t, ami
jelents homologiat mutatott az éle§zSNF4 és az e AMPK y
fehérjekhez. Nem sokkal eredményeink publikdldsak#tos és mtsai,
1999) utan jelent meg a thaliana-b6l homoldgia alapjan izolalt AKIN
cDNS-6l sz0I6 kdzlemény. Az AKIN szignifikdns homologiat mutatott az
éleszé SNF1 komplex aktivator alegységehez (SNF4), ésittgikodott
az AKIN al tovabba az AKINB1 ésp2 fehérjekkel az élesztkét-hibrid
rendszerben, ez ismét bizonyitja, hogy a névényiFBSNomplex is
katalitikus, aktivator és adaptor alegysédildpiilnek fel (Bouly és mtsai,
1999).
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5. 4. A SNF1 kindzok lehetséges szerepe ndvényekben

Az SNF1 kindzok egy nagyafsi, konzervalt protein kinaz csalad
tagjai, feltehgileg minden eukariota @enyben megtalalhatok.

Az éleszé SNF1 kinaz alapvétszerepet jatszik a glukéz represszalhato
gének de-represszalasaban, valamint a peroxiszéogenezis (Simon és
mtsai, 1992), a sporulacié (Hubbard és mtsai, 1988) a flokkulacio
(Kuchin és mtsai, 2002) szabalyozasaban is.

Az AMPK az emébssejtek energiaellatottsdganak monitora. Ha a
sejtben az AMP/ATP arany egy bizonyos szint foléekedik, akkor az
AMPK aktivalodik, serkenti energiaterndel folyamatokat, mig az
energiaigényes felépifolyamatokat gatolja (Hawley és Hardie, 2002).

A novényi SNF1 kindzok biolégiai szerepenem sok informacio
all rendelkezésiinkre. A biolégiai funkcid vizsgalabz szikségesnfl
mutans noveény édllitasara tett kisérletek sikertelennek bizonyuliEnnek
oka lehet aznfl mutans novény életképtelensége, vagy a névényilSNF
gének kopiaszamaban megfigyetheedundancia. Példaul & thaliana
genomjaban harom kulont®ASNF1 gén talalhatdé. Ha e gének termékei
helyettesitik egymast, abban az esetben csak aabamutansnak lehet
fenotipusa.

Mivel a nbveényi SNF1 kindzok szignifikans szekvenbhbmoldgiat
mutatnak az éleszt SNF1 kindzhoz, ezért felmeril a kérdés, vajon a
szekvencia homolégia mellett van-e funkciondlisoné®sag az élesztés a
névényi SNF1 kindzok kozott.

Az elss novénydl izolalt SNF1 kindz a rozsbol szarmazé RKIN1
visszadllitotta aznfl éleszdtorzs eredeti fenotipusat, az RKIN1 cDNS-t
termeb snfl mutans élesétorzs fel tudta hasznalni az etanolt és a glicerint
(Alderson és mtsai, 1991). Hasonlé komplementakigérleteket végeztek
a dohanybdl izolalt NPK5 protein kindzzal is. Az KB protein kinaz
helyreallitotta az éleszt snfl mutansban a vad fenotipust, igy a
komplementélt térzs szacharézon tenyésztve a vpdshdoz mérhét
invertz aktivitast mutatott (Muranaka és mtsaB4)9 Ezen kivil az NPK5
ugyanugy szabalyozodott az élégetn, mint az endogén SNF1 kinaz,
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mivel a két-hibrid rendszerben az élés3NF1 proteinhez hasonlé médon
tudott fehérje-fehérje kapcsolatot kialakitani desgtt SNF4 fehérjével
(Jiang és Carlson, 1996). A komplementacios és legzt® két-hibrid
rendszerrel elért eredmények azt mutatjak, hogypwe@myi SNF1 kindzok
képesek ellatni az éle$zt SNF1 kindz feladatat. Ez alapjan azt
feltételezhetjik, hogy a névényi sejtekben is i&texgy hasonl6 szignal
transzdukcios Gt, ami a szénhidrat metabolizmud&yazidsaban vesz
részt.

A legtébb adat az A. thaliana SNF1 kindzokrol all
rendelkezésiinkre. AZ. thaliana AKIN10 és AKIN11 SNF1 kinazok
hatékonyan egyiittikddnek a PLR1 fehérjével. Tovabba megallapitottak,
hogy a PRL1 gatolja az AKIN10 és AKIN111 fehérjébszforilaciojat
(aktivalodasat)in vitro ésin vivo is, amildl arra kovetkeztettek, hogy a
PRL1 az SNF1 kinazok negativ regulatora, igy a PRiliériéje és az
éleszé HXK2, REG1 és GLC7 (az éle$ztSNF1 negativ regulatorai)
fehérjéi funkcionalisan megfeleltetbdek egymasnak (Bhalerao és mtsai,
1999). AzA. thaliana prl1 mutansdban tovabba szadmos glikoz és szachar6z
represszalhaté gén de-represszidja kovetkezik bek Bz eredmények azt
mutatjak, hogy azA. thaliana SNF1 kindzok a szénhidrat metabolizmus
transzkripcios szifit szabalyozasaban vesznek részt, ugyanigy szabalyozz
az éleszt SNF1 kindz az alternativ szénforrdsok lebontasé&deios
géneket is (Németh és mtsai, 1998, Bhalerao és h899).

A masik noévényi SNF1 kindz, amelynek (egyik) furdat
meghataroztdk, a burgonyabdl izolalt PKIN1 volt. PKIN1 cDNS-t
burgonyagumaébdl izolaltdk (Man és mtsai, 1998)a é3KIN fehérje 68%-
0S aminosav azonossagot és 73%-0s hasonlésagotothiaStubSNF1
cDNS Aaltal kodolt fehériéhez. A PKIN1 gént antisszerorientacidban
expresszaltattdk burgonyagumoéban, és igy az SNRiAz#&ktivitas
lecsokkent. A StubSNF1 és a PKIN1 kozo6tt olyan nagyzekvencia
kulonbozség, hogy Southern blottal nem detektéltak k&zottik
kereszthibridizaciét, ezért felteldttg a maradék kindzaktivitasért a
StubSNF1 és esetleg még mas ismeretlen SNF1 kijamételosek. A
PKIN1 antiszensz nodvényekben az alacsonyabb SUS¥Zacljar6z
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indukélhat6é szachar6z-szintaz) aktivitast mértgkimoban és a levélben is.
A PKIN1 a SUSY1 gént transzkripcios szinten szateéa ugyanuagy, mint
az éleszi SNF1 kindz az alternativ szénforrasok lebontasé&deios
géneket. Azonban a transzgénikus ndévények gum@b8k/SY1 aktivitas
nem csokkent olyan nagymértékben, hogy barmilyewtfpusos véaltozast
okozott volna (Purcell és mtsai, 1998).

Kisérletes munkank kébbi szakaszaban StubSNF1 cDNS-t
antiszenz orientacioban expresszalé transzgénikugobya vonalakat
hoztunk létre, és a gumd szénhidrat metabolizmusBartve¥ enzimek
expresszidjat vizsgaltuk a transzgénikus ndévéenyekbAnnyit mar
bizonyosan allithatunk, hogy a SUSY1 gén szababdlza@n a StubSNF1
protein kindz nem véltozott meg, ugyanis az anmizz8tubSNF1cDNS-t
hordozé transzgénikus novények levelében a SUSYitesszioja a vad
tipushoz képest nem valtozott meg (Lakatos és Banfaem k&zolt
eredmény). Ezért gy gondoljuk, hogy Sa tuberosumbdl eddig izolalt
StubSNF1 és PKIN1 protein kindzok feltelleg két kulonbdé szignél
transzdukcios Gt irdnyitasdban vesznek részt.

5. 5. Uj tudomanyos eredmények

1. Izolaltuk a StubSNF1 cDNS-t, egy Uj SNF1 kin&atanum tuber osum-
bal.

2. Elstként izolaltunk névényi SNF1 kinazzal egyutikddni képes
fehérjét. Kimutattuk, hogy a StubGAL83 cDNS altaldklt fehérje
specifikusan képes egyutikddni a StubSNF1 fehérjével.

3. A StubGALB83 jelents homoldgiat mutatott az éle§zZBNF1 és endls
AMPK protein kindz komplexek 6sszekdtadaptorB) alegységeikhez.
Eredményeink azt mutatjdk, hogy a novényi SNF1 2okéaz éles#t
SNF1 és endls AMPK-hoz hasonléan méas fehérjékkel komplexeket
alkotva niikddhetnek a névényi sejtekben.

4. Megallapitottuk, hogy ugyanazok a domének veszésktra StubSNF1
és StubGALB83 fehérjék kozotti kapcsolat kialakib#sd mint az SNF1
komplex katalitikus és adaptor alegységeinek esetéb
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5. Bizonyitottuk, hogy a StubGAL83 fehérje hatékonyagyittmikddik
az élesft SNF4 (aktivator) fehérjével az élesit két-hibrid
rendszerben, és valosisithetjik, hogy a ndvényi sejtekbendésNF1
kindz komplexek az élesztSNF1 és az e AMPK protein kinaz
komplexekhez hasonl6an harom alegys$édgkatalitikus-a, adaptor,
aktivatory) épilhetnek fel.
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6. OSSZEFOGLALAS

Az SNF1 protein kinaz csalad tagjai fontos szerggtsizanak az
eukaridta sejtek metabolikus folyamatainak irarsdtian, a rendelkezésre
allé energiaforras misségének és mennyiségének figyelembevételével
szabalyozzak a sejtben zajl6 lebonté és faldplyamatokat.

Az éleszé SNF1 protein kindz transzkripcios szinten szabZlgoa
glikoz-represszalhatd és a glikogén (tartalék tgggn felhalmozasban
résztvev géneket. Az élesit SNF1 komplex harom alegysédb
- katalitikus«a, adaptor3, aktivatory — épul fel. Az éles#t és novényi
SNF1 kindzok kozétt szignifikdns szekvencia homizldgan, valamint a
novényi SNF1 kinazok komplementéljak az élészifl mutans fenotipust,
ezért felmertl a kérdés, vajon a szekvencia honmldgellett van-e
funkciondlis hasonlésag az élesés ndvenyi SNF1 kinazok kozott.

Célul tiztuk ki SNF1 protein kinazok és a vele egyiiiddo
fehérjék izolalasét és jellemzé&dtanum tuberosum-bol.

Burgonya indukalt szt6l6 cDNS bankbdl izolaltuktalS&SNF1-nek nevezett
cDNS-t. A StubSNF1 jeletis homoldgiat mutat az SNF1/AMPK géncsalad
tagjaihoz.

Az éleszd két-hibrid rendszerben a StubSNF1 fehérjét csatike
haszndltuk fel és igy izolaltuk a StubGAL83-nak emstt cDNS-t. A
StubGALB83 cDNS altal kodolt fehérje szignifikansnogiat mutatott az
éleszé SIP1/SIP2/GALB3 és az ebsl AMPK (1, és 2 fehérjékhez,
amikr6l mar bizonyitottdk, hogy az SNF1/AMPK kindz komysk
Osszekdt (adaptor) alegységeként funkcionalnak. A StubSNE4
StubGALB83 kozotti protein-protein interakcidin vitro kisérlettel is
megebsitettik. Konzervativ fehérje-fehérje interakcidetektaltunk a
StubGALS83 és az éleszENF4 kozott.

Eredményeink alapjan azt feltételezzik, hogy a SINFIL protein
kindz aS. tuberosumban komplexet képez a StubGAL83 fehérjével. Mivel a
StubGALS83 és az éleszgBENF4 kozotti interakcid konzervalddott, ezért azt
gondoljuk, hogy a novényi SNF1 komplex is haronggseglél épal fel.
Munkank sordn megtettilk az &l$eépéseket a StubSNF1 protein kinaz
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funkciondlis vizsgalata felé. A feltételezett SNBdiplex két tagjanak
izolalasaval lehéség nyilik antiszenz és tulexpresszalé ndévények
eléallitasara, amikkel pontos képet kaphatunk SNFlakirkomplex
tartalékkeményiét felhalmozasban és a gumoképzésben betdltott saékep
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ABSTRACT

The SNF1 protein kinases are widely conserved ikaswotes.
Saccharomyces cerevisae SNF1 gene is a serine/threonine protein kinase
required for expression of glucose-repressible g@meesponse to glucose
deprivation. SNF1 is also known to be involved thes functions such as
glycogen accumulation, sporulation and peroxisoigdnesis, taking part
of a general mechanism through which yeast cedigard to carbon source
starvation by activating protective systems agaidsterent types of
stresses.

Tuberisation of potato is elicited by high concatitm of sucrose
and coincidences with starch accumulation. Prevsiudies on yeast and
mammals showed that the conserved SNF1 familyask#y regulator of
metabolism in the yeast and mammalian cells, amilasi functions can be
expected in plants

To unravel the role of SNF1 kinases in tuberisatiand
accumulation of starch we isolated and charact@aseSNF1 kinase cDNA
from potato tuber. We have used StubSNF1 as bait yeast two-hybrid
system to screen for potato cDNAs encoding proteimst bind to
StubSNF1. Three overlapping cDNAs, two differensine, were isolated.
DNA sequence analysis revealed that they were logbes of the yeast
GAL83/SIP1/SIP2 genes and their mammalian counterpasAMPK 3
subunits. The direct interaction between the pat&NA clone, designated
StubGAL83, and StubSNF1 was shownibyitro binding assay. Based on
Southern and northern hybridisations StubGAL83 texia a low copy
number in the potato genome and is highly, howewegan-specifically
expressed in potato. In contrast, StubSNF1 posséssdranscript levels in
each organ except of flower.

We demonstrated here that StubGAL83 can also icitevdh yeast
SNF4 in a yeast two-hybrid system suggesting ttaait(SNF1 kinases may
function in complexes similar to those detectegdast and mammals.
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M2. A két-hibrid sziiréssel izolalt cDNS klénok szekvenciai.
2. szamu szekvencia:

ggat at t aat acaact actt ct actt ggcaaat t ctt aact gct agt at gg
t att gat gaaacccactttctccctccctccgatccctttttcccgecgaaa
tctcggcagcttctggatttctcgattcctgttctt gt agcgaact ctacc
t gcaagaca

Nem mutat jelertis homoldgiat 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
ggctt 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 caatctcaat aatcctgaccctaattcttctca
t agt aatt acaat aat ccatt cgat cct cacaatcctatttcacct gcaaa
cact cagcaacagct agat caacaacgtttattcaccgcacct aaaaccgt

t cgcagaacgcgt aaa

Nem mutat jelerdis homologiat ismert szekvenciakhoz.
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6. szamu szekvencia:

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

Nem mutat jelerdis homologiat ismert szekvenciakhoz.

7. szamu szekvencia:

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

Nem mutat jelerdis homologiat ismert szekvenciakhoz.
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