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ELOZMENYEK, KIT UzOTT CELOK

A burgonya $olanum tuberosumélelmezési szempontbdl az egyik legfontosabb mgvé
vilagszerte. Gazdasagi jeléségeét elssorban sokoldalu felhasznalhatésaganak kdszonheti.
burgonya guméja emberi taplalkozasra, allatok taléayozasara egyarant alkalmas, ugyanakkor az
élelmiszeripar, a keményités szeszgyartas, valamint a gyogyszeripar részématos nyersanyag.

A gumdé megvastagodott foldalatti szarrész (taktalpanyag-raktarozo szerv), mellyel a
burgonya vegetativ uton tovabb szaporithatd. A dukemeényibtartalma a fajtaktdl fuggen 12-
24%, a fehérjetartalom pedig 0,7-4,6% kozo6tt vaktoz

A leved@ CO-ja a Calvin ciklusban 6 szénatomos szénhidrataitétaul at, majd kemeényit
formajaban raktarozodik a kloroplasztiszban. A kewi a levél mezofil sejtjeiben tobb koztes
terméken keresztll szachar6zza alakul, majd flaamnport utjan jut a felhasznalas, és a
raktarozas helyére, ahol a szachar6zbdl ismét kgitdészintetizalodik. A gumo kialakulasadhoz
szilkséges kornyezeti ténykzkozil kiemelked szerepet jatszik a nitrogén szint, a nappalok
hossza és a fényintenzitafn vitro 8% szachar6éz és citokinin hatasaraSa tuberosum
szarszegmentek honaljrigyéilgumo fejbdik. Nagy valoszitiséggel a gumofdjiés szignalja a
honaljriigyekisl gumo helyett sztélo fejdik. A gumofejbdés molekularis esemény@ikorlatozott
mennyisé§ informacid éall rendelkezésiinkre. Az in vitro gumdiikciés rendszer molekularis
vizsgalata soran izolaltak néhany gént, amelyekreglymértékben megnovekszik a transzkripcios
aktivitasa a gumofejldés soran. Ezek a gének két csoportra oszthatoka keményii
bioszintézisben résztvé\gének; 2. tartalékfehérje gének. Ezeknek a gémkekmexpressziojat egy
gén kivételével a burgonya levelében is lehet idthik ami azt mutatja, hogy a burgonya féld
feletti részében is megvan a magas szacharoz-kvacgnhatasara bekapcsolo jelatviteli atvonal.
A patatin promoterének itkodését megvizsgaltak heteroldg rendszerben isneggallapitottak,
hogy a promoter aktivitasa a dohéany levelében vialaar Arabidopsis levelében és gyokerében
magas szacharéz koncentracid hatasara ¢alentmegndvekszik. Ez azt mutatja, hogy a magas
szachardz-koncentracio hatasara bekapcsolo jahtrivonal konzervaldott a névenyekben.

A gumofejbdés indukcidjanak szignaljat és a szignaltranszdskdtvonal végén lév

szabalyozott géneket mar ismerjik, azonban a jeétut elemeitl semmilyen informéacié nem all



rendelkezésunkre. Ezért az érdeldsiink a gumofejtés és a tartalékkemértritépzés jelatvitel
atvonalanak megismerése felé iranyult.

Az éleszb SNF1 (sucrose non-fermenting) kindz az egyik lelggm jellemzett eukariota
protein kindz. Az SNF1 fehérje részt vesz a katah@presszid kialakitasdban, a glikogén
felhalmoz6das szabalyozasdban, valamint foszfodilédtal mddositia a metabolikus enzimek
aktivitasat, mintegy kdzponti regulatorként a segtabolikus folyamatait irAnyitja a rendelkezésre
allo szénforras fliggvényeben.

A burgonyagumo, mint raktarozasra médosult szejgdésenek legjellegzetesebb eleme a
nagymennyiséfy szénhidrat felhalmozasa. Mivel élggmn a szénhidrdt anyagcsere
szabalyozdsanak kulcsenzime az SNF1 kinaz, faitd, hogy a gumoféjtiés soran
megfigyelhed keményié akkumulacio szabalyozasaban az SNF1 kinadz fehdojélos szerepet
jatszhatnak. Ezért célulztik ki a burgonya SNF1 kinaz és a vele egyiikitalo fehérjék izolalasat

és jellemzését.

ANYAG ES MODSZER

Mikrobiolégiai technikak

Munkank soran a baktériumokat és az eldsst a szokasos alaptechnikakkal oltottuk,
inokulaltuk, szaporitottuk. Az éleszttranszformaciot a LiAc-os intakt sejttranszforngéci
modszerrel végeztik. Munkank soran a Stratagesei@leét-hibrid rendszerét hasznaltuk a gyarto
altal javasolt modszer alapjan. A koldni@igalaktozidaz aktivitasat szilard taptalajon az 'fiiter
lift* méréssel vizsgaltuk. AB-galaktozidaz aktivitast folyeékony taplevesben ONRPR&réssel

hataroztuk meg. Kisérleteink sor&nlanum tuberosumv. Keszthelyi 855 vonalat hasznaltuk.

Molekularis biologiai eljarasok

A molekularis biolégiai médszerek kdzul a plazmal&éast, az agar6z gélelektroforézist, a

restrikcidés endonukleazzal torteemeésztést €s a molekularis klénozast, a polimérazeakciot, a



Southern és Northern hibridizaciot, nukleinsav-asodr meghatarozast a molekularis biologiaban
altaldnosan hasznalt, valamint a gyart6 altal jaNasddszer szerint végeztik.

Nukleinsav jelzési technikak

Hibridizaciohoz probanak agar6z gélbizolalt DNS fragmentumokat hasznaltunk. A

jelolést radioaktl'\o(-P32 dCTP jelenlétében a random primer technikaval vigez

Biokémiai eljarasok

A GST és TRX fuzios fehérjék&. coli BL21 ésE. coli BL21(DE3) torzsekben végeztik,
majd a gyarto altal javasolt modszer szerint izokal A TRX fazios fehérjéket az S-tag elleni
antitestet hasznalva Western blottal mutattuk kiirAvitro fehérje-fehérje kotés vizsgalatot 30mM

Tris pH 8,0, 120mM NaCl tartalmua pufferben végeztiik
Szamitogepes programok

A dolgozat elkészitéséhez a Wisconsin GCG programag BLAST, BLASTX, PILEUP,
BOXSHADE programjait hasznaltuk.

EREDMENYEK

Aminosav szini szekvencia 0sszehasonlitasbdl megallapitottuky hemg eddig ismert
novényi SNF1 kinazok 70-85%-0s homologiat mutatreggymashoz. A homologia sokkal
magasabb (80-95%) a kinaz katalitikus doménen bElért a dohany NPK5, a rozs RKIN1, az
Arabidopsis thalianaATKIN1 és az arpa BKIN1, BKIN12 szekvenciak dsszsinlitasa alapjan
degeneralt primereket terveztink a novényi SNFX4ok katalitikus doménjének IIl. és VIIL.

szubdomeénjére. A PCR-hez templatkérBaanum tuberosurait napos indukalt sztolé6 RNSsb



készilt cDNS konyvtar DNS-ét hasznaltuk. A kb. 4@2ispar hosszu PCR terméknek megelel
teljes hosszUsagu cDNS-t izolaltuk, nukleinsav édedle szarmaztatott fehérje aminosav
sorrendjét meghataroztuk. A StubSNF1 protein a &gaeabb homologiat (89% azonossag, 92%
hasonlosag) a dohany NPK5 protein kinazhoz mutattaurgonyagumaobol izolalt PKIN1 kinaznak
a StubSNF1-gyel val6 0OsszehasonlitAsa soran jélais@nyabb, 68% azonossagot és 73%
aminosav kaptunk aminosav szinten. Az StubSNF1sznéén burgonyabdl izolélt PKIN1 kozotti
nem tal magas homologia valosilieg azt jelentheti, hogy a két SNF1 kinaz kuloribgzignal
transzdukcios utakban vesz részt.

Mivel munkank kezdetekor egyetlen novényi SNF1-gglyittnikods fehérje sem volt
ismert, megkiséreltik az StubSNF1 protein kinazkélcsonhaté fehérjék izolalasat. Az
egyuttmikods fehérjéket meghataroz6 cDNS-ek azonositasat 8leket-hibrid rendszerrel
kiséreltik meg.

A két-hibrid s#irés folyamata soran a kdvetkdépéseket hajtottuk végre:

Létrehoztuk a pDBD-StubSNF1 csali plazmid konstiokanajd riporter torzsbe juttattuk.
A préda cDNS-eket hordoz6é cDNS koényvtarat bejuttath csali plazmidot tartalmazo riporter
torzsbe, majd izolaltuk a feltételezett interaki@ A feltételezett interaktorok kozul harom atfed
cDNS a patkany AMPK[3 alegységéhez és az élésAIP1/SIP2/GAL83 géncsalad tagjaihoz
mutatott homoldgiat. Ezt a cDNS-t StubGAL83-nak emik el. A StubSNF1 és StubGAL83
fehérjék interakciéjanak specifikussagat a kétilibendszerben bebizonyitottuk.

Tovabbi kisérleteink soran arra a kérdésre kerkstélaszt, hogy a StubSNF1 és
StubGAL83 fehérjék kdzvetlenil kapcsolodnak-e egssal vagy interakciojuk egy harmadik, az
eleszében is jelen |&§ fehérjét igényel. Ennek a kérdésnek a megvalasadaa StubSNF1 és a
StubGAL83 fehérjéket fuzids fehérjeként expressatiblk Escherichia colibana fuzids fehérjéket
affinitds kromatografiaval izolaltuk és kapcsoldaéat in vitro korilmények kozott vizsgaltuk. In
vitro eredményeink alapjan megallapitottuk, hodgéhibrid rendszerrel izolalt StubGAL83
fehérje kozvetlenul kédik a StubSNF1 protein kinazhoz.

A StubSNF1 és StubGAL83 fehérjék kapcsolodasabantwéé doméneket a két-hibrid
rendszerrel azonositottuk. &k6r arra a kérdésre kerestiink valasz, hogy StubSidRérje
katalitikus (KD), vagy a regulator (RD) doménjékapcsolodik a StubGAL83 fehérjéhez. A kérdés
megvalaszolasahoz létrehoztuk a StubSNF1 kinazitkata (1-362. aminosavig) és regulator

doménjét (362-512. aminosavig) tartalmaz6é konsidkat a pAD két-hibrid vektorban.



Megallapitottuk, hogy a StubSNF1 kinaz regulatomdaoje hasonlé ésséggel kapcsolddik a
StubGAL83 fehérjéhez, mint a teljes StubSNF1 kimaig a StubSNF1 katalitikus doménjét (KD)
tartalmaz6 konstrukcidéval nem kaptunk interakcidtao 3-galaktozidaz aktivitast.

Megvizsgaltuk, hogy a StubGAL83 éAStubGAL83 képes-e egyditttkddni éleszi SNF4
(yYSNF4) fehérjével a két-hibrid rendszerben. MigelStubGAL83 fehérje hatékonyan képes
egyuttmikodni az éles#t SNF4-gyel két-hibrid rendszerben, ezért azt felézizik, hogy a
novényekben az SNF1 kindz komplex, az@&MMPK és az éles@tSNF1 komplexhez hasonléan,
harom alegységt all.

A StubGAL83 és a StubSNF1 expresszidjat Northetoridizacioval vizsgaltuk aS.
tuberosumkilonb6®d szerveiben. A StubSNF1 a burgonya virdgaban vidagnesen, a tobbi
vizsgalt szervében Northern hibridizacioval aligmkitathatd meértékben expresszal, hasonlo
alacsony szinten expresszalt a gumétik korai stddiumét reprezent&hvitro sztélo és gumo
RNS mintékban.

Uj tudoméanyos eredmények

1. Izolaltuk a StubSNF1 cDNS-t, egy Uj SNF1 kin&olanum tuberosnol.

2. Elsoként izolaltunk névényi SNF1 kinazzal egyduitikddni képes fehérjét. Kimutattuk, hogy a
StubGAL83 cDNS altal koédolt fehérje specifikusanpég egyittrikodni a StubSNF1
fehérjével.

3. A StubGALS3 jelents homolégiat mutatott az éle§zENF1 és ends AMPK protein kinaz
komplexek dsszekét(adaptorB) alegységeikhez. Eredményeink azt mutatjak, hogp\eenyi
SNF1 kinazok az élesztSNF1 és entks AMPK-hoz hasonl6éan mas fehérjékkel komplexeket
alkotva ntikddhetnek a névényi sejtekben.

4. Megallapitottuk, hogy ugyanazok a domének veszésktra StubSNF1 és StubGAL83 fehérjek
kozotti kapcsolat kialakitdsaban, mint az SNF1 Kematalitikus és adaptor alegységeinek
esetében.

5. Bizonyitottuk, hogy a StubGAL83 fehérje hatékonyagyittmikodik az éles#t SNF4
(aktivatory) fehérjével az élesitkét-hibrid rendszerben, és valoddithetjik, hogy a névényi
sejtekben 1é% SNF1 kinaz komplexek az éle§z6NF1 és az et AMPK protein kinaz



komplexekhez hasonl6éan harom alegysédgkatalitikus-a, adaptor8, aktivatory) épulhetnek

fel.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Munkank soran burgonya indukalt szt6l6 cDNS bankbdl&ltuk a StubSNF1-nek nevezett
cDNS-t. A StubSNF1 jeletis homolégiat mutat az SNF1/AMPK géncsalad tagjaildozét-hibrid
rendszerben a StubSNF1 fehérjét csaliként haskni@ltés a StubGAL83-nak nevezett cDNS-t
izolaltuk. A StubGAL83 cDNS éltal kodolt fehérjeigaifikans homologiat mutatott az éleézt
SIP1/SIP2/GALS8S és az etid AMPK 31, és32 fehérjékhez, amikt mar bebizonyitottak, hogy az
SNF1/AMPK kinadz komplexek 6sszekdtadaptor) alegységékeént funkcionalnak. Konzervativ
fehérje-fehérje interakciot detektaltunk a StubGAI&s az éles&tSNF4 kozott.

Eredményeink alapjan azt feltételezzik, hogy a SN protein kindz a Suberosurban
komplexet képez a StubGAL83 fehérjével. Mivel a f&AL83 és az élesat SNF4 kozotti
interakcié konzervalodott, ezért azt gondoljuk, yhaghovényi SNF1 komplex is harom alegys#ggb
épul fel. Munkdnk sordn megtettik az éelepéseket a StubSNF1 protein kinaz funkcionalis
vizsgalata felé. A feltételezett SNF1komplex kgfjdaak izoladlasaval leh&tég nyilik antiszenz és
tulexpresszaldo noveények éallitasara, amikkel pontos képet kaphatunk SNFIaxikomplex

tartalékkeményit felhalmozasban és a gumoképzésben betdltott sxérep

Az értekezés témakoréhez kapcsolddd kdozlemeények
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