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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

A burgonya - a kukorica, btiza és rizs utdn - a legfontosabb élelmiszerndvényiink. Vildgszerte
tobb orszdgban termesztik és fogyasztjdk, mint barmely mdas kultirnovényt. A vilag
burgonyatermését hét termesztett gumoés Solanum faj alfajai és fajtdi adjak, mig a Solanum
nemzetség kilenctizede (kozel 1800 faj) egyaltalin nem képez gumét (HAWKES, 1994). A
burgonya, az emberi tdplalkozason kiviil, az allati takarmanyozdsban is fontos szerepet tolt be. A
gumoé kialakuldsdnak és fejlddésének kutatdsa ezért mind bioldgiai, mind pedig gazdasigi
szempontbdl, jelentds feladat.

A burgonyagumé foldalatti szdrrész, tdpanyag-raktaroz6 szerv, amellyel a novény
vegetativan is képes szaporodni. A burgonyagumo szdrazanyag-tartalma 13-35% kozott van. A
szarazanyag legnagyobb részét a keményitd teszi ki (75-80%). A gumé keményitdtartalma
fajtatol fliggéen 12-24%, fehérjetartalma pedig 0,7-4,6% kozott van. A keményitOtartalmat
kedvezden befolydsolja, ha a gumdképzddés idején az iddjards napfényes, hiivos és csapadékos.
A nagyobb keményitStartalmu fajtdk piirékészitésre, illetve ipari feldolgozasra (szeszgyéartas)
alkalmasak. A kisebb keményitotartalmu fajtdk csak friss fogyasztdsra vagy tartdsitoipari célra
hasznalhatok, nehezen tdrolhatok. A burgonyafehérje j6 bioldgiai értékili, jol emészthetd, €s
bizonyos esszencidlis aminosavakban még gazdag is, pl. leucin, lizin. A gumé gazdag
vitaminokban: A, By, B,, Bs, Be, C, D, K;-vitamint tartalmaz. Ezek koziil szamunkra kiilondsen a
C-vitamin a fontos. A konyhatechnikai feldolgozds azonban lényegesen befolydsolja, hogy a
burgonyabdl késziilt ételekben mennyi vitamin és dsvanyi anyag marad. A "héjdban" fott és
siitott burgonydban a vitaminok nem bomlanak el, igy az vitamin- és &4svanyianyag
sziikségletiink fedezésére alkalmas. Ezzel szemben a hdmozott gumoék C-vitaminjabdl sok
elbomlik, az asvanyiso-tartalom harmada pedig a f6z61ében marad
(http://kkvka.georgikon.pate.hu/tech/burgonya.htm).

A gumé fejlodésének legjellegzetesebb eleme a nagy mennyiségli szénhidrat
felhalmozdoddsa. A szénhidrat-anyagcsere megismerése vildgszerte a kutatdsok homlokterében
all. A szénhidrat-anyagcsere megismerésének eukaridta modellje az élesztd, a Saccharomyces
cerevisiae. Az é€lesztében a szénhidrat-anyagcsere szabdlyozdsdnak kulcsenzime az SNF1
(Sucrose Non-Fermenting 1) kindz, ami részt vesz a katabolit represszié szabdlyozdsdban, a
glikogén felhalmozddas szabdlyozasdban, foszforildcié révén modositja szdmos metabolikus
enzim aktivitdsat és transzkripcids faktor DNS-k6tését, mintegy kozponti regulatorként irdnyitja
a sejt anyagcsere-folyamatait a rendelkezésre all6 szénforrds fiiggvényében (POLGE és

THOMAS, 2006; BAENA-GONZALEZ, 2008).



Az élesztd SNF1 és a novényi SNF1-rokon kindzok 1. tipusa (SnRK1) kozétt jelentds
szekvencia hasonldsdg van. Tobb novényi SnRK1-rdl kimutattdk, hogy képes az élesztd ASnfl
mutans fenotipusdt helyredllitani (ALDERSON é&s mtsai, 1991; MURANAKA és mtsai, 1994;
BHALERAO és mtsai, 1999; LOVAS és mtsai, 2003). Ez arra utal, hogy az €lesztd és a novényi
SnRK1-ek kozott funkciondlis hasonlésdg van. Feltételezhetd, hogy a novény fejlddése soran
zajl6é szénhidrat-metabolizdlé folyamatok szabédlyozasdban a novényi SnRK1-ek fontos szerepet
jatszanak. Ezért kezdte el munkacsoportunk a burgonya SnRK1-ek vizsgalatat. Lakatos Lordnt
izolalt és részlegesen jellemzett két SnRKI cDNS-t, a PKINI-et és StubSNF I-et, valamint egy, a
StubSNF1-gyel interakcioba 1€pd fehérjét kdédoldé cDNS-t, a StubGALS3-at (LAKATOS és
BANFALVI, 1997; LAKATOS és mtsai, 1999), Lovas Agnes pedig részletesen jellemezte
ezeket a géneket és antiszensz transzgénikus novények fenotipusanak vizsgalatabol
kovetkeztetett az altaluk kddolt fehérjék funkcidjara (LOVAS, 2003).

A Lakatos Lordnt és Lovas Agnes dltal végzett kisérletek folytatdsaként, célul tiiztiik ki
a PKINI, StubSNF1 és StubGALS3 fehérjék mitkodésének még részletesebb megismerését, az
antiszensz transzgénikus novényekben lévé PKINI és StubSNF1 enzimek egyiittes
aktivitdsanak mérését, a szénhidrdt-anyagcsere szabdlyozdsdban betoltott szerepiik vizsgdlatdt,
a piruvdt-kindz enzimmel valo kapcsolatuk feltardsat.

A magyarorszagi burgonyatermesztés tobb sebbdl vérzik. A rendszervaltds ota a
burgonya termdteriilete jelentdsen csokkent. Magyarorszagi termesztésének egyik legkritikusabb
eleme az Ont6zés, e nélkiill gazdasigos termesztése rendkiviil bizonytalan. A termesztés
gazdasagossagat erdsen befolydsold tényezOk még a kiilonb6zo, a burgonyat sujté betegségek.
Ezek ellen valo védekezés jelentOs Osszegeket emészt fel évrdl évre. A legtobb kartevd és
korokozé ellen van gydgymdd, a virusokkal szemben azonban nincs, csak a megel6zés
lehetséges. A legnagyobb igyekezet ellenére is el6fordulhat azonban, hogy jelentds
termésveszteséget okoznak a kiilonbozo virusfertézések. Ezért rendkiviil fontos a virusok
fertdzési folyamatdnak, a virusok elleni novényi védekezés elemeinek, és a virusok ezekre tett
véalaszlépéseinek minél alaposabb megismerése. A burgonyakultirdk egyik legjelentdsebb virus-
kérokozdja a potyvirusok kozé tartoz6 burgonya Y virus (potato virus Y, PVY).

Dohany novényeken végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy két geminivirus fehérje, az
AL2 és az L2 inaktivdlja a dohany SnRK1-ét (HAO és mtsai, 2003). A SnRKI1 inaktivacidja
megnovekedett fogékonysagot idézett eld a kiillonbozd virusfertdzésekre. A két virusfehérje
aminosav szekvencidjanak analizise sordn kideriilt, hogy egyik sem tartalmaz SNF1
foszforilaciés konszenzus szekvencidt, igy a kapcsolat nem egy egyszerii kindz-szubsztrat
kolcsonhatds. A megnovekedett fogékonysdg nem a fert6zés silyosbodasét jelentette, hanem a

lappangési 1doO, illetve a fertdzéshez sziikséges virus-inokulum toménység csokkenését (az



infekcids dozist). Ezzel 6sszhangban, a SnRK1 tdltermeltetése megnovelte a dohdnynovények
virusokkal szembeni ellenéllé képességét (HAO és mtsai, 2003).

A burgonya Y virus funkciondlisan hasonl6 fehérjéjét és génjét, a HcPro-t Dr. Palkovics
Laszl6 és mtsai (BCE KTK, Novényvédelmi Tanszék és MBK, Gazda-patogén Kolcsonhatds
Csoport) izolaltdk és jellemezték. A HcPro fehérje tobbfunkcids. Ismert, hogy egyik funkciéja a
géncsendesités szupresszidja, vagyis a novény védekezési folyamatdnak gatldsa, a
virustranszkripcié és terjedés segitése. Noha a funkciondlis hasonlésdg nem pérosul
gyakorlatilag semmiféle szekvencia-homoldgidval, 1gy gondoltuk, ha mukodik a
geminivirusokéhoz hasonlé rendszer a PVY esetében, akkor azt a HcPro hdazatijan kell
keresniink.

Ebbdl kiindulva, célul tiztiik ki a burgonya SnRKI1 komplexei és a burgonya Y virus

HcPro fehérjéje kiozott feltételezhetoen létrejoved kapcesolat kimutatdsat és jellemzését.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az SNF1 protein-kinaz csalad

Az eukaridta sejteknek igen gyorsan kell reagédlniuk a belsd €s kiilsd valtozdsokra. Ezek a
valtozasok rendkiviill sokfélék lehetnek: hormonok, novekedési faktorok, kiilonbozo
anyagcseretermékek mennyiségi €s mindségi valtozdsai, mikoézben kiilonb6z6 kornyezeti
stresszhatdsok is érik a sejteket. A kornyezetbdl érkezo jeleket a sejt felszinén 1évo receptorok
érzékelik, amire a sejtek kiillonbozo jelatviteli mechanizmusok és utvonalak segitségével
vdlaszolnak, és aminek az eredménye lehet példdul egy enzim aktivdldsa, vagy egy gén
expresszidjanak a megvaltozdsa. A jeldtvitel kulcsmechanizmusa a reverzibilis fehérje-
foszforilacid, amit kiilonb6z0 protein-kindzok katalizdlnak (MAN és mtsai, 1997).

Az eukariota protein-kindzok szupercsalddjat - a kindz domén szekvencidja alapjan -
HANKS és HUNTER (1995) 6t focsalddba sorolta. Mindegyik csaldd tagja tartalmaz egy-egy
jellegzetes kindz domént, ami koriilbeliil 250-300 aminosav hosszusdgui, és amiben 11 erdsen
konzervalt régi6 helyezkedik el (HANKS és HUNTER, 1995; MAN é&s mtsai, 1997). Az a tény,
hogy az egyes csoportokba sorolt rokon kindzok egymadstdl akar igen tdvolalld fajokbdl
szarmaznak, azt jelzi, hogy ezek a fehérjék, és az altaluk szabdlyozott folyamatok, rendkiviil
Osiek, és még abbol az id6bol szarmaznak, amikor még nem valt szét az evoldcié sordn a
gombdk, a novények és az dllatok fejlédése (MAN és mtsai, 1997).

Az SNF1 kinazok a CaMK f6csaladba tartoznak, €s az allati kalcium- és kalmodulin-
fiiggd protein-kindzokkal (CaMK) és a novényi kalcium-fiiggd és kalmodulin-fiiggetlen protein-
kinazokkal (CDPK) szoros rokonsdgban vannak. Jollehet az SNF1 csaldd egy 6nall6 csoport, de
a kindz domén hasonlésdga a masik két csoporthoz olyan nagymértékii, hogy atfedések is
lehetnek a szubsztrit-specificitdsban. Péld4ul, a spendt nitrat-reduktazat nemcsak CDPK-4k, de
az egyik novényi SNF1 kindz is tudja foszforildlni (HALFORD és HARDIE, 1998). Az egyes
csoportokba tartozé kindzok C-termindlis doménja azonban kevésbé konzervalt, mint az N-
termindlison elhelyezkedd katalitikus domén, és ez lehetévé teszi az SNFI1 kindzok eltérd
szabdlyozdsat €s eltérd célpontokhoz valé kapcsoldédasat (STONE és WALKER, 1995).

Az SNFI1 protein-kindz csaldd tagjainak, a kiilonboz6d metabolikus utvonalak
szabdlyozéasa révén, szerepe van a kornyezeti hatdsokra adott sejtszintli valaszok kialakuldsaban

(STONE és WALKER, 1995). Az éldvilagban éltalanosan eléforduld, az SNF1 protein-kindz

10



csaladba tartoz6 enzim-komplexek szerkezete, mikodése, célszekvencidja és szabdlyozdsa
nagyon hasonlo.

Az SNF1 protein-kindz csaldd legismertebb tagja a Saccharomyces cerevisiae SNF1
kindza. Az SNF1 kindz dllatokban megtaldlhatd ortolégjai az adenozin-monofoszfat-aktivalt

protein-kindzok (AMPK-k), a névényekben pedig a SNF1-rokon kindzok (SnRK-k).

2.1.2. Az éleszté SNF1 protein-kinaza

Az élesztében szamos gén expresszidja gatlodik (represszalddik), ha a kornyezet gliikoz-ellatasa
bdséges. Ezt a folyamatot nevezik katabolit represszidonak. Az élesztd SNF1 génje egy 72 kDa
nagysagu szerin/treonin kindzt kédol, ami elsdsorban a gliik6zhidny esetén expresszalodé gének
gatlas aldli felszabaditdsahoz sziikséges (derepresszalds) (CARLSON és mtsai, 1981; CELENZA
é€s CARLSON, 1986). Ez a folyamat biztositja, hogy az élesztd alternativ szénforrdsokat
(galaktéz, maltéz, szachardz, etanol, glicerin) is fel tudjon haszndlni, mikézben kiilonbozd
stresszgének aktivalasat is elinditja (ALEPUZ és mtsai, 1997; TAMALI és mtsai, 1994). Emellett
azonban az SNF1 szdmos egyéb alapvetd bioldgiai folyamat szabédlyozasdban is szerepet jatszik.
Igy részt vesz a sporuldcid, a glikogén-felhalmozds, a peroxiszéma biogenezis és a sejtosztédds
szabdlyozéasaban is, és képessé teszi a sejteket arra, hogy tdpanyagszegény koriilmények kozott
leallitsak az osztédast (HUBBARD és mtsai, 1992; HARDY és mtsai, 1994; SIMON és mtsai,
1992; THOMPSON-JAEGER és mtsai 1991).

Az élesztd SNF1 fehérjéje az SNF1 kindz komplex részeként miikodik. Ezt a komplexet
harom fehérje alkotja: [1] a katalitikus a-alegység (SNF1), [2] az Osszekoto P-alegység (SIPI,
SIP2, vagy GALS83), [3] az aktivator y-alegység (SNF4). Az SNF1 alegység N-terminélis részén
a katalitikus domén (KD), a C-termindlis részén a reguldlé domén (RD) helyezkedik el
(CELENZA ¢és CARLSON, 1986). Kis gliikk6z koncentracié esetén az SNF4 kapcsolddik az
SNF1 alegység reguldlé doménjéhez, és eziltal aktivdlja. Az élesztében kiillonb6zd 6sszekotd
alegységek (SIP1/SIP2/GALS83) vehetnek részt a komplex felépitésében. Az 6sszekotod
alegységek felépitése hasonld, mindegyiken megtaldlhat6 az a két domén, amelyekhez az SNF1
(Kinase Interacting Sequence, KIS domén), illetve a SNF4 (Association with the SNF4
Complex, ASC domén) kapcsolédik. Funkcidjuk, az alegységek Osszetartdsan kiviil, a
szubsztrat-specificitds meghatarozasa, valamint a komplex kiilonboz0 szigndltranszdukcios
utvonalakba torténd irdnyitdsa (JIANG és CARLSON, 1997; VINCENT és CARLSON, 1999).

Az 0Osszekotd alegységek, a szénforrdsok mindségének és mennyiségének fiiggvényében, a
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komplex sejten beliili lokalizacigjat is befolydsoljak. Gliikdz-megvonds esetén a SIP1 a
vaku6lumba, a SIP2 a citoplazmdba, a GALS83 pedig a sejtmagba szillitja a komplexet
(VINCENT és mtsai, 2001).

A komplexet alacsony gliikdz-szint esetén kiilonbozd protein-kindzok, a STD1, PAKI,
TOS3 és ELMI1, foszforildljak. Ezaltal megsziinik a fehérje katalitikus és regulator doménje
kozotti kapcesolat, és lehetdvé valik, hogy az SNF4 kapcsoldédjon a reguldtor doménhez és
aktivdlja az SNFl-et (KUCHIN és mtsai, 2003; HONG és mtsai, 2003). A gliikéz
koncentraciotol fliggetleniil az SNF1 kindz komplexet a GLC7 protein-foszfatiz
defoszforildlassal inaktivalhatja (JIANG és CARLSON, 1996).

Az SNF1 protein-kindz komplex transzkripcids faktorok foszforildlasa révén részt vesz a
transzkripcié szabdlyozasdban is. Harom SNFI1 d4ltal szabdlyozott szekvencia-specifikus
transzkripciés faktor ismert: a MIG1, a SIP3 és a SIP4 (TRUMBLY, 1992; LESAGE é&s mtsai,
1994; VINCENT és CARLSON, 1999). Az SNF1 a transzkripci6 szabalyozasdban mas médon is
részt vehet. Példaul, foszforildlhatja a H3 hiszton-fehérjét, de az RNS-polimerdz II-vel is
kolcsonhatést tud 1étesiteni (LO és mtsai, 2001; KUCHIN és mtsai, 2000). A transzkripcids
szabdlyozds mellett az SNF1 protein-kindz komplex a citoplazmédban részt vesz az acetil-
koenzim-A-karboxildz (ACC-dz), a zsirsav bioszintézis kulcsenzimének szabdlyozisdban is

(WOODS és mtsai, 1994).

2.1.3. Az emlésokben 1évo AMP altal aktivalt protein-kinazok (AMPK-k)

A 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim-A-reduktdz (HMGR) szabdlyozasat vizsgalva kideriilt, hogy
a HMGR foszforildcié révén inaktivdlodik, de a foszforildciét végz0 enzim maga is
foszforil4cid/defoszforil4cid révén szabdlyozodik (BEG és mtsai, 1978). KésObb bebizonyitottak,
hogy a HMGR-t foszforildl6 enzim ATP jelenlétében inaktiv, de AMP felddsuldsa esetén
gyorsan aktivalodik, ezért elnevezték AMP éltal aktivalt protein-kinaznak, roviditve AMPK-nak
(FERRER és mtsai, 1985; HARDIE és mtsai, 1989).

CARLING és mtsai (1989) megéllapitottdk, hogy az AMPK egy harom fehérjébdl 4ll6
kindz komplex, melynek tagjai 63 (a), 35 (B) és 38 (y) kDa nagysdguak. A tovabbi kutatdsok
soran kideriilt, hogy a komplex felépitésében, az alegységek funkcidjaban és szekvencidjaban is,
hasonlit az éleszté SNF1 protein-kindz komplexéhez (HARDIE és mtsai, 1998). A késdbbiekben
tovabbi a-, B- és y-alegységeket izoldltak és jellemeztek. Megéllapitottdk, hogy az alegységeket
2-3 gén kodolja (al, a2, pl, 2, v1, y2, y3) és igy 12-féle heterotrimer komplex johet létre. A
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kiilonbozé komplexek a gének szovetspecifikus expresszidja révén, kiilonb6zo helyeken
fordulnak eld a szervezetben, eltéroek a reakcidkinetikai sajdtossagaik, az AMP-vel vald
aktivalhatésaguk, és célfehérjéik is kiillonbozéek (HARDIE és mtsai, 1998; HARDIE és
HAWLEY, 2001).

Az €16 szervezetek legfontosabb energiatiarol6 molekuldja az ATP. A kiilonb6z6
energiaigényes folyamatok és stresszek csokkentik az ATP-szintet, ezdltal megemelkedik az
AMP-szint. Az eukariéta sejtekben az AMP, ADP, ATP energiatirold molekuldk egymdsba
alakuldsa és a folyamatot katalizdl6 enzimeknek koszonhetéen, az AMP/ATP ardany az
ADP/ATP ardny négyzete szerint alakul. Igy ez az ardny nagyon j6l jelzi a sejtek
energiaellatottsagat, amit az AMPK-k érzékelnek. Az AMP/ATP ardny normélis szintjének az
1:100-r8l 1:25-re valé novekedése elegendd az AMPK-k aktivdldsdhoz. Az aktiv AMPK-k
elinditjdk azokat a lebonté folyamatokat, pl. zsirsavlebontds, glikolizis, amelyek poétoljak a
hidnyzé ATP-t, és inaktivaljdk a nagy energiaigényl felépité folyamatokat, mint pl. szterol- és
izoprén-bioszintézis, zsirsav-, koleszterin- és fehérjeszintézis (HARDIE és HAWLEY, 2001;
POLGE és THOMAS, 2006).

Az €éleszt6 SNF1 kinazahoz hasonléan, az AMPK-k is foszforilacidval aktivalhatok. A
foszforilaciét az AMP adltal aktivalt protein-kindz-kindz (AMPKK) végzi. Az AMPK-kat a
protein-foszfatdz 2C (PP2C) defoszforilacidval inaktivdlja (HARDIE és mtsai, 1998).

Az AMPK-k kozponti reguldlé szerepét szdmos metabolikus rendellenesség, pl.
cukorbetegség, elhizds, Parkinson-koér, sét bizonyos rakbetegségek kialakuldsdban betoltott
szerepe is bizonyitja (POLGE és THOMAS, 2006; RUBENSTEIN, 2008). Az AMPK-k
szubsztrtjainak nagy része valamilyen metabolikus folyamatban vesz részt. Igy, pl. a HMGR az
izoprén és a koleszterol, az ACC-4z a zsirsav bioszintézis kulcsenzime. Mindkettot
foszforilacidval inaktivaljak az AMPK-k. Az enzimek poszttranszlacids szabédlyozdséan tdl, az
AMPK-k - akércsak az élesztOben az SNF1 - részt vesznek a génexpresszid szabdlyozdsaban is.
Az AMPK-k mikodésének serkentése a zsirsav-szintdz és a glikolizisben részt vevd piruvét-
kinaz transzkripcié gliikéz altali indukdlhatésdganak elvesztéséhez vezet (FORETZ és mtsai,
1998; LECLERC és mtsai, 1998).

A legtijabb adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az AMPK-k kihatnak az egész test
energia-metabolizmusara (HARDIE és SAKAMOTO, 2006). A fizikai erofeszitések sordn az
AMPK-k aktivdlédnak és megndvekszik az izomsejtek cukor-felvétele. Alacsony vércukor-szint
esetén az AMPK-k gatoljdk az inzulintermelést és a B-sejtek inzulin kivalasztasat. Az AMPK-kat
két, az energia homeosztazist, a glucid- és a lipid-metabolizmust szabdlyoz6 adipocita-
szarmaz€ék hormon, a leptin és az adinopektin is aktivdlja. Az AMPK-k a gliikk6z-anyagcsere

gitldsaban i1s részt vesznek a mdjban azaltal, hogy a glikolizist és a lipogén enzimek
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expresszidjat szabalyozzak. A hipotalamuszban az AMPK-k aktivitdsat gatolja a gliikkdz, a leptin
€s az inzulin, vagyis azok a vegyiiletek, amelyek a taplalék felvételt is gatoljak. Ezzel ellentétben
a ghrelin, egy, a taplalék felvételt stimuldlé hormon, noveli az AMPK-k aktivitasat (POLGE és
THOMAS, 2006).

2.1.4. A novények SNF1-rokon kinazai (SnRK-K)

2.1.4.1. A SnRK1 csaldad

A SnRK fehérjék aminosav sorrendjiik alapjan hdrom csoportba sorolhatok: a SnRK1, a SnRK?2
€s a SnRK3 csalddba. Az élesztd SNF1-hez és az emlés AMPK-khoz leginkdbb a SnRK1-ek
hasonlitanak. A madasik két SnRK csaldd tagjai is megtaldlhatok a legtobb novényben, de
mukodésiik, szabdlyozdsuk és szerepiik nem annyira ismert, mint az SnRKI1 csaladd tagjaié
(HALFORD és HARDIE, 1998; CRAWFORD és mtsai, 2001).

Az els6 SnRK1 cDNS-t ALDERSON és mtsai (1991) izoldltdk rizs endospermium
cDNS kléntarbol. Eleszté SNF1 homolégokat keresve taldltak rd a RKINI-re, az €leszté SNFI-
hez 48%-ban hasonlé cDNS-re. Az6ta szdmos névénybdl izoldltak RKINI-hez hasonlé cDNS-
eket és genomi klonokat, pl. Arabidopsis thaliana-bol (AKINI0, LE GUEN és mtsai, 1992;
AKINI1 BHALERO és mtsai, 1999; ATSKINI Acc. No.: X94755), &4rpabdl (BKIN2Z,
HANNAPPEL és mtsai, 1995; BKINI2, HALFORD és mtsai, 1992), dohdnybdl (NPKS5,
MURANAKA és mtsai, 1994), cukorrépabdl (SBKINI154, MONGER és mtsai, 1997), zabbdl
(ASPKI-3, HUTTLY és PHILLIPS, 1995) és burgonydbdl (PKINI, MAN és mtsai, 1997,
StubSNF1, LAKATOS és BANFALVI, 1997).

A novényi SnRK1-ek - az élesztd és az éllati rokonaikhoz hasonl6éan - valészinlileg
heterotrimer enzimkomplexként mitkodnek. BOULY és mtsai (1999) Arabidopsis-bol két -
(AKINBI és AKINB2) és egy y-alegységet izolaltak, és élesztd két-hibrid rendszer segitségével
kolcsonhatdsukat is bizonyitottdk. Szabdlyozdsi kiillonbségekre utal viszont, hogy az élesztd
SNF1-gyel ellentétben, az a és a y kdlcsonhatdsa nem gliikoz-fiiggo.

A szekvencia és komplexképzési hasonldsdgok mellett funkcionalis hasonlosagok is
vannak az SNF1 és az SnRKl-ek kozott. Eleszté mutdnsokkal végzett komplementdcids
kisérletekbdl kideriilt, hogy az RKIN1 (ALDERSON és mtsai, 1991), az NPK5 (MURANAKA
és mtsai, 1994), és az AKIN11 (BHALERAO és mtsai, 1999) is helyettesiteni tudja az élesztd

SNF1-ét. Az élesztd Asnf4 mutacié funkciondlis szupresszorainak szlirése sordn egy addig
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egyediildllé SNF4 ortologot (AKINpy) is izoléltak Arabidopsis-b6l (KLEINOW és mtsai, 2000),
amir6l LUMBRERAS és mtsai (2001) kideritették, hogy egy adaptor-regulator kiméra molekulat
kédol gén. Az AKINPy fehérje az N-termindlisdn a B-alegységekre jellemzd KIS doménnel
rendelkezik, ami az o-alegység kapcsolédasaért felelds, a C-termindlisan viszont a vy-
alegységekre hasonlit, amivel komplementélni is képes a ASnf4 mutdnst, és élesztd két-hibrid
rendszerben gliikoz-fiiggd kapcsolatot mutat az AKINI11-gyel. Ortolégjait kukoricdban is
megtaldltdk (ZmAKINBy-1 és -2; LUMBRERAS és mtsai, 2001). De mds tipusu, feltehetéen
kéttagi komplexet is felfedeztek, melyben az AKIN11 fehérjéhez olyan kiméra molekula
kapcsolddik, az AtPTPKIS1, aminek N-termindlisdn egy protein tirozin-foszfatdiz domén, C-
termindlisdn pedig a KIS domén taldlhat6. Ennek homoldgjai szekvencia analizissel mas, egy- €s
kétszikli novényi genomokban is megtalalhatok. Ezek a komplexképzési varidcids lehetoségek az
SnRK1-fiiggd szabdlyozési utvonalak sokféleségét és valtozatos szabdlyozdsat teszik lehetdvé,
amire sziikség is van a magasabbrendii novények esetében a helyhez kotott életmdd miatt.

A novényi SnRK1-ek szabalyozdsardl, az élesztd SNF1-hez képest, elég keveset tudunk.
Az els6 biokémiai vizsgalatokbol kideriilt, hogy a karfiol HMGR enzime foszforilacigval
inaktivalédik, és az ezt végz0 enzimet az RKINI-specifikus ellenanyag felismeri.
Bebizonyitottdk, hogy ez az enzim egy protein-kindz kaszkad-rendszer eleme, ugyanis protein-
foszfataz kezelésre inaktivalodik, de MgATP és tisztitott emlos AMPKK fehérjefrakcio
hozzdaddsaval djra aktivdlhatd. Vagyis, a karfiolban az SnRK1 hasonléan szabélyozddik, mint
az élesztében az SNF1, vagy az emlésokben az AMPK. Megéllapitottdk, hogy az élesztokéhez
hasonldan, de az allatokétdl eltérden, a novények SnRK1 enzimei altaliban nem aktivalédnak
AMP hatdsdra (MacKINTOSH és mtsai, 1992). Kivételnek szamit a spen6t, ahol SUGDEN ¢és
mtsai (1999b) szerint mégiscsak befolydsolja az AMP az SnRK1 aktivitdsat. A spendtban a
tdpanyaghidny vagy kornyezeti stressz okozta magas AMP-szint gitolja az SnRK1 aktivéacids
hurkaban 1év6 treonin protein-foszfataz 2C 4ltali defoszforildlasat, és ezéltal eldsegiti az SnRK1
aktiv allapotban valé maradasat. Ezek alapjan SUGDEN é€s mtsai (1999b) az allati AMPK-khoz
és az élesztd SNF1-hez hasonl6 fizioldgiai szerepet tulajdonitanak az SnRK1-nek spenétban. A
valésdg azonban valdszinilileg Osszetettebb. SALCHERT és mtsai (1998) és BHALERAO és
mtsai (1999) azt taldltdk, hogy a fényben nevelt Arabidopsis novényekben a szachardz
koncentraci6 megemelése 5 mM-r6l 90 mM-ra az SnRK1 aktivitdsat 1.7-szeresére emeli a
levelekben és 2.2-2.4-szeresére a gyOkerekben. Ezzel szemben sotétben a cukorkezelés az
SnRK1 aktivitast gatolta.

Az emlés HMGR foszforildlhatésagaért felelds szekvencia-motivum konzervalt a
novényi HMGR-ekben is. DALE és mtsai (1995) be is bizonyitottdk, hogy a karfiol SnRK1-e

foszforil4cié 4ltal inaktivalja az Arabidopsis HMGR enzimét. Az SnRK1 célszekvencia masik
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két fontos novényi bioszintetikus kulcsenzimben, a szachar6z-foszfat-szintdzban (SPS-ben) és a
nitrat-reduktdzban (NR-ben) is megtaldlhat6. SUGDEN ¢és mtsai (1999a) megéllapitottdk, hogy
ezek az enzimek is, a HMGR-hez hasonl6an, foszforildcié altal inaktivdlodnak — igaz, hogy az
NR foszforilacidja csak a feltehetdleg dajkafehérje funkci6ji 14-3-3 fehérje jelenlétében megy
végbe. A HMGR az izoprenoid (fitoszterolok, karotinoidok) bioszintézisének kulcsenzime, az
SPS a szachardz szintézis f0 szabdlyozdja a fotoszintetizdlo szovetekben, az NR pedig a nitrat
atalakulasat katalizélja nitritté, ami nélkiilozhetetlen az aminosav €és mas nitrogéntartalmu
vegyiiletek szintéziséhez. gy tehdt, az SnRK1-ek az NR-en keresztiil reguldljdk az aminosav
szintézist is (HALFORD és mtsai, 2004).

A novényi SnRK1-ek, hasonldan az élesztOben és emldsokben taldlhaté rokonaikhoz, a
metabolikus enzimek poszttranszlicidés szabdlyozdsan kiviil, részt vesznek a transzkripcid
szabdlyozdsaban is azdltal, hogy transzkripciés faktorokat foszforildlnak (PURCELL és mtsai,
1998). RADCHUK és mtsai (2006) SnRK1-gétolt borsén végzett microarray kisérletekkel
bizonyitottdk, hogy az SnRK1 gatldsa szdmos mds gén expresszids mintizatat is befolydsolja. A
fejlédo bors6embriokban 103 gén mRNS szintje ndtt (67 ismert, 36 ismeretlen funkciéja), és 81
(59 ismert, 22 ismeretlen funkci6jii) gén mRNS szintje csokkent. BAENA-GONZALEZ és mtsai
(2007) hasonl6 kisérleteket végeztek Arabidopsis novényekkel. A kapott microarray adatok
alapjan az AKIN10 és AKIN11 1021 gén expresszidjit befolyésolja.

Arabidopsis-ban a PRLI1 (Pleiotrop Regulatory Locus) fehérje a gliikdz- €s hormonszint
valtozdsra (citokinin, etilén, abszcizinsav, auxin) adott vélaszok sokasdgit szabalyozza
(NEMETH és mtsai, 1998). A PRLI erésen kotédik az AKIN10, AKIN11 és az éleszté SNFI
reguliciés doménjéhez élesztd két-hibrid rendszerben, ugyanoda, ahova a [-alegység is
kapcsolddik. Rdadésul ez a kapcsolat nagy gliikkéz koncentracié esetén er6sebb, mint alacsony
gliik6z koncentraciondl. BHALERAO és mtsai (1999) pril mutins Arabidopsis novényeket
vizsgdlva megallapitottdk, hogy ez a muticié in vivo az AKINIO szachar6zzal vald
indukdlhatésdgat nem befolydsolja, de az AKINI1O aktivitds a mutdnsokban alapéllapotban
magasabb, vagyis a PRL1 az AKINI10 lehetséges inhibitora a fényben nevelt novényekben. A
sotétben hasonlé médon elvégzett kisérletek szerint, amikor a cukorkezelés az SnRK1 aktivitdst
gatolja, a mutans novényekben az aktivitas alacsonyabbnak bizonyult. Vagyis, ilyenkor a PRL1
jelenléte az AKIN10-aktivitast pozitivan befolydsolja. A PRL1-AKIN10 koélcsonhatas pozitiv
vagy negativ iranyat pedig valdszinlileg egy fényfiiggd faktor szabalyozza (SALCHERT és
mtsai, 1998).

Az AKIN10 és AKINI11 a proteoszomds fehérje lebontds egyes faktoraival is
kapcsolatban all. A faktorok egyike az SKP1/ASK1 fehérje, ami a konzervélt SCF ubiquitin-

ligaz komplex egyik alegysége, és az ugynevezett F-box szekvencidkat hordozé szubsztratokat
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koti. Ezeket az F-box szekvencidkat tartalmazé fehérjéket az AKIN-ek valdszintileg
foszforildljak, amelyek ezutidn feltehetéen ubiquitindlédnak és lebomlanak. Az SKP1/ASK1
ugyanott kotddik az AKIN-ekhez, mint az el6bb targyalt PRLI és [-alegységek. Az
SKP1/ASK1-AKIN kolcsonhatdst a PRLI1 jelenléte gyengiti. De az AKIN-ek ugyanezen helyére
kotédik a proteaszoma o4-es alegysége is. Ez azonban az SKP1/ASKI1-AKIN10/AKIN11
komplex 1étrejottét nem gyengiti, hanem ellenkezdleg, erdsiti €s a 26S proteoszomakhoz koti. Az
SKP1/ASKI1 valamint a proteoszomadlis a-alegységek a sejtmagban taldlhatok, sejtosztédaskor
azonban a mitotikus orsdkhoz és fragmoplasztokhoz kapcsolédnak. A mitotikus orsé egy
lehetséges szubsztritja az SCF-proteoszémadlis komplexnek, igy valdszintisithetd, hogy a
SnRK1-ek beleszoélnak a sejtciklus szabdlyozaséba is (FARRAS és mtsai, 2001).

HAO és mtsai (2003) tgy talaltdk, hogy az SnRK1-ek éltal szabdlyozott metabolikus
utvonalak a novények virusok elleni védekezésében is szerepet jatszanak (bOvebben a 2.3.2.2
fejezetben). Dohany novényekkel végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy a GALS83 ortoldgjanak
gitlasa a szén allokdcidjat negativan befolydsolja a levélkartevok éltal fertdzott novényekben,
illetve a szeneszcencia eldrehaladdsakor, amikor a szénforrdsok gyors és megfelel6 mobilizdsara
lenne sziikség. Ezen kiviil azt is megfigyelték, hogy az antiszensz GAL83-as dohdny ndvények a
nagyobb virdgszam ellenére kevesebb egészséges magot hoznak (SCHWACHTIJE és mtsai,
2006).

Az SnRK1 komplexek novényen beliili lokalizdcidjara az alegységek sejt-, illetve
szovetspecifikus expressziés mintdzatabdl kovetkeztethetiink. HALFORD és HARDIE (1998)
szerint az SnRK1a alcsalddba tartozé a-alegységek az egész novényben alacsony szinten és
konstitutivan fejez6dnek ki. PIEN és mtsai (2001) szerint viszont a paradicsom hajtiscsicsdban a
LeSNF1 expresszi6s mintdzata, a szénhidrit metabolizmus véltozasaval Osszhangban,
sejttipusonként valtozik. A LeSNFI transzkriptum az aktivan oszt6dé merisztéma sejtekben nem,
de a mar kialakult levél primordiumban detektdlhaté volt. A tobbi noévényi B-, By-, v-
alegységekrdl is ismert, hogy mely szovetekben, szervekben expresszdlddnak inkabb. Vannak,
amelyek a reproduktiv és vannak, amelyek a vegetativ szervekben expresszdlddnak jobban, és
mindezt kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok (fény, sotét, stb.) befolydsoljak (LUMBRERAS és mtsai,
2001; BOULY és mtsai, 1999; LAKATOS és mtsai, 1999). Ugyanakkor kiillonb6zé névényi
hormonok, pl. az abszcizinsav és a gibberellinsav is befolydsoljak egyes alegységek
expresszifjit (BRADFORD és mtsai, 2003). Az alegységek expresszids kiilonbségei és az
egymashoz val6 affinitdsbeli kiilonbségek hozzdjarulnak az SnRK1 komplexek miikodésének €s

szervezeten beliili elhelyezkedésének szabalyozdsahoz.
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2.1.4.2. A burgonya SnRKI-ei

A burgonyabdl eddig két SnRK1 csalddba tartoz6 kindz cDNS-ét izolaltdk: a PKINI-et MAN és
mtsai (1997), és a StubSNFI-et LAKATOS és BANFALVI (1997). A StubSNF1 fehérjérél
€lesztd két-hibrid rendszer segitségével kimutattak, hogy kolcsonhatasba 1€p az élesztd GALS3
fehérjéjéhez hasonlé burgonya fehérjével, amit a jelentds hasonlésdg miatt StubGAL83-nak
neveztek el. A StubGALS83 aminosav szekvencia elemzésébdl tudjuk, hogy a fehérje tartalmazza
az ASC domént, ami a y-alegység kapcsolddasaért felelOs, sot élesztd két-hibrid rendszerben a
StubGALS3 interakcioba 1ép az élesztd SNF4 fehérjéjével (LAKATOS és mtsai, 1999). Eddig
azonban még nem sikeriilt izoldlni az SNF4 ortoldgjat burgonyabdl, pedig igen valdszinii, hogy a
StubSNF1 enzim komplexet is harom kiilonb6z6 fehérje alkotja. A masik burgonya SnRK1, a
PKINI, nem 1ép kolcsonhatdsba a StubGAL83-mal élesztd két-hibrid rendszerben, és mas
kolcsonhat6 partnerét sem izoldltak még. A két burgonya SnRK1 gén 5’ végi katalitikus doménje
89%-ban, mig a 3’ végi regulitor doménje csak 60%-ban hasonlit egymashoz. Két-hibrid
vizsgalatokbodl azonban tudjuk, hogy nem a szekvencia kiilonbség az oka, hogy a PKINI1 és a
StubGAL83 kozott nem jon létre kapcsolat. Ennek oka feltehetben a PKIN1 térbeli
szerkezetében keresendd (LOVAS és mtsai, 2003).

A StubSNF1 és a PKINI gének az egész novényben alacsony szinten és konstitutiv
modon fejezddnek ki (HALFORD és HARDIE, 1998), azzal a kiegészitéssel, hogy a StubSNF1-
nek a virdgban (LAKATOS és mtsai 1999), a PKINI-nek pedig az in vivo sztéloban egy kicsit
erOsebb az expresszidja, mint mas szervekben (MAN és mtsai, 1997). Ezt az expresszids
mintdzatot nem befolyédsoljak a kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok (fény, sotét, novényi hormonok,
cukrok). A StubGALS83 a n6vény minden szervében er0sebben nyilvanul meg, mint az SnRK-ek.
Leger6sebben a levélben, a szdrban és a virdgban, leggyengébben a gyokérben és a bogydban
ir6dik at (LAKATOS és mtsai, 1999; LOVAS, 2003). A fiatal levelekben tobb transzkriptum
van, a levelek eloregedésével a StubGALS3 mRNS mennyisége csokken. Levélben az expresszid
erossége fényfiiggd, sotétben lényegesen magasabb, mint folyamatos megvilagitis mellett. A
StubGALS3 transzkripcidjit a novényi hormonokkal valé kezelés és fényben a cukorkezelés nem
befolydsolja. A metabolizdlhaté cukrokkal (gliikk6z, szachardz, galakt6z) valo kezelés azonban
csokkenti a transzkripcié sotéttel valdé indukdlhatésdgat, vagyis valdszinlileg a fotoszintézis
termékeinek a hidnya (metabolitszintek valtozdsa) és nem a sotétség fokozza a transzkripciét
(LOVAS, 2003).

Az élesztd Snfl, Snf4, és Sipl,Sip2,Gal83 mutdnsokkal végzett komplementicios
kisérletek eredménye azt mutatja, hogy a StubSNF'I teljesen komplementélja a Asnfl mutaciot, a

Asnf4 mutdciot pedig részlegesen, a PKINI viszont minderre még részlegesen sem képes. A
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Asipl,Asip2,Agal83 mutéans fenotipust a StubSNF1 6nmagaban részlegesen, a StubGALS83-mal
egyiitt tokéletesen képes helyredllitani, mig a StubGAL83 Onmagiban nem képes
komplementaciora. A PKIN1 sem 6néll6an, sem a StubGALS83-mal egyiitt nem tudja ezt a hibét
kijavitani. Mindez arra utal, hogy funkciébeli kiillonbség van a burgonya két SnRK1 fehérjéje
kozott (LOVAS és mtsai, 2003).

A burgonya StubGALS83 génjének antiszensz gatldsa gyokér €s gumofejlodési
zavarokhoz vezet, valamint fokozza a novények s6érzékenységét. Ezen tilmenden, az antiszensz
novényekben megnovekszik egyes, az oxidativ stressz hatdsara keletkez0 anyagcseretermékek, a
Szentgyorgyi-Krebs- €s glioxalat-ciklusban résztvevd metabolitok, valamint a fehérjelebontds
koztes termékének szadmité glutaminsav mennyisége. Vagyis, mintha a novény folyamatos
oxidativ stresszben lenne, és az energiatermeld (Szentgyorgyi-Krebs-ciklus), illetve egyes
makromolekuldk lebontdsat végzd folyamatok (glioxalédt-ciklus) intenzivebbekké valndnak. Az
elhal6 sejtekben zajlo6 fehérjelebontds értékes anyagait, pl. glutaminsav (konnyen
transzportdlhaté aminosav) formdjdban tudja kivonni a ndvény. Vagyis, a fehérjelebontas
fokozodésdnak lehetiink tanti ezekben a novényekben (LOVAS, 2003). Ez 0sszhangban van az
Arabidopsis-szal végzett kisérletek eredményével (FARRAS és mtsai, 2001), ami azt mutatta,
hogy egy PB-alegység kompetitor a fehérje degradacioban valé részvételre csdbitja az AKIN
komplexet.

A burgonya StubSNF1 és PKINI génjeinek antiszensz gatladsit és annak fenotipusos
vizsgalatat is elvégezte munkacsoportunk (LOVAS, 2003). Az antiszensz PKINI novényeknél
semmilyen novekedésbeli vagy gyokerezésbeli rendellenesség nem volt tapasztalhatd, mig az
antiszensz StubSNF1 és azon antiszensz novények, amelyekben mindkét SnRK1 gén csendesitve
volt, lemaradtak novekedésben a vad tipushoz képest. Hasonld lemaradést lehetett tapasztalni a
gyOkereztetési tesztekben is, ami soval kiegészitett tadptalajon még erdteljesebb volt. PURCELL
és mtsai (1998) szerint a PKINI antiszensz gatldsa a szachar6z-metabolizdl6 enzimet kédol6 gén,
a szachar6z-szintdz (Susyl) expresszidjanak csokkenését okozza minigumokban. Ezt
munkacsoportunk egyik antiszensz vonalnidl sem tapasztalta. Az ellentmondas oka lehet az
antiszensz géatldas médjanak (mds promoéter, mas génszakasz) eltérése, illetve az a tény, hogy a
Susyl expresszidjat tobb faktor is befolydsolja (LOVAS, 2003).

MCcKIBBIN és mtsai (2006) szerint a burgonya PKINI génjének gumdspecifikus patatin
promoterrel torténd tulexpresszaltatdsa a gliikkéz koncentracié 17-56%-os csokkenését és a
keményitd tartalom 23-30%-o0s emelkedését eredményezi a transzgénikus novények gumdjiban a
nem-transzformélt kontrollhoz képest. Ugyanakkor a szachar6z és a fruktéz mennyisége nem
valtozik szignifikdnsan a gumoékban. A keményitd bioszintézis két kulcsenzimét, az szachar6z-

szintdzt €s az ADP-gliik6z pirofoszforildzt kédold Susyl és AGP-dz gének expresszidja - a

19



northern vizsgdlatok tandsidga szerint - emelkedik, amit az enzimaktivitds értékek jelentOs

emelkedése is kovet.

2.2. A piruvat-kinaz szerepe a novényekben

2.2.1. A novények légzése

A 1égzés azoknak a folyamatoknak az Osszessége, amelyek sordn a szerves anyag egyszeriibb
vegyiiletekké oxidalodik. Ez a folyamat energia-felszabaduldssal jar, aminek egy része kémiai
formaban, nagy energiatartalmi foszfitkotések (ATP) szintézise révén konzervalodik.
(FARKAS, 1984). Az 6sszetettebb szénhidratok lebomlédsa sordn valamely monoszacharid vagy
annak foszforildlt formdja keletezik. Amennyiben nem foszforildlt monoszacharid a bontds
végterméke, a cukrok az ATP és valamilyen kindz segitségével foszforilalodnak, mieldtt
ténylegesen eloxiddlhat6 vegyiiletekké atalakulndnak. A bioldgiai oxidéacié elsé egysége
tulajdonképpen a glikolizis, amit Embden-Meyerhof-Parnas utnak is neveznek. Ebben a
szakaszban torténik a hex6zok lebontdsa pirosz6ldsavva (piruvattad).
A glikolizisnek harom szakasza van (1. dbra):
1. A hexdézok aktivéldsa: energia befektetéssel (pl. ATP felhasznéldssal) hexézfoszfatok, illetve
hex6z-biszfoszfatok jonnek 1étre.
2. A 6 szénatomos szénldnc bomlédsa 2 db tridzfoszfattd (glicerinaldehid-3-foszfat, G-3-P;
dihidroxi-aceton-foszfat, DHAP)
3. oxidéacios folyamatok:
a. a G-3-P oxidacidja 3-foszfo-glicerinsavva (3-PGS) ATP és NADH képzddése mellett

b. a 3-PGS éatalakuldsa piroszolosavva ATP képzddése mellett.
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transzlokalodik és aerob koriilmények kozott tovabb oxiddlédik a Szent-Gyorgyi-Krebs

ciklusban (citrat kor, trikarbonsav ciklus; 2. dbra). Alternativ tt lehet, ha a foszfoenol-piruvatbdl

(PEP) oxélecetsavon keresztiil almasav lesz, ami szintén képes a mitokondriumba bejutni €s ott a

citrat kort taplalni. A piruvét oxidéacidjdnak jelentosége kettds. A ciklusban keletkezik szdmos
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olyan vegyiilet (intermedier), ami, mint szénvdz, nélkiilozhetetlen a kiilonb6z6 bioszintetikus
folyamatokhoz (aminosav-, zsir-, fehérjeszintézis). Ezen kiviil, a pirosz6ldsav oxidacidja soran
jon létre annak a NADPH;-nek és FADH,-nek a jelentds része is, ami a termindlis oxidacio
szubsztratja, és aminek oxidacidjdhoz kapcsolddik a sejt nem-fotoszintetikus ATP-szintézisének

azome (FARKAS, 1984).
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2.2.2. A piruvat-kinaz (PK)

A PK a glikolizis utolsé 1épését katalizdlja, amiben PEP-bdl piruvét keletkezik, mikozben egy
ADP molekuldbol ATP lesz. A PK segitségével keletkezd piruvat sziikséges a Szent-Gyorgyi-
Krebs ciklus zavartalan miikodéséhez. A reakcid irreverzibilis, és feltehetdleg a glikolizis és a
respirdcié szabdlyozasdnak altalanos reguldcids pontja, ahogy azt tobb biokémiai tanulmény is
jelzi, mind mikrobidlis (TEUSINK és mtsai, 2000), mind 4llati (PILKIS és GRANNER, 1992) és
novényi rendszerekben (THOMAS ¢és mtsai, 1997; GEIGENBERGER és mtsai, 1998;
SCHWENDER és mtsai, 2004; PLAXTON és PODESTA, 2006). A nem novényi szervezetekkel
ellentétben a novényekben nemcsak a citoszélban (PK.), hanem a plasztiszokban (PK,) is van
PK (PLAXTON, 1996; GIVAN, 1999), sot, legijabban BARI és mtsai (2007) a jeruzsdlemi
articséka mitokondriumaibdl (PK,,) is kimutattak.

A PK. és a PK, feltinben kiilonboznek egymdstdl fizikai, immunoldgiai €s
kinetikai/szabélyozasi tulajdonsdgaikban (PLAXTON 1989; 1996; PLAXTON és mtsai, 1990;
2002). A PK.-nek szovetspecifikus izozimjei is vannak, amelyek lényeges kiilonbségeket
mutatnak a megfeleld fizikai és/vagy kinetikai és szabdlyozdsi tulajdonsdgaikban (TURNER és
mtsai, 2005; PLAXTON és PODESTA, 2006). Feltételezik, hogy a PK, izozimek allosztérikus
visszacsatoldsi szabdlyozdsa kiilonb6zd metabolit effektorokon keresztiil torténik, és ezek
moduldljdk - a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus, illetve a 1égzési végtermékek altal meghatarozott
pillanatnyi igényeknek megfelelden - az in vivo aktivitast. Ilyen allosztérikus szabdlyozdok
lehetnek az ATP és/vagy a bioszintetikus prekurzorként szolgédlé szénvazas vegyiiletek (KOBR
és BEEVERS, 1971; PODESTA és PLAXTON, 1991). A tisztitott PK. gétolhaté glutamattal,
ami visszafordithaté aszpartattal. Ennek akkor van jelent8sége, amikor az NH4"-asszimilécié
mértéke megnd (HU és PLAXTON, 1996; SMITH és mtsai, 2000a; TURNER és PLAXTON,
2000). A PK, aktivitdsat a citoplazma pH-véltozdsai is befolyésoljak (PODESTA és PLAXTON,
1991; 1992; 1994; TURNER és mtsai, 2005). A PK, aktivitdsra gitld hatdssal van az ATP
(PODESTA és PLAXTON, 1991; 1992; 1993). A PK. azonban nemcsak allosztérikusan
szabdlyozdédik. TANG és mtsai (2003a) megallapitottdk, hogy a PK. poszttranszlaciésan is
szabalyozddik, mégpedig két tton. Az egyik egy foszforilacios 1€péssel kezdddik, ami ubiquitin-
kotdédés utan proteoszomds lebontdsban végzddik. A masik Ut egy koriilbeliil 4 kDa nagysagu
rész levagddasdval jar, ami egy stabilabb, aktiv format eredményez.

Arabidopsis-ban kimutattak, hogy a PK, nélkiilozhetetlen a zsirsavszintézis normadlis
milkodéséhez (ANDRE és BENNING, 2007; ANDRE és mtsai, 2007; BAUD és mtsai, 2007). A
PK,. viszont a névények normadlis novekedéséhez sziikséges. Gatlasa esetén, pl. a dohdny

kisebbre nd, valdszinlileg a megvéltozott ,,sink-source” metabolizmus miatt (GATTLOB és
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mtsai, 1992; KNOWELS és mtsai, 1998; GRODZINSKI és mtsai, 1999). Arr6él azonban még
csak egy publikicid sziiletett, hogy a novények heterotréf szoveteiben (gyokér, gumd) a
megvaltozott PK. milyen hatdssal van a metabolizmusra. OLIVER és mtsai (2008) antiszensz
technikdval gatoltdk a PK.-t gumdspecifikus prométer segitségével. A gatlds olyan jol sikeriilt,
hogy a PK_ transzkriptum szintje csak 1-3%-a volt a vad tipusban mérhetonek. A PK, gitldsa a
PEP/piruvat ardny megemelkedéséhez vezetett, de ez csak a piruvit csokkenésének volt
koszonhetd, a PEP mennyisége nem valtozott szignifikdnsan. A piruvit mennyiségi csokkenése
mellett tobb, a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusban szerepld szerves sav mennyisége is csokkent, €s
egy aminosavé, az aszparaginé is. Két aminosav mennyisége viszont megnétt (lizin, alanin).
Csokkent a gumok Ossz-fehérje tartalma, de szignifikdnsan ndvekedett a gumok szdma. A gumok
Ossz-tbmege azonban csak egy vonalban mutatott szignifikdnsan nagyobb értéket, és a
respirdcios rdta, valamint a Szent-Gyorgyi-Krebs ciklus intenzitdsa is csak egy transzgénikus
vonal esetében valtozott. Ez ellentmond annak a kordbbi feltételezésnek, hogy a PK. a respiracié
szabdlyozdsanak egyik eleme lenne. Az 0Osszes oxigén felhaszndlds (respirdcids rata) nem
véltozott ugyan, de az alternativ-oxiddz (AOX) irdnyitotta mitokondrialis elektrontranszport
alternativ utvonala erésen gatlédott, ami még piruvat addssal sem allt tokéletesen helyre, az
AOX transzkriptum €s protein Iényegesen alacsonyabb szintje miatt (OLIVER és mtsai, 2008).

A novényi PK-ok meglepd biokémiai komplexitasat a genomszekvenalas eredményei is
alatdmasztottak. Arabidopsis-bol 15, rizsbdl 8 PK gént azonositottak (MARCHLER-BAUER ¢és
mtsai, 2002; ANDRE és mtsai, 2007). Burgonydban OLIVER és mtsai (2008) az eddig ismert
egy PK mellé tovabbi nyolc izoformét taldltak. Ezek koziil 6tot citoszolikus és négyet plasztisz
PK-nak firtak le. Az 6t PK, mérete a szekvencia adatok alapjdn 54-57 kDa kozott van. Western
blot analizissel hdrom kiilonb6zd méretli peptidet kaptak, kb. 50, 55 és 60 kDa tartomanyban.
Feltételezik, hogy a kb. 50 kDa protein poszttranszlacids hasitds terméke, hasonléan ahhoz,

ahogy TANG ¢és mtsai (2003a) azt a sz6jaban talaltak.

2.3. Novényi virusok és a novények virusfertézésre adott valaszai

2.3.1. Novényi virusok

A virusok fert6zé nukleoproteidek, jarvanyszeri betegségek kialakitdsara képesek, az ehhez
sziikséges genetikai informécié a kopenyfehérjével burkolt nukleinsav. A nyugalomban 1€évo,

fehérjeburokkal boritott, szabdlyos szerkezetli virusrészecskéket virionoknak, a sejtben
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sokszorozodd nukleinsavakat vegetativ virusnak nevezziik. A virionok két alapvetd részbol
allnak, a nukleinsavbdl és a kopenyfehérjébol. Egyes virionokat glikoprotein vagy foszfolipid
burok vehet koriil. A nukleinsav lehet egyszdla vagy kétszald dezoxiribonukleinsav (DNS) vagy
ribonukleinsav (RNS). Amennyiben a nukleinsav egyszdli RNS, akkor beszéliink negativ,
pozitiv, vagy amfiploid (részben negativ, részben pozitiv polaritdsi) RNS virusr6l. Amennyiben
pozitiv, akkor mRNS-ként viselkedik, tehat réla kozvetleniil transzlicié valésul meg. A
nukleinsav lehet egykomponensii és tobbkomponensii, linedris vagy kor alakd. A virionok
felépitése lehet helikalis, ilyenkor pélcika, vagy fondl alaku, vagy izometrikus, amikor szabalyos,
kristdlyszerti szerkezetet mutatnak. A novénypatogén virusok az egész Foldon elterjedtek,
jelentds gazdasdgi kart okoznak (a termésveszteség 10%-a). Tilnyomé tobbségiik (kb. 75%)
egyszali pozitiv RNS virus. A Potyvirus-ok a gazdasdgilag legjelentdsebb viruscsoport,
képviseldi a novénytermesztés Osszes dgdban problémdkat okoznak (GABORJANYI, 1998,
1999).

A burgonya Y virus (potato virus Y, PVY) a Potyvirus nemzetség tipusfaja.
Legfontosabb gazdandvényei a Solanaceae csalddba tartoznak: a burgonya, a paradicsom, a
paprika és a dohdny. A virus az egész vilagon elterjedt, és mivel tomegtermelésbe vont
novényeket fertdz, gazdasigi jelentdésége nagy. Széleskori elterjedésébdl adddik, hogy szamos
eltérd izoldtuma van, amelyek mind a gazdandvényeken okozott tiineteik, mind szeroldgiai
tulajdonsagaikban €s levélteti-atviteli képességiikben kiillonboznek, s egyben ez a hagyomanyos
csoportositasuk alapja is (DE BOKX és HUTTINGA, 1981). A burgonyardl izoldlt PVY
torzseket harom {6 csoportba osztottak. El6szor az ,,0” torzs volt a legelterjedtebb (SIEGVALD,
1984), majd a Magyarorszagon eldszor Szirmai Janos 4ltal leirt, a dohdnyon érnekrézist okoz6
LN torzs (SZIRMAI, 1958). A felosztds szerint a harmadik csoport a ,,C” torzs, ezek az
izoldtumok nem vihetdk at levéltetiivel. Magyarorszagon jelentds, a vildgon elsOként ndlunk
izolalt és jellemzett ,NTN” torzs az el6zdektdl eltéréen, burgonyagumén nekrotikus gytiriis
foltossagot okoz (BECZNER é€s mtsai, 1984). A PVY virionjai kb. 700 nm hosszusaguak, fonal
alakuak, hajlékonyak. Egyetlen pozitiv egyszald RNS lancot tartalmaznak, amelynek hossza
9702 nukleotid. A genom egyetlen nyilt leolvasasi keret, ennek megfeleléen egy poliprotein
képzbdik, amit a virus altal kédolt harom proteindz vag fel tiz funkcionélis fehérjére. Ezek kozt
van a virusatvitelben is szerepet jatszo, segitd fehérje (helper component, HcPro) és a

kopenyfehérje (coat protein, CP).
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2.3.2. A novények virusfertozésre adott valaszai

A fertdzott novényekben szembetlind valtozdsok jatszédnak le, amelyek egy része a betegség
tiinetel, mas résziik a kérokozo elleni védekezés elemei. A kiillonbozd jelenségek okai még nem
minden esetben tisztizottak. A koérokozdval fertdzott novény legéltalanosabb vdlasza a
1égzésintenzitds novekedése, amelynek jellemz6 vondsa, hogy az alternativ 1égz€si anyagcsere
utak, mint a pentdzfoszfat ut és a kiilonleges oxidazok jelentdsége megnd. A masik jellemzd
jelenség a nukleinsav- és a fehérje-anyagcsere megvaltozdsa, ami egyrészrol a kérokozé sajat
anyagainak szintézise és az ehhez sziikséges ndovényi eréforrasok elszivdsa miatt van, masrészrol

anovények egyik legfontosabb védekezési mechanizmusdnak a része (BARNA, 1998).

2.3.2.1. Géncsendesités

A novényeknek igen sokféle kornyezeti hatds ellen kell védekezniiik, amit még nehezit is a
helyhez kotott életmddjuk. Védekezési mechanizmusaik €ppen ezért rendkiviil sokfélék. A
virusok ellen is tobbféle stratégidjuk van, és ezeket a kiilonbozd vdlaszlépéseket édltalaban
kombindlva vetik be virusfertozés esetén. A valaszlehetOségek egyik igen fontos eleme a
génétirédas utani géncsendesités, a ,,post-transcriptional gene silencing” (PTGS).

A PTGS felfedezéséhez az a kisérlet vezetett, amelyben a petunia lila szinét szerették
volna sotétiteni, de egyes novényeknél éppen az ellenkezdjét érték el, vagyis a lila szinért felelds
salkon-szintdz szensz expresszdltatisa dtmenetileg megemelte ugyan az mRNS-szintet, de az
szekvencia-specifikusan le is bomlott (NAPOLI és mtsai, 1990). Késébb kideriilt, hogy ha virus
szekvencidkkal transzformdlnak novényeket, akkor az sok esetben elveszti fogékonysdgat az
adott virussal szemben, vagy fogékony marad ugyan, de kigyégyul a betegségbdl (SWANEY ¢és
mtsai, 1995). A virusfert6zésbol kigydgyulni képes novényeket vizsgalva kideriilt, hogy ezekben
a novényekben a virus-RNS specifikus lebomlédsa jitszodik le. Azdta mar azonositottdk a
jelenséget Caenorhabditis elegans-ban, gombédban (Neurospora crassa), Drosophila-ban,
egérben, sot differencidlédott emldssejt kultirdkban is. Mindezek alapjan valészinti, hogy mér az
evolici korai szakaszdban kialakult ez a mechanizmus (HUTVAGNER és ZAMORE, 2002).
SOt, mar az is bizonyitott, hogy ez a mechanizmus nemcsak a virusok elleni védekezésben,
hanem, az egyedfejlodés sordn, a génexpresszid poszttranszkripcids szabalyozasaban is szerepet

jatszik (LLAVE és mtsai, 2002; EAMENS és mtsai, 2008).
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A PTGS miukodésének (3. dbra) alapja, hogy ha az eukaridta sejtek kettdsszali RNS-t
észlelnek magukban, akkor azt lebontjak €s lebontjdk a sajit mRINS-eiket is, amelyeknek k6zos
szekvencidjuk van a kettosszdluakkal. Ezt a jelenséget RNS interferencidnak is nevezziik. A
folyamatot a hosszd duplaszdld RNS molekuldk 20-25 nukleotid hosszisdgi fragmentumokra
torténd hasitdsa inditja be. Ezek az RNS-ek, amelyeket kis interferilld6 RNS-eknek (small
interfering RNA, siRNS) neveznek, beépiilnek egy fehérje komplexbe, ahol ATP-fiiggd
kicsavaroddsuk konformdcié véltozast idéz eld, és igy egy aktiv, RNS-indukdlta, RNS-hasit6
komplex jon létre (RNA-induced silencing complex, RISC). A kovetkezd 1épésben, ami mar
kevés, vagy semennyi ATP-t sem igényel, a RISC felismeri €s hasit minden olyan RNS-t, ami
komplementer a siRNS szdlaival (HUTVAGNER és ZAMORE, 2002).

A siRNS-ek elddllitdsaért a Dicer nevii enzimcsalad a felelds. A Dicerek a duplaszalu
RNS-specifikus endonukledzok RNaselll csalddjanak tagjai. Mint a tobbi RNaselll enzim
termékének, a siRNS-eknek is van 5’-foszfit és 3’-hidroxil végiik, és két parositatlan
nukleotidjuk a 3’ végiikon (BASS, 2000). Ezek a szerkezeti elemek fontosak ahhoz, hogy a
siRNS-ek hatékonyan részt vehessenek az RNS-ek lebontdsaban. A siRNS-ek hossza faj-
specifikus és tiikrozi a Dicer homolégok RNaselll doménjeinek struktirijaban 1€vo
kiilonbségeket. Az RNaselll enzimek koziil a Dicer kiilonleges abban a tekintetben, hogy a
hasitds ATP-t igényel. A Dicer enzimek nagy, sok doménii fehérjék, melyek a helikdzon kiviil
tartalmaznak még két tandem ribonukledzt (RNaselll) és egy vagy két dsRNS-koté domént. Az
ismétlodd RNaselll domén felelds a dsSRNS endonukleotikus hasitasaért siRNS-ekké (TANG és
mtsai, 2003b).

A Dicerrel ellentétben a RISC komplex kialakuldsa nem ATP igényes. A biokémiai
vizsgélatok alapjan az aktiv RISC egyszalu siRNS-t és egy fehérje ribonukleazt tartalmaz. A
RISC ribonukledz doménjét Slicer-nek nevezték el, mivel mikodésében jellegzetesen eltér a
Dicer-t6l. A kisérletek azt mutattak, hogy a RISC a cél RNS-en a siRNS-sel homolég szekvencia
kozepén hasit (HUTVAGNER és ZAMORE, 2002). Egyes él6lényekben a Dicer-en és a RISC-
en kiviil RNS-fiigg6 RNS-polimerdz (RNA-dependent RNA-polymerase, RARP) aktivitdsra is
sziikség lehet, ami az aberrdns vagy idegen egyszali RNS komplementer szdldnak szintetizal4sat
végzi (CELOTTO és GRAVELEY, 2002; CHIU és RANA, 2002). DALMAY ¢és munkatarsai
(2000) szerint novényekben a transzgén altal indukalt PTGS-hez szintén sziikség van az RARP-
re, de a virus altal indukalt géncsendesitésnél (VIGS) ez nem jatszik szerepet. AHLQUIST
(2002) szerint a PTGS-t a virusreplikdcié sordn keletkezd duplaszdld (ds)-RNS, vagy egy

novényi RARP aktivitdsa valtja ki.
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3. dbra A PTGS modellje (HUTVAGNER és ZAMORE, 2002)

A PTGS egy természetes védekezési mechanizmus, ami mesterségesen is eldidézhetd
olyan transzgének expresszaltatisaval, amelyek komplementerek a virus-szekvencidkkal, és igy
virus-rezisztencia indukalhaté (VANITHARANI és mtsai, 2005). Mindez eldidézhetd a virus-
szekvencia szensz, antiszensz, vagy szensz €s antiszensz (un. ,hajti”’- (hairpin-) RNS
expresszaltatasaval. SMITH és mtsai (2000b) megfigyelték, hogy a hajtli, vagy Onkiegészitd
(self-complemeter) RNS technika lényegesen hatékonyabb, mint a mdasik két megkozelités.
Hasonl6 eredményre jutottak WESLEY és mtsai (2001) is. A PTGS-alapu rezisztencia-stratégia
potencidlisan kisebb veszélyt jelent a ndvény fejlddésére, mint azok, amelyeknél transzgén-
eredeti fehérje is képzddik, bar ezt teljes bizonyossdggal csak akkor jelenthetjiik ki, ha a teljes
névényi genom szekvencidjat megismerjiik (SHEPHERD és mtsai, 2009).

Ha a PTGS a gazdandvény egyik védekezési modja a virusok ellen, akkor feltételezhetd,
hogy bizonyos ,,sikeres” virusok mar valaszlépésekre is képesek. GFP-vel (green fluorescence
protein) transzformalt dohdny novényekben PTGS-sel inaktivaltdk a GFP megnyilvanulésat,
majd virusokkal fert6zték a novényeket. A feltételezés az volt, hogy ha a virus szuppresszalni
képes a PTGS-t, akkor a novény tjra ,,vilagitani” fog. A kisérlet sordn a burgonya Y virussal
fert6zott novények ujra vilagitottak, mig a burgonya X virussal fertozottek nem. EbbOl arra

kovetkeztettek, hogy egyes novényi virusokban van PTGS-szuppresszor, masokban viszont
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nincs. Mivel azonban ezek a virusok is sikeresek a novények megfertdzésében, feltételezhetd,
hogy a PTGS szuppresszion kiviil més ellenstratégia is kifejlodott a virusokban a novényi PTGS
lekiizdésére (LI és DING, 2001). A PTGS-szuppresszié jelenségét szamos virus esetében
megfigyelték, és azonositottdk az ezért felelds gént is. VOINNET és mtsai (1999) az alfamo-,
como-, cucumo-, gemini-, nepo-, potex-, poty-, sobemo-, tobamo-, tobra-, tombusvirusok
csoportjdba tartozé egy vagy tobb virust vizsgiltak a PTGS-szuppresszié szempontjabol.
Megillapitottak, hogy a szuppresszié mértéke és térbeli mintdzata nagy valtozatossdgot mutat.
Példaul, volt olyan virus, amelyik minden fertdzott levélben és szovetben, mig masok csupdn a
legfiatalabb levelek ereiben szuppresszaltdk a PTGS-t. Ez a valtozatossig ugyanazon
viruscsoport (potexvirus) egymassal szoros rokonsdgban 1évd tagjai kozott is fennallt.
Osszességében arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy kiilonbozd virusok a gazdanovény PTGS
folyamatat eltérd stratégidval, kiilonbozé pontokon tdmadjak. Ez a gazdandvény és a virusok

dinamikus koevolucidjara utal a géncsendesitési mechanizmussal kapcsolatban.

2.3.2.2. Anyagcsere modositds

SUNTER és mtsai (2001) két geminivirus, a paradicsom arany mozaik virus (tomato golden
mosaic virus; TGMV) AL2 génjét és a répa csucs-gondorodés virus (beet curly top virus; BCTV)
L2 génjét vizsgalva megéllapitottak, hogy mindkettonek koze van a virulencidhoz. Az AL2 gén
egy transzkripcids aktivator proteint (TrAP) kddol, ami a virus kopenyfehérjéjének hatékony
termel0déséhez sziikséges, valamint a BRI gén aktivatora, ami a novényen beliili terjedésért
felel0s dgynevezett ,,movement protein”-t kédolja. A L2 gén az AL2 poziciondlis homoldgja, de
az altala kodolt fehérje alig mutat hasonldsagot a TrAP proteinnel. Hidnyzik réla a transzkripcids
aktivator domén, nem sziikséges a kopenyfehérje termelddéséhez, és hidnydban is képes a virus a
novényt szisztemikusan fertézni. Tehat, a genomban elfoglalt hasonlé pozicié nem parosul
hasonl6 szereppel a transzkripcié szabalyozdsaban. Az L2 mutans virusokkal fert6zott novények
nagyobb gyakorisadggal képesek kigyogyulni a betegségbdl, de ez a képesség fiigg a fertdzési és a
novekedési koriilményektol is. A L2-transzgénikus és az olyan AL2-vel transzformalt dohany
novények, amelyekben hidnyzik a TrAP aktiv doménje, fogékonyabbak a virusfert6zésekre,
nemcsak a TGMV és a BCTV, hanem a dohdny mozaik virussal (tobacco mosaic virus, TMV)
torténd fertdzésre is. Ez azért kiillonds, mert a TMV, a maésik kettdvel ellentétben, amelyek
egyszali DNS-virusok, egy RNS-virus. Vagyis, mind az AL2 mind az L2 képes csokkenteni a

gazdanovény dltaldnos stressz, illetve virusfertdzésekre adott vélaszlépéseinek hatékonysigat.
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Az a tény pedig, hogy nem sziikséges a TrAP transzkripciét aktivalé funkcidja, azt jelenti, hogy
az eddig ismert mellett van legaldbb még egy ismeretlen funkcidja is.

Eleszté két-hibrid rendszer segitségével két fehérjét taldltak az Arabidopsis cDNS
klontarban, amelyek kolcsonhatdasba 1épnek az AL2 és L2 fehérjékkel. Az egyik egy adenosin-
kinase (ADK), a masik pedig egy SnRK1, az AKINI11 volt. Az interakcid részletes vizsgalata
soran mindkét virusfehérjén egy 13 aminosavbol 4ll6 szakaszra lokalizéltdk a SNF1 kapcsolatért
felelos régiot. Miutdn egyik fehérjén sincs SnRK1 foszforilaciés motivum, kizarhatjuk, hogy
kinaz-szubsztrat kapcsolatrdl lenne sz6. A tovabbi vizsgélatok sordn megallapitottdk, hogy a
SNF1 antiszensz gatldsa dohdny novényekben ugyanolyan megnovekedett fogékonysigot
eredményez a virusfertdzésekre, mint az AL2 vagy L2 termeltetése. A nagyobb fogékonysig a
lappangési 1d0 rovidiilésében, és a fertdzéshez sziikséges virusinokulum koncentracidjanak
csokkenésében nyilvanult meg, azonban nem okozta sem a fertdzés tiineteinek er0sodését, sem
megvaltozasat, sem a viruskoncentracié emelkedését a megfertdzott szovetekben. Ugyanakkor a
SNF1 konstitutiv szensz expresszaltatisa megnodvekedett rezisztencidhoz vezetett: nagyobb
virusinokulum koncentracié volt sziikséges a fert6zés kialakitdsdhoz, de a betegség lefolydsaban
nem volt kiilonbség a vad tipushoz képest. Megéllapitottak tovabba azt is, hogy in vitro mindkét
fehérje, sot az L2 élesztdben in vivo is, gatolja a SNF1 aktivitdst. Az AL2 hatdsat nem tudtak
vizsgélni in vivo, mert expresszidja er0sen csokkenti az élesztd novekedési ratajat (HAO és
mtsai, 2003).

Abbdl a felismerésbdl, hogy a SNF1 expressziéjanak megvéltoztatdsa modositja a
virusfertdzésre vald fogékonysagot, HAO és mtsai (2003) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
gazdanak ,,velesziiletett” fontos tulajdonsdga, hogy a virusfertozésre anyagcsere valtoztatdssal
reagél. Az a megfigyelésiik, hogy a geminivirusok AL2 és L2 fehérjéi kdlcsonhatasba 1épnek és
inaktivaljak a SNF1-et és az ADK-t, alditdmasztjdk ezt a tedridt, és ramutatnak arra is, hogy a
geminivirusok képesek a gazdaszervezetet sajat javukra manipuldlni. Tekintve a SNF1/AMPK
konzervativ jellegét, feltehetd, hogy ezek a kindzok nemcsak a novényekben, de mas
eukariotdkban is szerepet jatszanak a virusok elleni védekezésben.

Tovabbi kisérleteikben WANG ¢és mtsai (2003) megerdsitették, hogy mind az AL2,
mind pedig a L2 fehérje kolcsonhatdsba 1€p €s inaktivdlja az ADK-t in vitro és in vivo egyarant
Escherichia coli-ban és élesztoben valé koexpresszioban is. Az ADK expresszidé csokkent a
virusfehérjéket expresszdlo transzgénikus ndvényekben és geminivirussal fertdzott novényi
sejtekben. Ugyanakkor az ADK aktivitds novekedett a virusfertdzés utdn az olyan ndévényekben,
amelyekben mas RNS virusok, vagy a funkciondlis L2 gén-hidnyos geminivirus volt jelen. Az
AL2 jelen van a fert6zott novényi sejteknek mind a sejtmagjaban, mind pedig a citoplazméjiban.

Ez, valamint a kordbbi, az AL2 és L2 SNF1 kindz-gétlé hatdsdval kapcsolatos eredmények azt
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tdmasztjak ald, hogy az SNFI1 dltal irdnyitott anyagcsere-valtozasok a ,,velesziiletett” antiviralis
védekezési mechanizmus fontos részei. Az ADK és a SNF1 inaktivdldsa a geminivirusok kettds

stratégidja a novényi védekezési mechanizmus lekiizdésére.

2.3.3. A novények védekezé mechanizmusainak szuppresszalasa

A potyvirusok HcPro fehérjéinek szdmos funkcidja ismert. Szerepiik van az autoproteolizisben
(CARRINGTON és mtsai, 1990), a levéltetiiatvitelben (ATREYA ¢és PIRONE, 1993), a genom
amplifikdlasban, a novényen beliili virusterjedésben (KASSCHAU és CARRINGTON, 2001) és
a PTGS szuppressziéban (KASSCHAU és CARRINGTON, 1998). Ez a sokféle funkci6é szamos
novényi faktorral valé kapcsolatot feltételez, amibdl j6 néhdnyat mar fel is tartak a
kétsziklieknél, és legujabban mar az egyszikiieknél is (CHENG és mtsai, 2008).

A HcPro és a PTGS szuppresszi6 kapcsolatir6l mar tobb dolgozat sziiletett.
KASSCHAU és mtsai (2003) szerint a HcPro gatol egyes, az siRNS-ekhez hasonlé mikroRNS-
ek (miRNS) dltal irdnyitott mRNS hasitdsokat, melyek a novény normélis fejlodéséhez
szitkségesek. Tehdt a HcPro nemcsak a virus elleni védekezést blokkolja, hanem a fejlodést is
gatolja.

CHAPMAN és mtsai (2004) a PVY-nal rokon karaldbé mozaik virus (turnip mosaic
virus, TuMV) HcPro-javal végzett kisérleteik alapjan egy alternativ modellt vazoltak fel a HcPro
mukodésére vonatkozdan. Mds szuppresszorok ugy muikodnek, hogy kozvetleniil kotik a
miRNS-eket vagy a siRNS-eket, és ezzel gatoljadk meg a RISC komplex felépiilését. Ezzel
szemben CHAPMAN ¢és mtsai (2004) modelljében a HcPro azzal a fehérjével (vagy
komplexszel) interferdl, amelyik a si- és miRNS-eket széllitta a RISC komplexnek.
Elképzelhetonek tartjdk azt is, hogy indirekt médon egy olyan faktort szuppresszal a HcPro,
amelyik a komplex egy vagy tobb komponensének eldallitisahoz sziikséges.

A dohédny karcolatos virus (tobacco etch virus, TEV) HcPro-jar6l kideriilt, hogy
kapcsolatba 1€p €lesztd két-hibrid rendszerben egy olyan novényi kalmodulin-rokon fehérjével
(rgs-CAM), ami maga is egy géncsendesités szuppresszor (SYLLER, 2006). KASSCHAU és
CARRINGTON (2001) megallapitottak, hogy a hosszutavu terjedésben €s a replikdcidban hibas
HcPro részlegesen, vagy egészen elvesziti a szuppresszalé képességét, de a proteolitikus
aktivitds ezektdl fiiggetleniil megmarad. Ugyanezt a HcPro-t vizsgaltak LLAVE és mtsai (2000),
akik azt figyelték meg, hogy a HcPro jelenlétében a siRNS-ek mennyisége és a DNS metilécio is

csokken. Szerintiik a HcPro nem gétolja a novényeknek azt a képességét, hogy a csendesités
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szignaljat elddllitsdk, de lehetetlenné teszi az erre torténd vélaszadast. MALLORY és mitsai
(2001) hasonld kovetkeztetésre jutottak, azzal a kiillonbséggel, hogy 0k nem taldltak a DNS
metildlasban kiilonbséget. Mdsok is megerdsitették, hogy a potyvirusok HcPro-ja nem képes
blokkolni a géncsendesités szigndljanak szisztemikus terjedését a ndvényben (SIMON-MATEO
és mtsai, 2003; MLOTSHWA és mtsai, 2002). MERALI és mtsai (2006) megallapitottdk, hogy a
TEV HcPro méret-specifikus (21nt) duplaszali siRNS-koté szuppresszor, ami megakadalyozza a
RISC létrejottét. LAKATOS és mtsai (2006) tovdbbi bizonyitékokkal tdmasztottdk ald azt, hogy
a TEV HcPro a duplaszali siRNS-ek kotésén keresztiil éri el szuppresszald hatasat.

PVY HcPro génnel transzformalt dohdnynovények 33°C-on fogékonyabbak voltak
egyes virusokkal tortént fertézéssel szemben, mint 25°C-on (SHAMS-BAKHSH és mtsai, 2007).
A potyvirusok HcPro fehérjéjének szerepe hasonld, mint a geminivirusok AL2, illetve L2
fehérjéinek (virus transzkripcio, terjedés, PTGS szupresszid). Noha a funkciondlis hasonlésag
nem parosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia homol6gidval, gy gondoltuk, ha mikodik a
geminivirusokéhoz hasonlé rendszer a PVY esetében, akkor azt a HcPro hdazatdjan kell

keresniink.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vegyszerek

Kisérleteinkhez a Reanal, Sigma, Fluka, Bio-Rad és Duchefa cégek 4ltal gyartott vegyszereket €s
az MBI Fermentas, Appligene, Oncor, Startagene és Promega daltal gyartott enzimeket

hasznaltuk. Az izotépokat az Izotép Intézet Kft.-t0l szereztiik be.

3.2. Plazmidok

A munkénk sordn haszndlt klénozé vektorokat és 1étrehozott rekombindns plazmidokat az 1.

tdblazatban foglaltuk Ossze.

1. tablazat

A Kisérletekben hasznalt plazmidok

név Forrasa Tipusa

pBluescript II SK| Stratagene E. coli klénozé vektor

pAD-Gal4 Stratagene Eleszt6 két-hibrid rendszer préda vektor
pBD-Gal4 Stratagene Eleszt két-hibrid rendszer csali vektor
pTZ57R/T Fermentas E. coli klénozé vektor

pUC19 Fermentas E. coli kl6noz6 vektor

pADStubSNF1 |Lovas Agnes StubSNF1 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDStubSNF1 |Lovas Agnes StubSNF1 cDNS pBD-Gal4-ben
pADPKIN1 Lovas Agnes PKIN1 ¢cDNS pAD-Gal4-ben
pBDPKIN1 Lovas Agnes PKIN1 cDNS pBD-Gal4-ben
pADStubGALS3 | Lovas Agnes StubGALS3 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDStubGALS3 | Lovas Agnes StubGALS83 cDNS pBD-Gal4-ben
pUCPK Kovécs Gabriella | PK ¢cDNS pUC19-ben

pBIHMGR Banfalvi Zs6fia | HMGR cDNS pBluescript II SK-ban
pADHMGR jelen dolgozat HMGR cDNS pAD-Gal4-ben
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pBDHMGR jelen dolgozat HMGR cDNS pBD-Gal4-ben

pADPK jelen dolgozat PK ¢DNS pAD-Gal4-ben

pBDPK jelen dolgozat PK ¢cDNS pBD-Gal4-ben

pADPKr jelen dolgozat PK 1-475 bp cDNS pAD-Gal4-ben
pBDPKr jelen dolgozat PK 1-475 bp cDNS pBD-Gal4-ben
pADPKyv jelen dolgozat PK 476-510 bp cDNS pAD-Gal4-ben
pBDPKv jelen dolgozat PK 476-510 bp cDNS pBD-Gal4-ben
pADHcPro Palkovics Laszl6 |PVY HcPro cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHcPro Palkovics Laszlé | PVY HcPro cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCcl1 jelen dolgozat PVY HcPro 1-820 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHcl jelen dolgozat PVY HcPro 1-820 cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc2 jelen dolgozat PVY HcPro 1-953 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc2 jelen dolgozat PVY HcPro 1-953 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHc3 jelen dolgozat PVY HcPro 1-1291 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc3 jelen dolgozat PVY HcPro 1-1291 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHc4 jelen dolgozat PVY HcPro 1-668 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc4 jelen dolgozat PVY HcPro 1-668 cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc5 jelen dolgozat PVY HcPro 1-253 ¢cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc5 jelen dolgozat PVY HcPro 1-253 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc6 jelen dolgozat PVY HcPro 1-149 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc6 jelen dolgozat PVY HcPro 1-149 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc7 jelen dolgozat PVY HcPro 1-59 ¢cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc7 jelen dolgozat PVY HcPro 1-59 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc8 jelen dolgozat PVY HcPro 149-953 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc8 jelen dolgozat PVY HcPro 149-953 ¢cDNS pBD-Gal4-ben
pADHCc9 jelen dolgozat PVY HcPro 149-668 cDNS pAD-Gal4-ben
pBDHc9 jelen dolgozat PVY HcPro 149-668 cDNS pBD-Gal4-ben
pADHc10 jelen dolgozat PVY HcPro 149-253 cDNS pAD-Gal4-ben

pBDHc10

jelen dolgozat

PVY HcPro 149-253 cDNS pBD-Gal4-ben
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3.3. Taptalajok

Az Escherichia coli bakteridlis munkakhoz LB (VERVLIET és mtsai, 1975), SOB és TB
(INOUE és mtsai, 1990), az élesztd (Saccharomyces cerevisiae) munkdkhoz YPAD és SD
taptalajokat (http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biochem/gietz/media.html)

hasznaltunk, amelyeket a megfeleld antibiotikumokkal vagy aminosavakkal egészitettiink ki.

3.4. Baktérium és éleszto torzsek

A klénozasi munkahoz az Esherichia coli DH50 (HANAHAN, 1983) torzset hasznaltuk. Az
élesztd két-hibrid munkdkhoz a Saccharomyces cerevisiae Y190, vagy Y187 (Clontech)

torzseket hasznaltuk.

3.5. A névények nevelése és fenntartasa

A transzformaélt Solanum tuberosum cv. Désirée novényeket in vitro novények hajtascsicsairdl
és szarszegmenseirdl vegetativ médon szaporitottuk, majd 2% szacharézt tartalmazé RM és MS
tdptalajon (MURASHIGE és SKOOG, 1962), 16/8 6ra fény/sotét fotoperiddus és 5000 lux
fényintenzitas mellett, 24°C-on neveltiik.

Az in vivo kisérletekhez haszndlt novényeket cserepekben, A260-as, steril, 80% rostos
tézeget és 20% perlitet tartalmazo6 szaporité foldkeverékben (Biré Kertészeti és Kereskedelmi
Kft., Szigetszentmiklds), iliveghazban tartottuk. A téli idOszakban 1-4 Ords mesterséges

potmegvildgitast alkalmaztunk.

3.6. PVY virus tisztitasa n6vénybol

A hasznélt PVY virus izoldtumot Dr. Palkovics Laszl6tol kaptuk. A virust burgonya novényen
tortént passzdldst kovetden Nicotiana benthamiana Domin. tesztndvényeken szaporitottuk fel. A
fertdzott novényekbdl 21 nappal az inokuldcié utdin LEISER és RICHTER (1978) mddszerével
viriont tisztitottunk. A novényekrél 100 g levelet szedtiink, amit 200 ml 0,5 M Na-citrat
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pufferben (5 mM EDTA, 15 mM Na-DIECA, pH 7,4) homogenizaltunk. A homogenizatumot
gézlapokon préseltiik at, majd centrifugéltuk (6000 rpm, 15 perc). Triton X-100-at adtunk hozz4
3% (v/v) végkoncentracidig és kevertettiik 4°C-on 30 percig. Ezt koveten 2 6rdt centrifugdltuk
30000 g-vel. A csapadékot 10 mM Na-citrat pufferben (1M urea; 0,1% (v/v) merkaptoetanol, pH
7,4) szuszpendéltuk fel, majd djabb 15 percig 15000 rpm-mel centrifugéltuk. A feliiliszot 20%
(w/v) szachardz oldatra rétegeztiik és 2 oran keresztiil 50000 g-vel centrifugaltuk. A csapadékra
I ml 5 mM borat puffert (30 mM NaCl, 3 mM Na-citrat, pH 8) mértiink, és hiitdben &llni
hagytuk egy éjszakdn 4t. Masnap felvortexeltiik jO er6sen és 15 percig centrifugaltuk (4°C,
12000 rpm). A virusrészecskéket tartalmazé feliilisz6t 1 ml tomény glicerin hozzdaddsa utan

tovébbi felhasznéldsig -20°C-on taroltuk.

3.7. Novények fertézése PVY virussal

A novények fertézéséhez tisztitott viriont hasznédltunk. A borét pufferben és glicerinben eltett,
0,6 mg/ml koncentréacidju viriont steril inokuldlé foszfat-pufferben (0,14 g/l KH,PO,, 3,38 g/
NA,HPO,) vettiik fel ugy, hogy a végsoé virion koncentrdcié 0,1 pg/ml legyen. A novények
leveleire steril kovaport szortunk, majd novényenként harom levelet fertdztiink, levelenként 30
pl inokulummal. Az inokulumot {iveg spatuldval kentiik szét a novények levelein.

A fertdzéseket levéltetvektdl mentes dltalanos ndvényhazi koriillmények kozott végeztiik.
Novényvonalanként 10 ndvényt fertdztiink 3-6 leveles dllapotban, a kiiiltetés utani 13-14. napon.
A tiinetek megjelenésekor, édltaldban a fert6zést kovetd 10. napon, a novények fertdzottségét

vizualis és PCR analizis mdodszerrel értékeltiik.

3.8. Molekularis biolégiai médszerek

3.8.1. Plazmid DNS tisztitasa és emésztése endonukleazokkal

A bakteridlis plazmid DNS-t az un. alkalikus lizis médszerrel tisztitottuk (SAMBROOK és
mtsai, 1989). Az RNS-t 30 ug RNaz-A enzimmel degradaltuk (37°C, 30 perc), majd a DNS-t
1/20-ad térfogat 4 M Na-acetattal és 3 térfogat abszolit etanollal (-70°C, 20 perc) kicsaptuk,
centrifugaltuk (4°C, 20 perc, 12000 rpm), majd a csapadékot 75%-os etanolban kétszer mostuk,
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széritottuk és 20-50 pl desztillalt vizben oldottuk vissza. Esetenként a BIO-RAD Quantum
Prep® Plasmid Miniprep Kit-et (katalogusszam: 732-6100) hasznéltuk a gyért utasitdsai szerint.
A plazmid DNS-eket 10-50 pl reakcidé-térfogatban, a gyartd 4dltal javasolt pufferben és

hémérsékleten 60-90 percig emésztettiik.

3.8.2. Eleszté RNS tisztitdsa

Elesztémintakbol az 6ssz-RNS-t STIEKEMA és mtsai (1988) moddszerével vontuk ki. Koriilbeliil
0,5 g élesztét dorzsmozsarban, folyékony nitrogénben elporitottunk, kivoné puffer (0,2 M Na-
acetat pH 5,2, 1% SDS, 10 mM EDTA) és fenol 1:1 aranyd keverékével, majd kétszer 1:1
ardnyu fenol-kloroform eleggyel extrahaltuk, és LiCl-dal (végkoncentracid: 2,5 M) kicsaptuk. A
csapadékot 75%-os etanolban kétszer mostuk, visszaoldottuk (4ltaldban 30 pl steril desztillalt

vizben) és felhasznalasig -70°C-on taroltuk.

3.8.3. Ossz-nukleinsav kivonas novénybél

A virusfert6zott novényekbdl WHITE és KAPER (1989) mddszerével vontuk ki a nukleinsavat.
A levelekbdl 2 db 0,5 cm atmérdjii levélkorongot vagtunk ki, jégen lehiitott dorzsmozsarban
homogenizaltuk, majd a mintdhoz 400 ul kivoné puffert (50 mM Tris, pH 7,6, 100 mM NaCl, 1
mM EDTA, 0,5% SDS, 0,3% merkaptoetanol) adtunk. Fenol-kloroform (50-50%) keverékével,
majd kloroformmal extrahdltuk, és etanollal kicsaptuk 80 mM Na-acetat jelenlétében, -70°C-on.
A centrifugdlds (12000 rpm, 25 perc) utdn nyert csapadékot 70%-os etanollal mostuk,

szaritottuk, majd a nukleinsavat steril desztillalt vizben feloldottuk.

3.8.4. ¢cDNS szintézis

Négy ul 0ssz-nukleinsav oldathoz 1ul oligo poliT, primert (100 pmol/ul) adtunk, a keveréket 5
percig denaturdltuk 65°C-on. Ezt kovetden 2 percre jégre tettiilk és rovid centrifugdlds utan

hozzdadtunk 2 pl 5xRT puffert, 1 ul dNTPs-t (SmM/ul), 1 ul desztillalt vizet, 0,5 ul reverz
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transzkriptdz enzimet (200 U/ul) és 0,5 ul HPRI RNase inhibitort tartalmazé elegyet. Ezutdn a
mintat 60 percig, 42°C-on inkubdltuk, majd rovid centrifugédlds utdn ismét jégre tettiik. Ebbdl az

elegybdl 3 pl-t hasznaltunk a PCR reakciéhoz a virus kimutatasara.

3.8.5. Polimeraz lancreakcio (Polimerase Chain Reaction, PCR)

A PCR reakciokat 50 pl végtérfogatban kb. 100 ng templatot, 1,5 mM MgCl,, 30-50 pmol
primert (2. tabldzat), 0,2 mM dANTP keveréket (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10x PCR Taq
puffert és 1 U Taq polimerdz enzimet tartalmazé eleggyel végeztilk. A reakcidelegyet elsé
1épésben denaturaltuk (5 perc, 94°C), majd 35-40 cikluson at 94°C-on 30 mdsodpercig, a
megfeleld anellalasi hdmérsékleten 30 masodpercig és 72°C-on 30-90 masodpercigig inkubaltuk,
végiil a keletkezett terméket egyszer 10 percig 72°C-on elongéltuk PTC-200 késziilékben. A
sajat tervezésu primereket a BIOMI Kft. gyartotta le. A kisérletekben hasznalt primereket a 2.

tdblazatban ismertetjiik.

2. tablazat
A Kisérletekben hasznalt PCR primerek

Primerek Szekvencia
T3 5’-aat taa ccc tca cta aag gg-3’
T7 5’-gta ata cga ctc act ata ggg c-3’
Piruvat-kinaz kisérletekhez
PKsl1 5’-ggg aat tca tgg cca aca tag aca tag ct-3’
PKasl1 5’-gac acg acg att act tca cg-3’
PKs2 (PKV) 5’-ggg aat tcg ccc tga agt ctg ccg taa c-3’
PKas2 5’-ggg gtc gac get tca agg att acc tc-3’
PKI1-2F 5’-ctc att gtt gtc gcg aca gat ggc ggg a-3’
PK1-2R 5’-tce cge cat ctg tcg cga caa caa tga g-3’
PK2-2F 5’-atg gcg ggg cta cag caa agg cgg ttg cca a-3’
PK2-2R 5’-ttg gca acc ccc ttt get gta gee ccg cca t-3°
HcPro kisérletekhez
Hcl 5’-gg ctg cag ttc atc ttc cgc cta aac-3’
Hc2 5’-gg ctg cag tag ttg gcg ggt aaa atg ttg-3’
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Hc3 5’-gg ctg cag gag cca aac gag tca acc-3’

Hc6 5’-gg ctg cag cat tat cgc tgc aac tct gee-3’
Hc7 5’-gg ctg cag gtc caa tcc ctt cca aaa gc-3’
Hc8 5’-ggt cga cgc aga gtt gca gcg ata atg ac-3’
PVY Kkisérletekhez
oligo polyT; cgg gga tce tcg aga agce ttt tet ttt tet ettt

PVY-cp-forw (Bukovinszky) |5’-aag gat ccg ctt tca ctg aaa tga tgg-3’

PVY-cp-rev (Bukovinszky) |5’-agg gaa gct tct aga gtc tcc tga ttg aag-3’

3.8.6. DNS fragmentumok elvalasztasa és izolalasa

A restrikciés emésztés és a PCR sordn keletkez6 DNS fragmentumokat 1 vagy 1,2%-o0s agardz
gélben vilasztottuk el 1 mg/l etidium-bromidot tartalmazé 1xXTBE (90 mM Tris-HCI, 90 mM
bérsav, 20 mM EDTA, pH 8,1-8,3) pufferben és UV fényben tettiik lathatéva. A kivant DNS
fragmentumokat az agar6éz gélbol szikével és a gyartd utasitdsait kovetve, QIAEX II Gel

Extraction Kittel (QIAGEN) izolaltuk.

3.8.7. DNS fragmentumok klénozasa

Az izolalt, és sziikség esetén emésztett, DNS fragmentumokat a megfeleld restrikcids
endonukledzzal emésztett plazmid vektorba épitettiik be. Azokban az esetekben, amikor a kivant
konstrukci6 1étrehozasahoz nem allt rendelkezésre megfeleld restrikcios hely, a primerek végére
tervezett hasit6 hellyel hoztuk 1étre a megfeleld fragmentumot. Ilyenkor az izoldlt DNS-hez 200
nM dNTP keveréket és 2,5 U Klenow enzimet adtunk a megfeleld pufferrel és 37°C-on, 30 perc
inkubdléssal a fragmentumot feltoltottiik, majd a restrikcios emésztés utdn ligaltuk a megfeleléen
emésztett plazmidba. A ligdldshoz a fragmentumbdl kb. 100 ng-ot, a vektorbdl 10 ng-ot vettiink,
€s ehhez 2,5 U T4 ligdz enzimet és a gyart6 altal mellékelt puffert adtunk 20 pl végtérfogatban.
A reakcidelegyet egy éjszakan at, 16°C-on inkubaltuk.

Az elkésziilt plazmid konstrukcié helyességét a nukleotid sorrend meghatirozasdval

ellendriztiik. A szekvendldst a BIOMI Kft. végezte.
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3.8.8. Kompetens sejt készités

A kompetens sejteket INOUE és mtsai (1990) médszere szerint készitettiik. Lemezen névo E.
coli DHS5a sejtekbdl nyolc-tizenkét telepet leoltottunk 120 ml folyékony SOB (kiegészitve 0.6
ml 2M MgCl-dal) tdpoldatba. Rdzatva novesztettik 18°C-on, amig 600 nm-en (Agy) a
fényelnyelése (OD) a 0,3-at el nem érte. A sejtszuszpenziét 4°C-on, 3-4000 rpm-mel, 10 percig
centrifugaltuk, majd a csapadékot felszuszpendaltuk jégen tarolt TB taplevesben, és 10 percig
4llni hagytuk jégen. Ujabb centrifugalds (4°C, 3-4000 rpm, 10 perc) utdn a csapadékot 10 ml, 7%
DMSO-val kiegészitett, TB taplevesben (9,3ml TB + 0,7ml DMSO), folyamatos razogatds
mellett, feloldottuk. A sejtszuszpenziét 10 percig éallni hagytuk jégen, majd 200 pl-enként
Eppendorf csébe mértiik és folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Tovabbi felhasznaldsig -70

°C-on t4roltuk.

3.8.9. Plazmid DNS bejuttatisa a baktérium sejtekbe

Az E. coli sejtek transzformdldsait INOUE és mtsai (1990) moddszere szerint végeztiik.
Transzformdacid utan a sejteket antibiotikum-mentes folyékony LB tdpoldatban 37°C-on razattuk,
majd a szelekciés markernek megfelelé antibiotikummal kiegészitett szilard t4ptalajra
szélesztettiik. Amennyiben a vektor-konstrukcié a lacZ gén jelenlétén alapulé kék-fehér
szelekciot lehetové tette, a szildrd tdptalajra ezt megel6zéen 10 pl 1M izopropil-tio-p-D-
galaktozidot (IPTG) és 40 ul 20 mg/ml 5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-D-galaktozid-ot (X-gal)

szélesztettiink.

3.8.10. Eleszt6 rendszerben végzett kisérletek

3.8.10.1. Eleszté transzformdldsa

Az élesztét GIETZ és WOODS (1994) mddszere szerint transzformaltuk a

http://www.umanitoba.ca/faculties/medicine/biochem/gietz/Quick.html lefrdsa szerint.
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3.8.10.2. Fehérje-fehérje kolcsonhatads kimutatdsa két-hibrid rendszerben

Az élesztOkolonidk P-galaktoziddz aktivitdsat JIANG és CARLSON (1996) daltal haszndlt
ugynevezett ,filter-lift” teszttel vizsgédltuk a Yeast Protocols Handbook CLONTECH
Laboratories leirdsa szerint (http://www.clontech.com/techinfo/manuals/PDF/PT3024-1.pdf).

3.8.11. Northern hibridizacio

3.8.11.1. Filter készités

Az élesztd RNS mintdkb6l LOGEMAN és mtsai (1987) modszerével 20-20 pg-ot denaturdltunk
és formaldehid tartalmu 1%-os agar6z gélben elvalasztottunk. A gélt 20 percig 20xSSC-ben (3M
NaCl, 3,3 mM tri-Na-citrat, pH 7,0) mostuk, majd 10xSSC-vel blottoltuk Hybond N membranra.
Az RNS-eket UV cross-linker késziilékkel és 1 6ras 80°C-on valé inkubdlassal fixaltuk a

membranra.

3.8.11.2. DNS jelolése radioaktiv izotoppal

A northern hibridizaciékhoz [a—SZP]—dCTP—vel jelolt, tisztitott DNS fragmentumokat
hasznéltunk. A jelolést ,random priming” mddszerrel (FEINBERG és mtsai, 1983) vagy
polimeraz lancreakciéval 2 pmol primer és 100 ng templat jelenlétében [a->* P]-dCTP (0,8 vagy
1,6 MBq) izot6p beépitésével Taq polimerdz felhasznadldsaval végeztiik. A DNS fragmentumokat
a be nem épiilt izotdptdl Sephadex G-25 oszlopon vélasztottuk el, majd denaturdlds utdn a

hibridizacios pufferhez adtuk.
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3.8.11.3. Hibridizdcios koriilmények

A jelolt probat a CHURCH és mtsai (1984) éltal leirt pufferben (0,5 M Na,HPOy, 7% SDS, 1mM
EDTA, 1% BSA, pH 7,2), forgé hibridizacids tégelyben, 65°C-on, 20 6rdn at inkubaltuk a
membrannal. Utdna a nem specifikusan megtapadt probat 0,1% SDS, 2xSSC oldatban, 65°C-on,
kétszer 20 percig, 0,1% SDS, 0,2xSSC oldattal 15 percig tarté mosassal tavolitottuk el. Rontgen
filmet tettiink a filterre és -70°C-on expondltuk. Végiil a membrianra expondlédott képet
el6hivtuk, szkennerrel digitalizéltuk, és az Adobe System Adobe Photoshop programjdval

formaztuk €és feliratoztuk.

3.9. Fehérjék méret szerinti elvalasztasa (FPLC)

A fehérjék méret szerinti elvélasztisit TANG ¢és mtsai (2003) moddszerének kisebb
médositdsdval végeztiik. Uveghdzi novényekrsl 600 mg tomeg (bulk) mintit szedtiink. A mintat
folyékony N,-ben egy kis kvarchomokkal elporitottuk és 5 ml extrakciés puffert (50 mM MOPS,
pH 7.5, 10 mM MgCl,, 5 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 0,1% (v/v) Triton X-100)
adtunk hozza. Kimértiink 0,25 g PEG8000-et és két réteg gézlapon keresztiil raszlirtiik a mintat,
addig kevertettiik, mig feloldédott a PEG (5%-os kicsapds). Sorvall centrifugdval 17000 rpm-mel
(34540 g) iilepitettiik 20 percig, 4°C-on. A feliilisz6 djabb kicsapasa (0,5 g PEG8000, 15%) utdn
ij centrifugdlds (17000 rpm, 20 perc, 4°C) kovetkezett. A csapadékot feloldottuk 1 ml ,,A”
pufferben (50 mM MOPS, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 2,5 mM DTT). Ezt az 1 ml-t vittiik fel az
FPLC oszlopra, 2 injektdlassal. Az oszloprdl valé lemosést ,,B” pufferrel (,,A” puffer + 500 mM
NaCl) végeztiik, 2 ml/perces sebesességgel, Osszesen 8 ml-rel. A mintavétel negyed perces

1d6kozonként tortént.

3.9. Piruvat-kinaz (PK) aktivitas mérés

A PK enzim aktivitisdnak mérését BURRELL és mtsai (1994) és TURNER és PLAXTON
(2000) médszerének felhaszndldsdval, azok kisebb médositasdval végeztiik. Ot-hetes in vivo
novények cstcsi levélszintjérél tomeg (bulk) mintat gytjtottiink, felhasznédlasig -70°C-on

taroltuk, amibdl a méréshez 500 mg-ot hasznaltunk fel. Az extrakcid sordn a mintat folyékony
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nitrogénben homogenizaltuk és rogton 2,5 ml extrakciés puffert (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2
mM MgCl,, 1 mM EDTA, 28 mM 2-merkaptoetanol, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, 40
mg/ml polivinil-polipirollidon, 1 mg/ml BSA) adtunk hozzd. A mintit ezutdn centrifugaltuk
(13000 rpm, 5 perc, 4°C) és a feliiliszébol 0,5 ml-t NAPS anioncseréld oszlopon (GE
Healthcare) tisztitottuk és 1 ml extrakciés pufferrel mostuk le. A reakcié 250 pl végtérfogatban
zajlott, amelynek Osszetétele a kovetkez6 volt: 100 mM HEPES (pH 7,1), 40 mM KCl, 10 mM
MgCl,;, 1 mM ADP, 0,15 mM NADH, 1 U laktat-dehidrogendz és 30 pl extraktum. A reakciét 5
mM foszfo-enol-piruvat (PEP) hozzdadéasaval inditottuk el. A mddszer azon alapul, hogy a PK a
PEP defoszforildlasdval piruvatot hoz létre, amelyet a laktdt-dehidrogenaz laktattd alakit,
mikdzben a NADH-bol NAD keletkezik. A NADH 340 nm-en fotometridsan mérhetd, és a
NADH fogyasa pedig egyenesen ardnyos a PK enzim aktivitdsdval. A reakci6hoz az alapvonalat

a PEP hozzdadésa nélkiili reakcidelegy mérésével kaptuk.

3.10. Kinaz aktivitas mérés SAMS szubsztrattal

A burgonya SnRK1 enzimeinek részleges tisztitasit MAN és mtsai (1997) szerint végeztiik, 1 g
in vitro novényekrdl gyljtott levelekbdl. A fehérje mennyiségét BRADFORD (1976)
modszerével hatdroztuk meg. A SAMS (HMRSAMSGLHLVKRR) az SNF1 kinazok altalanos
szubsztratja. Az in vitro transzgénikus novények SnRKI1 aktivitisira a SAMS peptid
foszforildcidjdnak mértékébdl kovetkeztettiink. A SAMS foszforilacids aktivitdst egy dltalanosan
hasznalt foszforizotopos moédszerrel mértik (MAN és mtsai, 1997; DAVIES és mtsai, 1989).
Folyékony nitrogénben dorzsoltiink el 1 g 5-6 hetes in vitro novényekrdl szarmazé levelet, majd
1 ml ,,E” (extrakcids) puffert (0,25 M mannitol, 50 mM HEPES, 50 mM Na-fluorid, 1| mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1mM benzamidin, ImM DTT (frissen), 0,1mM PMSF (frissen), pH 8,2)
adtunk hozza. Miutan felolvadt 200 pl 5%-os TRITON X-100-at tettiink hozzd. Az igy kapott
elegyet 13000 rpm-mel, 4°C-on 30 percig centrifugdltuk. A feliiliszé dGvatos &atszivdsa utin
ammonium-szulfitot adagoltunk hozza, gy, hogy a végso koncentracidja 85 mg/ml legyen (ez a
15%-o0s kicsapds). A teljes feloldédas utdan jégen 20 percig lassu rdzatds kovetkezett. Ezutdn
Ujabb centrifugélast alkalmaztunk (13 000 rpm, 30 perc, 4°C). A feliiliszét ismét egy tiszta
Eppendorf csObe mértilk 4t, és ammonium-szulfitot adagoltunk hozzd 151 mg/ml
végkoncentracidig (40%-os kicsapds), a feloldodds utdn ismét 20 percig jégen rizattuk az
elegyet. Ujabb centrifugaldst (13 000 rpm, 30 perc, 4°C) kovetden, az iiledéket 0,5 ml ,F”
pufferben (50 mM TRIS, 50 mM Na-fluorid, | mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM benzamidin, 1
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mM DTT (frissen), 0,1 mM PMSF (frissen), 0,02% Brij 35, pH 8,2) 6vatosan fel-le pipettdzva
oldottuk fel. Az elegyet ,,F” pufferrel &tmosott NAPS oszlopon tisztitottuk tovabb. Az igy kapott
fehérje oldatot hasznaltuk a reakci6hoz. A reakciét minden esetben 6 felezd higitdsban mértiik
Ossze. A reakcidelegy a kovetkezOket tartalmazta: 5 pl extraktum; 5 ul HO; 5 ul ,,A” puffer (50
mM HEPES, 50 mM Na-fluorid, I mM DTT (frissen), pH7,0); 5 ul y ATP oldat; 5 pl 200 uM
SAMS. A reakcidelegyeket 30 percig inkubaltuk 30°C-on, majd 15 pl-t Whatman papirra (P81
ion exchange chromatography paper) pipettdztunk beldliikk. A papirt négyszer 5 percig mostuk
foszforsavas vizzel (12,5 ml/l 89%-os foszforsav), majd acetonba martottuk a papirlapot. Forré
thermo-block-on megszaritottuk és celofdnba csomagoltuk a papirt. 30 percre Storage Phosphor
Screen-t tettiink r4, majd Storm 840 szkennerrel beszkenneltiik és az Imagequant 5.2 program

segitségével szdmszerlisitettiik az adatokat.
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4. EREDMENYEK

4.1. A burgonya SnRKI1 fehérjéi és a PK, kapcsolatanak vizsgalata

4.1.1. Burgonya SnRK1 szubsztratok keresése

SUGDEN és mtsai (1999) tobb névényfaj 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA-reduktizdnak (HMGR),
nitrat-reduktdzdnak (NR) é&s szacharéz-foszfat-szintazanak (SPS) SnRKI1 felismerd és
foszforilacids helyeit elemezve az aldabbi konszenzus szekvenciat hatdroztik meg: X-[MLIF]-X-
[RKY]-X-X-S-X-X-X-[LMVI]. Ezt a konszenzus motivumot hasznéltuk potencidlis SnRKI1-
szubsztratok keresésére a burgonydban a ScanProsite szamitogépes program segitségével.
Megallapitottuk, hogy szdmos enzimen el6fordul a keresett motivum. Ezek koziil mi a HMGRI1-t
és a PK.-t vélasztottuk a tovabbi vizsgilatokra. A HMGRI1-et azért, mert mar szamos mas
novényfajndl leirtdk, hogy kapcsolata van az SnRK1-gyel (BALL és mtsai, 1995; BARKER ¢és
mtsai, 1996; SUGDEN és mtsai, 1999a), a PK.-t pedig azért, mert a PK, a glikolizis egyik
fontos, jol ismert, és konnyen mérhetd enzime, mégsem vizsgalta eddig senki kapcsolatat a
SnRK1-gyel.

A StubSNF1 és a HMGRI1 kapcsolatat fehérje-interakcié kimutatdsara szolgéld élesztd
két-hibrid rendszerben (HOLLINGSWORTH és WHITE, 2004) prébaltuk meg kimutatni. A
pBluescript plazmidban 1év6 HMGRI1-re primereket terveztiink, hogy klénozni tudjuk a két
élesztd két-hibrid plazmidba, a pAD-Gal4-be és a pBD-Gal4-be. A HMGR1-et a HMGRs és
HMGRas primerekkel emeltiik ki a pBluescript plazmidbdl. A fragmentumot feltoltottiik és
EcoRI enzimmel emésztettiik. Az EcoRI hasitéhelyet a HMGRs primerre tervezve épitettiik
hozza a fragmentumhoz, hogy az olvasasi keretet megorizve klénozhassuk az élesztd plazmidba.
A HMGRI1 fragmentumot EcoRI és Smal enzimekkel emésztett pBD-Gal4 plazmidba ligaltuk.
Innen a HMGRI1 inzertet EcoRI és Xbal emésztéssel emeltiik ki és a fragmentum izoldldsa utan
egy ugyanigy emésztett pAD-Gal4 plazmidba épitettiik be. Az igy kapott pADHMGR és
pBDHMGR plazmidokat Y190-es élesztd torzsbe transzformdltuk pBDStubSNF1-gyel illetve
pADStubSNF1-gyel egyiitt a megfeleld parositdsban. Elvégeztiik a "filter-lift" esszét, de azt a
meglepd eredményt kaptuk, hogy a HMGRI1 és a StubSNF1 kozott élesztd két-hibrid rendszerrel
kimutathaté kapcsolat nincs. Az azonban lehetséges, hogy a HMGRI1 és a PKIN1 kozott van
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kolcsonhatds, de ezt, mivel a parhuzamosan, a PK -vel végzett kisérletek pozitiv eredményt
adtak, nem vizsgéltuk.

A PK -én két potencidlis SnRK1 felismerd helyet is taldltunk. Ezek szekvencidja a
kovetkezé volt: VLTRGGS*™TAKL és ALHRIGS ™ASVI. A PK. és a burgonya két SnRK1-e
kozti kapcsolat vizsgalatat ugyancsak élesztd két-hibrid rendszerben végeztiik (4. dbra). A PK. a
pUCI19 plazmidban volt a Sall helyen (ezt a plazmid-konstrukciét a csoportunkban dolgozé
Koviécs Gabriella készitette). A pUC19-bdl PKs1 és PKas1 primerekkel emeltiik ki a PK, gént €s
az EcoRI és a Smal hasitohelyek kozé épitettiik be a pAD-Gal4-be és a pBD-Gal4-be. A
StubSNF1-et és a PKIN1l-et LOVAS és mtsai (2003) mar korabban klonoztik ebbe a két
vektorba. Az igy elkésziilt konstrukcidkat, a szekvencidk ellendrzése utdn, a megfelelo
parositdsban  (pADStubSNF1-pBDPK.;  pADPKIN1-pBDPK.; = pBDStubSNF1-pADPK;
pBDPKINI1-pADPK,) élesztobe transzformaltuk. A szelekci6 utan , filter-lift” esszével teszteltiik
a reakciot. A kisérlet eredménye szerint mind a StubSNFI, mind a PKIN1 felismeri és
kapcsolatba 1ép a PK.-vel fiiggetleniil att6l, hogy melyiket haszndljuk csalinak és melyiket
prédanak.

A felismerd hely lokalizdldsara deléciés szarmazékokat készitettiink a PK.-bol oly

médon, hogy a szdrmazékok csak a S*° vagy a S koriilli motivumot tartalmaztak.
Megéllapitottuk, hogy a burgonya PK. S$*% kériili motivuma tokéletesen megegyezik a szdja

PK -én 16v8 $*7 koriili motivummal. A poziciokiilonbség oka a szdja PK -jadban 1év6 extra Q a

S°% koriili régi6 is hasonl6 a két fajban, de a széjaban T van az S helyett

14-es pozicidban. A
ebben a pozicidéban. A delécids szarmazékok megtervezésénél figyelembe vettiik azt is, hogy a
PK. egyik lehetséges poszttranszlacios szabdlyozdasi utja egy kb. 4 kDa-os rész levagéddsa a C-
termindlis végrol, ami egy stabilabb aktiv format eredményez a széjdban (TANG és mitsai.
2003). Feltételeztiik, hogy ez igy van a burgonyéban is, mivel a sz6ja PK. 89%-ban homol6g a
burgonya PK.-vel. A burgonya PK -jén az egyik foszforilaciés hely éppen ezen a potencidlisan
levagddo részen van. fgy a két tervezett delécios szarmazék a PK.j475 és a PK.476.510 lett. A
fragmentumok elddllitasat az el6z6hoz hasonléan PCR-rel, a PKs1-PKas2 és PKs2-PKas1 primer
parokkal végeztik, és a pAD-Gal4, illetve pBD-Gal4 vektorokba épitettiik. Ezeket a
konstrukcidkat is élesztd két-hibrid rendszerben teszteltiik. A PK.j.475 deléciés szarmazék egyik
SnRK1-gyel sem adott pozitiv eredményt, mig a PKc476.510 mindkettdvel interakcidba lépett.

Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a S°® Kkoriili felismerd hely sziikséges és elégséges a

kapcsolathoz mindkét SnRK1 esetében. (4. dbra).
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Kapcsolat

PKIN1 StubSNF1

PK 406 500 pAD pBD pAD pBD
1-510 ¢ + + + +

1-475 - - - -

476-510 C— + + + +

4. abra A burgonya SnRK1-ei és a PK,kapcsolata

A baloldalon 1év6 szdmok a vizsgdlt PK fragmentum aminosavszdmat jelentik. A téglalapok a
PK_,-t szimbolizaljak, kiemelve rajtuk a potencidlis SnRK1 felismer6 helyeket. Jobboldalon a két
burgonya SnRKl1-gyel valo ,filter-lift” esszé eredménye: +, van kolcsonhatds; -, nincs

kolcsoOnhatas.

4.1.2. Az antiszensz burgonya vonalak SAMS-peptid foszforilacios aktivitasa

SUGDEN és mtsai (1999) megéllapitottidk, hogy az eredetileg az allati AMPK-k és az élesztd
SNF1 szamara tervezett specifikus szubsztritot, a SAMS-peptidet, a novényi SnRK1-ek is
foszforildlni tudjak. Azoéta altalanosan elterjedt, hogy ezt a peptidet haszndljdk a novényi
SnRK1-ek aktivitdsanak méréséhez. Igy mi is ezzel a peptiddel vizsgéltuk meg azt, hogy a két
burgonya SnRKI1 katalitikus alegységeinek, illetve a StubGALS3 alegységnek az antiszensz
gatlasa hogyan befolyasolja a SAMS-peptid foszforilacidjanak mértékét. Az antiszensz burgonya
vonalakat Lovas Agnes allitotta eld (LOVAS, 2003). Mi a vizsgélatainkban az antiszensz
StubGALS83-at (aG), az antiszensz StubSNFI1-et (aS), az antiszensz PKINI1-et (aP), és olyan
antiszensz burgonya vonalakat hasznéltunk, amelyekben mind a StubSNFI mind a PKINI1
gatolva volt (aPS). Harom aG vonalat, és két-két aS, aP, aPS vonalat vontunk be a vizsgalatokba.

A SnRKl-eket in vitro antiszensz nodvényeink leveleibdl részlegesen tisztitottuk,
kontrollként vad tipusi Désirée novényeket haszndltunk. Az SnRK1-ek aktivitdsara a SAMS-
peptid foszforilaciéjanak mértékébdl kovetkeztettiink. Az antiszensz vonalak aktivitdsi értékei a
kontrollhoz képest 25-75%-kal alacsonyabbak voltak és atlagosan 14% szérast mutattak (5.
abra). Ez aldl csak az aGS vonal volt kivétel. Erre a vonalra rendkiviil magas, 64%-0s széras
érték volt jellemzd: az ismétlések soran haromszor magasabb, haromszor alacsonyabb aktivitdsa
volt, mint a kontrollnak (5. dbra). Ugy gondoljuk, hogy ez az antiszensz gatlds
tokéletlenségének, egyfajta mozaikossdgnak a kovetkezménye. A transzgénikus novények
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esetében gyakran el6fordul, hogy néhdny vonal a varttal ellentétes vagy megmagyardzhatatlan
eredményt ad (De Block, 1993; Birch, 1997). Az ilyen vonalakat 4ltaldban kiszelektaljak, és nem
vizsgaljak tovdbb. Igy tettink mi is, bar addigra mér elvégeztiik azokat a kisérleteket is,
melyekrdl a 4.9.2. fejezet sz6l. A masik két aG vonal SAMS-peptid foszforilacids aktivitdsa
azonban egyértelmiien alacsonyabb volt, mint a vad tipusd novényeké. Ez megerdsiti azt a
korébbi feltételezést (Toldi és mtsai, nem kozolt eredmények), hogy a StubGALS3 a StubSNF1

pozitiv regulatora.

160

140

120 T

100

6 1 2 5 6 4 7
kontroll aG aP aS aPs

5. abra Az antiszensz burgonya vonalak SAMS peptid foszforilacios aktivitasa
Kontroll: vad tipusi Désirée; aG: antiszensz StubGALS83 vonalak; aP: antiszensz PKINI1
vonalak; aS: antiszensz StubSNF1 vonalak; aPS: antiszensz PKIN1-StubSNF1 vonalak

Osszehasonlitva az aP, aS, aPS vonalak SAMS-peptid foszforildcids aktivitdsat a Sos-
Hegediis Anita és Antal Ferenc altal végzett PKINI- és StubSNF1-specifikus kisRNS-ek
kimutatdsara irdnyul6, és a PKINI1- és StubSNFI1-specifikus probdkkal végzett northern
vizsgélatok eredményeivel (dolgozatban nem szerepld kisérletek) azt tapasztaltuk, hogy ahol
tobb kisRNS volt és ahol a hibridizacidval detektdlhat6 gatlds is nagyobb volt az aP, aS és aPS
vonalakban, ott a SAMS-peptid foszforilacids aktivitdsi értékek is alacsonyabbak voltak.

Kiilonosen hangstlyos volt ez a jelenség az aPS vonalakban.
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4.1.3. Az antiszensz burgonya vonalak PK aktivitasa

A PK aktivitdsanak, a fény-sotét periodikus valtozdsanak megfelelen, napi ciklusa van.
Dohéanyban ez a ciklus dgy alakul, hogy az aktivitds a sotét periddus alatt magas, majd a fény
periddus kozeledtével elkezd csokkenni, és ez a csokkenés tart a fényszakasz nyolcadik orajaig.
Ezutan emelkedni kezd a PK aktivitas és a sotét beallta utan éri el a maximumat (SCHEIBE és
mtsai, 2000). A burgonyaban ehhez nagyon hasonl6 ciklikus valtozdst talaltunk, kétszeres
kiilonbséggel a minimum €s a maximum értékek kozott (6. abra). A SnRK1-ek gatldsanak a PK
aktivitasra kifejtett hatdsat a napi ciklus nyomon kovetésével végeztilk. Azonos koriilmények
kozott novo antiszensz transzgénikus vonalaink és a vad tipusd burgonya novények PK
aktivitasit négyoranként megmértiik. Az igy kapott eredményekbdl latszik, hogy a transzgénikus
novényekben mérhetd PK ciklus egyértelmiien és kdvetkezetesen eltér a vad tipusd novényekben
mérhet6tdl (6. dbra). Az aP vonalakban a ciklus tdgy moddosult, hogy a nappali alacsony
aktivitdsd periédus megnyult és a maximum eltolédott. Igy a csics a vad tipushoz képest négy
ordval késObb, az éjszaka kozepén jelent meg az aP vonalakban. Az aS vonalakban ezzel
szemben a napi véltozds alig volt kimutathatd, gyakorlatilag kis ingadozdssal éjjel-nappal
alacsony alapértéken mukodott a PK, nem volt tehat éjszakai cstcs. A két aPS vonalban, érdekes
moédon, nem volt egységes a kép. Az aPS4 vonal az aP novényekhez hasonldan viselkedett, mig
az aPS7 vonalban a PK aktivitasi gorbéje az aS vonalakéhoz hasonlitott.

Nemcsak az el6z0 fejezetben ismertetett SAMS-peptid foszforildcids aktivitasok, de a
PK aktivitasi értékek is jol korreldlnak a Sds-Hegediis Anita és Antal Ferenc 4ltal végzett
kisRNS és northern vizsgilatok eredményeivel. Az aPS7 vonalban a kisRNS és northern
vizsgalatok azt mutattdk, hogy csak a StubSNF1 gatldsa volt sikeres, a PKIN1 mRNS
mennyisége nem, vagy csak alig csokkent, és PKINI1 specifikus kisRNS-ek sem voltak
kimutathaték. Nem meglepd tehat, hogy az aPS7 vonalban a PK aktivitidsi gorbe az aS
vonalakéhoz volt hasonld. Ezzel szemben az aPS4 vonalndl a kisRNS és northern vizsgéalatok
tanusdga szerint sikeres volt a PKIN1 gatlasa, megjelentek a PKIN1-specifikus kisRNS-ek és a
PKIN1 mRNS mennyisége is jelentds mértékben csokkent. fgy érthetd, hogy ez a vonal az aP
vonalakhoz hasonlé PK aktivitdsi gorbét mutatatott.

Megallapithat6 tehat, hogy mindkét SnRK1 antiszensz gaitldsa befolydsolja a PK
aktivitds periodicitdsat és intenzitdsat, de eltér6 mddon, azaz az StubSNF1 és PKINI szerepe

nem azonos.
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6. abra A novények PK aktivitasanak napi ciklusa
Des, kontroll; aP, antiszensz PKIN1; aS, antiszensz StubSNF1; aPS, antiszensz PKIN1-StubSNFI1;

az aktivitds mértékegysége: umol/perc/mg fehérje




4.1.4. Az antiszensz burgonya vonalak fehérjéinek elvalasztasa, FPLC-frakciéinak PK

aktivitasa

TANG és mtsai (2003) a szdjaval végzett kisérleteik sordn arra jottek rd, hogy a PK.
poszttranszlacids szabdlyozdsanak egyik médja a foszforilacié és az ubiquitinhez kotott lebontés,
madsik médja egy kb. 4 kDa nagysagui rész levagddasa a C-termindlis végrdl, ami egy stabilabb
aktiv PK, format eredményez. A fejlodd szdjamagban a szintetizdl6dé 55 kDa nagysdgi PK.
mennyisége az 1d0 el6rehaladtival folyamatosan csokken, mikézben az 51 kDa nagysdgu
szarmazék feldusul. FPLC kisérletekkel sikeriilt elkiiloniteniiik a két PK. format. A szdja és a
burgonya PK. szekvencidja 89%-ban egyezik. Ennek fényében kivancsiak voltunk arra, hogy a
burgonydban, a sz6jdhoz hasonldan, el lehet-e kiiloniteni a két PK, formét, és ha igen, akkor
vajon a SnRK1-ek gatldsa befolyédsolja-e a burgonyalevélben detektdlhaté PK, formdk aranyat?
Ehhez a burgonya levelekbdl kinyert fehérjeelegyet FPLC oszlopon prébaltuk meg méret szerint
szétvalasztani €s meghatdrozni az igy nyert frakciok PK aktivitdsat. Az eredményeket a 7. dbran
mutatjuk be. Az 6todiktdl a tizedik frakcidig volt PK aktivitisa a mintdknak. Az aktivitds, az aS6
vonal kivételével, a transzgénikus vonalakndl magasabb, mint a vad tipusndl, ami a mintavétel
idopontjdban - a fényperiddus kezdete utdn kb. négy oraval - egybevdg a napi ciklus mérése
soran kapott értékekkel. TANG és mtsai (2003) kisérleteinek eredményét ismerve feltételezziik,
hogy a 7. frakci6ban 1év0 aktivitdsi csics a teljes hosszisdgd, kb. 55 kDa nagysidgi PK
formanak, mig a 9. frakcional l4thaté kis ,,vall” a rovidebb, kb. 51 kDa nagysdgi formdanak felel
meg. A kétféle PK format azonban sajnos nem sikeriilt ennél jobban elkiiloniteniink sem
gyakoribb frakciégylijtéssel, sem az oszlop lemosdsdnak elnydjtdsdval. Igy nem volt kellden
tiszta anyagunk ahhoz, hogy gélben megfuttassuk, és pontosan meghatdrozzuk a PK aktivitast

mutaté molekuldk tomegét.
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7. abra FPLC-frakciok PK aktivitasa
K, kontroll; aP1, aP2, antiszensz PKIN1 vonalak; aS5, aS6, antiszensz StubSNF1 vonalak;

aPS4, aPS7, antiszensz PKIN1-StubSNF1 vonalak
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4.2. A burgonya SnRKI1 fehérjéi és a PVY HcPro fehérjéje kozti kapcsolat vizsgalata

4.2.1. A kapcsolat kKimutatasa

A geminivirusok AL2, illetve L2 fehérjéinek hasonl6 szerepe van, mint a potyvirusok HcPro
fehérjéjének. Noha a funkciondlis hasonldsdg nem pérosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia
homoldgiaval, feltételeztiik, hogy miikodik a geminivirusokéhoz hasonld rendszer (lasd 2.3.2.2
fejezet) a PVY esetében is, és a HcPro kapcsolatba 1ép a burgonya valamelyik SnRK1-ével.

Azért, hogy kideritsiik, hogy a PVY HcPro fehérjéje valoban képes-e kapcsolatba 1épni a
burgonya két SnRK1 komplexével, a PK, kisérletekhez hasonl6an, élesztd két-hibrid kisérletet
végeztiink. Az élesztd plazmidokban 1évé HcPro gént a StubSNF1-gyel, a PKINI-gyel, és a
StubGALS83-mal a megfeleld parositasban élesztobe transzformaltuk (pADStubSNF1-pBDHcPro,
pADPKIN1-pBDHcPro, pADStubGAL83-pBDHcPro, pBDStubSNF1-pADHcPro, pBDPKINI1-
pADHcPro, pPBDStubGALS83-pADHcPro). Az igy kapott élesztdé vonalakkal a szelekcié utdn
elvégeztiik a ,filter-lift” esszét. Azt a meglepd eredményt kaptuk, hogy sem a StubSNF1-gyel,
sem a PKIN1-gyel nem mutathat6 ki interakcid, mig ha a HcPro csaliként szerepel az élesztOben
és a StubGALS83 a préda, akkor jol detektdlhatdo kolcsonhatds van a két fehérje kozott (3.
tdblazat). Ellenkezd feldllasban, tehdt, ha a HcPro prédaként és a StubGALS83 csaliként volt
jelen, negativ volt a teszt eredménye. Ennek az lehet a legvaldszinlibb magyarazata, hogy a pBD
plazmidban expresszalodé fuzids fehérje (a GAL4 DNS-kotd domén — HcPro) olyan
konformaécidt vesz fel, ami lehetetlenné teszi a StubGAL83-mal a kapcsolat 1étrejottét.

3. tablazat

A HcPro és a burgonya SnRK1 alegységei kozott kimutathaté interakcio

1 Préda StubSNF1 |PKIN1 StubGALR3 HcPro pBD
StubSNF1 - - + - -
PKIN1 - - - - -
StubGALR3 + - - - -
HcPro - - + - -
pAD - - - - -
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4.2.2. A StubGALS3 és a PVY HcPro fehérje kapcsolatanak igazolasara készitett kontroll

northern Kisérlet

Az eredmények meglepd volta miatt kontroll kisérletet végeztiink annak bizonyit4dsara, hogy nem
cseréltiik fel az élesztd vonalakat, és a burgonya SnRK1 komplex alegységei koziil valoban a
StubGALS83-mal Iétesit kapcsolatot a HcPro. RNS-t tisztitottunk a vizsgalt élesztdvonalakbdl és
northern hibridizacios kisérletekben ellenoriztik a StubSNF1, a PKIN1, a StubGALS3 és a HcPro
transzkriptumok jelenlétét az élesztokben. A northern hibridizécidk eredményei igazoltdk, hogy
az €lesztd két-hibrid tesztek sorédn interakcidt jelzé vonalakban valéban a StubGALS83 és a HcPro

expresszal (8. dbra).

+ -+ - = = = = -
1 23 4 5 6 7 8 9

T — i StubSNF1 préba
2w

;‘5‘-. . StubGAL83 prdba
e icPro préva

Elesztd RNS

8. abra: Northern hibridizaciok éleszt6 torzsek ellenérzésére

1, pBDStubSNF1-pADStubGALS3; 2, pADHcPro-pBD; 3, pADHcPro-pBDStubGALS3; 4,
pADHcPro-pBDPKINT1; 5, pADHcPro-pBDStubSNF1; 6, pPBDHcPro-pAD; 7, pBDHcPro-
pADStubGALS3; 8, pPBDHcPro-pADPKIN11; 9, pBDHcPro-pADStubSNF1; A + és — jelek az

el0z0 fejezetben leirt két hibrid kisérletek eredményét mutatjak.
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4.2.3. A StubGALS83 és a PVY HcPro fehérje kapcsolatahoz sziikséges HcPro régio

lokalizalasa

4.2.3.1. A klonozasi stratégia

A PVY HcPro génje 1394 bp hosszisigi. Kivancsiak voltunk, hogy a HcPro fehérje melyik
régigja felelds a StubGALS83-mal vald kapcsolatért. Ezért delécids szdrmazékokat készitettiink a
9. 4bran lathaté stratégia szerint. A pAD-HcPro plazmidbdl Sall-Pstl enzimekkel kivagtuk a
HcPro gént és egy hasonléan emésztett pBluescriptKS plazmidba klénoztuk. A kapott
pBluescriptKS-HcPro plazmidbdl T3 €s sajat tervezésii primerek segitségével (lasd Anyagok és
modszerek 3.8.5. fejezet) kiilonb6zo hosszusagiu HePro fragmentumokat izolaltunk. Az igy nyert
Hcl-et, Hc2-t, Hc3-at, Hc6-ot és Hc7-et feltoltés utan emésztettiik Sall-gyel és Pstl-gyel, hogy
az ugyanezen enzimekkel emésztett pAD-GAL4 és pBD-GAL4 élesztd két-hibrid plazmidokba
ligalhassuk oket. A Hc4-et és a Hce5-6t restrikcids endonukledz emésztéssel a Hel-bdl allitottuk
eld. A pBD-Hcl-et és a pAD-Hcl-et Bpull102I-Pstl-gyel és Olil-Pstl-gyel emésztettiik, majd
emésztés utdn agar6z gélen valasztottuk el a fragmentumokat. A HcPro fragmentumokat
tartalmazé plazmidokat izoldltuk és emésztettilk, majd a ragadds végek feltoltése utan, a
vektorokat egy ligélasi 1épéssel gylrtivé zartuk. A Bpul102I-nek és az Olil-nek a HcPro génen
van felismer6 helye, mig a PstI hasitéhely a primerekre volt tervezve, a plazmidba vald
beépithetdség kedvéért.

Az élesztd két-hibrid tesztek alapjan a HcS volt a legrovidebb fragmentum, amelyik még
kapcsolatot tudott teremteni a StubGALS83-mal (lasd kovetkezd fejezet). Az interakcidhoz
sziikséges régié pontosabb meghatdrozdsdra a gént a masik végérdl is roviditettilk. A Hc8
fragmentumot pBluescriptKS-HcPro plazmidbdl a He8 és a Hcl primerek segitségével hoztuk
1étre. A PCR terméket feltoltés és Sall-Pstl emésztés utdn a két-hibrid plazmidokba épitettiik be.
A pADHc9-et, pPBDHc9-et, pADHc10-et és pBDHc10-et pedig djra Bpull02l, Olil, és Pstl
restrikcids edonukledzok felhasznaldsaval hoztuk létre a pADHc8-bdl illetve a pBDHc8-bdl
kiindulva.

Az élesztobe transzformdlds eldtt szekvendldssal gyd6zOdtink meg rdla, hogy a
fragmentumok valéban frémben épiiltek-e be a plazmidokba, vagyis, hogy a leolvasasi keret nem

tolédott el.
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9. abra: A HcPro deléciés szarmazékok elkészitésének stratégiaja

4.2.3.2. A két-hibrid kisérletek

A PVY virus HcPro génjéb0l készitett delécids szarmazékok 4ltal kodolt fehérjék StubGALS3-
mal val6 kapcsolatat élesztd két-hibrid rendszerben vizsgdltuk. A gén roviditését a 3’ végérol
kezdtiik, és hét kiilonb6z6 hosszisagi HcPro szarmazékot hoztunk létre. A pAD-GAL4-ben 1€vo
HcPro fragmentumokat a pBDStubGAL83-mal, a pPBD-GAL4-ben 1év6 HcPro fragmentumokat
a pADStubGALS83-mal transzformaltuk élesztdbe. A fehérjék kapcsolatét ,filter-lift” esszével
vizsgaltuk. A HcS5 jelt rovidités volt az utols6, ami még kapcsolatba tudott 1épni az StubGALS3-
mal (10. dbra). Hasonl6an a teljes hosszisagu HcPro-hoz, a Hc5 kivételével, minden HcPro
szarmazék csak csaliként adott pozitiv eredményt. A HcS esetében azonban még akkor is pozitiv
eredményt kaptunk, amikor a HcS volt a pPBD-GAL4 plazmidban, tehat nem csaliként, hanem
prédaként szerepelt a kisérletben. Ennek oka feltehetéen az, hogy a GAL4 DNS-koté domén-

Hc5 fuziés fehérje konformaciéja olyan szerencsés, hogy még prédaként is lehetdvé teszi a

StubGALS83-mal val6 kapcsolat 1étrejottét.
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A HcPro StubGal83-koté helyének pontositdsara harom 5° végi delécids szarmazékot is
eldéllitottunk. Megéllapitottuk, hogy mindhdrom 5° végi csonka HcPro szarmazék kapcsolatba
1ép a StubGALS83-mal (10. dbra). Mindezek alapjdn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
kapcsolatért a HcPro 149-253 bp kozé esO szakasza a felels. Ez a 104 bazispar a kovetkezd 34
aminosavnak felel meg: HSILPCYKITCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHA.

Hc-fragmentek
pAD-ben| pBD-ben

HcPro 1l 11394 + —_—
He3 10 ~— 4+ | —
He2 10 ~— 4+ | —
Hcl 1|_> _Iazo 4+ | —
Hcd 1] '668 + | —
Hc5 1|:|l1253 + |+

)¢
Hcé6 1 149 N
)¢
Hc7 1@ 59 —_— | —
) <=
Hc8 149 820 + | —
Hc9 149 | 668 + | —

Hel0 149 :{l 253 + | —

10. abra: A PVY virus HcPro génjébol készitett delécids szarmazékok altal kédolt fehérjék
StubGALS83-mal val6 kapcsolatanak vizsgalata éleszt6 két-hibrid rendszerben

+, van kolcsonhatas; -, nincs kdlcsonhatas

4.2.4. Virusfert6zési kisérletek

4.2.4.1. A kisérletekhez sziikséges viruskoncentrdcio meghatdrozdsa

A kisérletekben haszndlt PVY virus-izolaitumot Dr Palkovics Laszl6tol kaptuk. A virust

burgonya ndvényen torténd passzdlast kovetden Nicotiana  benthamiana Domin.
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tesztnovényeken szaporitottuk fel. A fertézott novényekbdl az inokuldcié utdn 21 nappal
LEISER és RICHTER (1978) mdédszerével viriont tisztitottunk. A tisztitott virion koncentricidja
a glicerinben 0.6 mg/ml volt.

Mivel a StubGALS83 és a HcPro kozott élesztd két-hibrid rendszerben kimutattuk a
kapcsolatot, és a HcPro-rél ismert, hogy fontos szerepe van a virusfertdzés folyamatdban,
felmeriilt a gondolat, hogy van-e ennek a kapcsolatnak hatdsa a virus fert6zési folyamatdra. Ugy
gondoltuk, hogy az antiszensz StubGALS83 ndvények virusfertézésével a végére jarhatunk ennek
a kérdésnek. Feltételeztiik, hogy az antiszensz StubGALS83 novények virusfogékonysdga csak
kismértékben tér el a vadtipusd burgonya novényekétdl, ha egyaltalan eltér, hasonléan HAO és
mtsai (2003) éltal a L2 és AL2 valamint az SNF1 kapcsolatdban tapasztaltakhoz. Annak
érdekében, hogy a vadtipusu €s a transzgénikus novények kozotti fogékonysdgi kiillonbséget
minél érzékenyebben ki tudjuk mutatni, azt a viruskoncentraciot kellett megtaldlni, ami még
éppen képes megfertdzni a vadtipusi novényeket.

Uveghdzban Kiiiltetett kéthetes vadtipusti Désirée burgonya novényeket 6t csoportban
fertdztiink, csoportonként 3-3 novényt 0.1, 1, 5, illetve 10 pg/ml koncentricigju PVY
inokulummal. A tiinetek megjelenésekor, a 10. napon, mintdt szedtiink a novényekrol és total
nukleinsavat izoldltunk, amibdl cDNS-szintézis utdn PCR-rel mutattuk ki a virus-RNS jelenlétét.
Mivel a 0.1 pg/ml koncentracidju virus inokulum is még képes volt szisztemikusan fertdzni a
harom burgonyanovény koziil kettot, ezért gy hataroztunk, hogy a tovédbbi kisérletekben 0.1

pug/ml toménységii inokulumot fogunk haszndlni a novények fert6zéséhez.

4.2.4.2. Az aG novények PVY fogékonysdga

A fertdzéseket levéltetvektdl mentes altaldnos novényhazi koriilmények kozott végeztiik. Harom
antiszensz StubGALS83 transzgénikus burgonya vonalat (aGl, aG5, aG6) vizsgaltunk.
Novényvonalanként 10 novényt fertéztiink 3-6 leveles allapotban, a kiiiltetés utani 13-14. napon.
A novények fertdzéséhez tisztitott viriont haszndltunk. A borét pufferben és glicerinben eltett,
0.6 mg/ml koncentréacidju viriont steril inokuldlé foszfat-pufferben higitottuk tgy, hogy a végso
virion koncentraci6 0.1 pg/ml legyen. Novényenként 3 alsé levelet fertdztiink, levelenként 30 pl
inokulummal. A fertézést kovetd 9-10. nap a tiinetek felsé leveleken valé megjelenését
vizudlisan, a fert6zottség mértékét pedig PCR segitségével dllapitottuk meg.

A harom ismétlésben végzett virusfertozési kisérletek eredményét a 11. dbra mutatja be.

Az aG6 vonal minden kisérletben nagyobb (60-100%) fogékonysdgot mutatott, mint a vad tipus
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(40-70%). Az aG5 vonalnak minden kisérletben kevesebb egyede fert6z6dott meg (10-40%)
mint a kontrollnak. Az aGl vonal két kisérletben nagyobb ellenédllésdgot mutatott, mint a
kontroll (10 és 30%), mig egy kisérletben tobb egyede (60%) betegedett meg, mint a kontrollnak
(40%).
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11. abra A Désirée és harom antiszensz StubGALS83 vonalanak (aG1, aG5, aG6)

érzékenysége a PVY-fertozésre

Az értékelés a fertdzést kovetd 10. napon tortént

Az eredmények igen nagy szordst mutatnak, ami tobb tényezd egyiittes fenndllasanak a
kovetkezménye. Egyrészt a helyhidny, a novényszaporitdsi €s a feldolgozdsi kapacitds
sziikossége miatt, a kisérleteinket vonalanként csak 10-10 egyeden végeztiik. Igy, ha egy
vonalndl két kisérletben egy novénnyel tobb vagy kevesebb fertdzddott meg, az méris 10%-o0s
kiilonbséget jelentett a statisztikdban. Ez a hiba nagyobb egyedszdm haszndlatdval, vagy a
kisérlet tobbszori megismétlésével csokkenthetd. Ugyanakkor az is ismert, hogy a novények
virussal valé6 megfert6z6désének eredményessége nem csupdn a megfeleld idoben és virus-
inokulum koncentracidval elvégzett fertdzEstol fiigg, hanem a kornyezeti koriilményektdl is (pl.
homérséklet, paratartalom), amelyek egyenletességét a rendelkezésiinkre all6 tiveghdzakban nem

sikeriilt biztositanunk.
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4.3. Uj tudoményos eredmények

Munkénknak kettds célja volt. Az egyik cél a kutatécsoport altal kordbban megkezdett
vizsgélatok folytatasa, a PKIN1, StubSNF1 és StubGALS83 fehérjék miikodésének vizsgalata: az

antiszensz transzgénikus novények SnRK1 aktivitdsanak mérése, €s a szénhidrat-anyagcsere

szabdlyozdsdban betoltott szerepiilk tanulmanyozdsa a burgonya piruvat-kindzaval vald

kapcsolatuk feltdrdsa révén. Munkdnk madsik célja az volt, hogy megvizsgaljuk, 1étezik-e a

burgonya SnRK1 komplexei és a burgonya Y virus HcPro fehérjéje kozott a HAO és mtsai

(2003) altal az Arabidopsis-ban megfigyeltekhez hasonld kapcsolat, és amennyiben igen, akkor

ezt a kapcsolatot jellemezziik is.

1.

A kapott tudomédnyos eredményeinket a kovetkezOkben foglaljuk ssze:

A burgonya PK, génjét és két delécids szarmazékat, amelyek kiilon-kiilon tartalmazzdk a
szekvencia elemzéssel azonositott, feltételezett SnRK1 felismerd helyeket, élesztd két-
hibrid plazmidokba klénoztuk. Elesztd két-hibrid kisérletekkel igazoltuk, hogy mind a
StubSNF1, mind a PKIN1 felismeri és kapcsolatba 1ép a PK. 500. poziciéban 1év0 szerin

aminosava koriili SnRK1 felismero konszenzus szekvenciaval.

Igazoltuk, hogy az antiszensz StubSNFI1, PKINI ¢&s StubGAL83 transzgénikus
novényekben az SnRKI1 aktivitds csokken, és ez az enzimaktivitds csokkenés
Osszhangban van a géncsendesités mértékével. Az antiszensz StubGALS83 ndvények
aktivitdsdnak csokkenésébdl arra kovetkeztettiink, hogy a StubGALS83 a StubSNF1

pozitiv reguldtora.

Megéllapitottuk, hogy az antiszensz StubSNF1, PKIN1, és a mindkét kindz aktivitdsaban
gatolt transzgénikus ndvények PK aktivitdsdnak napi ciklusa kiillonbozik a vad tipusu
burgonya PK aktivitdsdnak napi ciklusatél. Tehat, mind a StubSNF1, mind a PKINI1
befolydsolja a PK aktivitds ciklikus napi véltozdsat. A StubSNF1 és PKIN1 hatdsa
azonban eltér6. Ez az eredmény aldtdmasztja kutatdcsoportunk korabbi megéllapitasat,

miszerint a két SnRK1 szerepe eltérd a burgonyaban.

60



4. Igazoltuk, hogy a PVY HcPro fehérjéje és a burgonya StubGALS83 fehérjéje kapcsolatba

1ép élesztd két-hibrid rendszerben.

5. A PVY HcPro gén tiz deléciés szarmazékat allitottuk eld. Segitségiikkel élesztd két-
hibrid rendszerben lokalizdltuk a HcPro fehérjének azt a régidjat (149-253 bp), ami
sziikséges a StubGALS83-mal val6 kapcsolat 1étrehozdsahoz. A 34 aminosavbdl all6 régid

aminosav sorrendje: HSILPCYKITCPTCAQQYANLPASDLLKILHKHA
6. Virusfert6zési kisérleteink arra utalnak, hogy az antiszensz StubGALS83 transzgénikus

burgonya novények masképp reagalnak a virusfertozésre, mint a vad tipusu

burgonyandvények.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. A burgonya SnRK1 komplexei befolyasoljak a PK, aktivitast

Az SNF1 protein-kindz csaldd tagjainak, a kiilonbdz6 metabolikus utvonalak szabalyozdsa révén,
szerepe van a kornyezeti hatdsokra adott sejtszintli vdlaszokban (STONE és WALKER, 1995).
Az éldvilagban dltaldnosan el6forduld, az SNF1 protein-kindz csalddba tartoz6 enzim komplexek
szerkezete, miikodése, célszekvencidja és szabalyozasa nagyon hasonlo.

Munkacsoportunkban Lakatos Lordnt izolalta és részlegesen jellemezte a burgonya két
SNF1-rokon kindzdnak cDNS-ét, a PKINI-et és StubSNF1-et, és a StubSNF1-gyel interakcidba
1p6 fehérjét kodolé cDNS-t, a StubGALS83-at (LAKATOS és BANFALVI, 1997; LAKATOS és
mtsai, 1999), Lovas Agnes pedig részletesen jellemezte ezeket a géneket és az antiszensz
transzgénikus novények fenotipusanak vizsgélatdbol kovetkeztetett az altaluk kodolt fehérjék
funkciéjara (LOVAS, 2003). Tovabbi feladatunk volt a PKIN1, StubSNF1 és StubGALS3
fehérjék miikodésének még részletesebb megismerése, az antiszensz transzgénikus névényekben
1évé PKIN1 és StubSNF1 enzimek egyiittes aktivitisanak mérése, a szénhidrat-anyagcsere
szabalyozdsaban betoltott szerepiik vizsgdlata, a piruvat-kindz enzimmel valé kapcsolatuk
feltarasa.

A korédbbi vizsgalatokbdl tudjuk, hogy az antiszensz StubSNF1, PKIN1 és StubGALS3
transzgénikus novényekben csokkent a gatldsnak megfelel6 mRNS mennyisége és megjelentek a
specifikus siRNS-ek is (LOVAS, 2003), azonban a gitldis mértékének tisztdzdsahoz
elengedhetetleniil fontos volt a novényekben az SnRK1 aktivitds megmérése. Megéllapitottuk,
hogy az antiszensz vonalak aktivitdsi értékei a kontrollhoz képest 25-75%-kal alacsonyabbak.
Ezek az éltalunk kapott eredmények jol korreldltak a kordbban Sés-Hegediis Anita és Antal
Ferenc altal készitett siRNS és northern vizsgalatok eredményeivel - ahol a hibridizacidval
detektdlhaté gétldas nagyobb volt, ott az enzim aktivitdsi értékek is alacsonyabbak voltak.
Kiilonosen szembetiind volt ez a kettds antiszensz PKIN1-StubSNF1 (aPS) vonalak esetében. A
StubGALS83 gétlasa két vonal (aGl, aG6) esetében egyértelmlien csokkentette a komplex
aktivitdsit, mig a harmadik, az aG5 vonal harom alkalommal Iényegesen alacsonyabb, harom
alkalommal viszont lényegesen magasabb aktivitds értékeket mutatott, mint a kontroll. Annak
ellenére, hogy egy vonal reakcidja eltérd volt, a mésik kettd adatai alapjan igy gondoljuk, hogy a
StubGALS83 a StubSNF1 pozitiv reguldtora. Ennek bizonyitdsara tovdbbi aG vonalak vizsgdlata

van folyamatban. Az aG5 vonal mar kordbban is viselkedett masképp, mint a masik két vonal.
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LOVAS (2003) kisérletei szerint az aG vonalak gyokérnovekedése, in vitro, idoben visszamaradt
a kontroll vonalakéhoz képest, de ez az aG5 vonalnél nem volt annyira jellemz6, mint a masik
két vonalndl. Az aG vonalak in vitro gumdézésa szintén elmaradt a kontrollétl, de az aG5
esetében ez sem volt akkora mértékii, mint példaul az aG6 esetében. A legvaldsziniibb
feltételezés, hogy az aGS5S egy Ugy nevezett mozaikos transzgénikus vonal. A beépiilt transzgén
kopiaszama vagy a beépiilés helye is hozzajarulhat a nagy szérdshoz, példaul oly médon, hogy a
transzgén egy olyan kromoszoma helyre épiilt be, ahol nagyobb a metildcids aktivitds, és ez ki-
be kapcsolja a transzgént.

A SAMS szubsztrittal a StubSNF1 és a PKIN1 aktivitdsit egyiittesen mérjiik. fgy a
kettds antiszensz aPS vonalakban nem tudjuk pontosan, hogy a két SnRKI1 koziil melyik
aktivitdsa mennyivel csokkent. Az aP €s aS vonalak esetében, mivel célzottan egyik vagy masik
SnRK1 volt gitolva, nagy biztonsdggal mondhatjuk, hogy a gatolt enzim aktivitdsanak
csokkenését mértilk. Az aG vonalakndl, mivel a StubGAL83 csak a StubSNF1-gyel 1ép
kapcsolatba, a PKIN1-gyel nem, feltételezziik, hogy a StubSNF1 aktivitidsa vagy a SAMS
szubsztrat irdnti affinitdsa csOkkent. Nem zarhatjuk ki azonban, hogy az Arabidopsis-hoz
hasonléan (BOULY és mtsai, 1999), a burgonyédban is 1étezik a StubGALS83-on kiviil még egy
vagy tobb B-alegység, amely(ek) a PKINI1-hez kapcsolddik(nak), és az aG vonalakban a
StubGALS83-mal egyiitt gatlédik(nak), és igy nemcsak az StubSNF1, de a PKIN1 komplex
aktivitdsa vagy a SAMS szubsztrathoz val6 affinitdsa is csokken.

A kiilonb6z6 metabolikus ttvonalak szabédlyozdsdban kozponti szerepet betolté enzim
komplex funkci6janak részletes megismeréséhez elengedhetetleniil sziikséges a kolcsonhatd
fehérjék keresése és kapcsolatrendszeriik feltarasa. Ezért vizsgaltuk meg két burgonya enzim, a
HMGRI1 és a PK,, és a burgonya SnRK1-einek kapcsolatat élesztd két-hibrid rendszerben. A
HMGRI1 és a StubSNFI interakciéjanak kimutatdsara irdnyuld kisérletek negativ eredményt
mutattak. Ez azért volt meglepd szdmunkra, mert az emldsokben egyértelmi és jol jellemzett az
AMPK-k és a HMGR fehérjék kapcsolata (HARDIE és mtsai, 1989), és nemcsak az SNF1
protein-kindz csaldd tagjai mutatnak nagyfokd hasonlésagot, hanem az emlés HMGR
foszforildlhatésagaért felelds szekvencia motivum a novényi HMGR-ekben is konzervalt. DALE
és mtsai (1995) be is bizonyitottdk, hogy a karfiol SnRK1-e foszforildcié révén inaktivdlja az
Arabidopsis HMGR enzimét. Fontosnak tartjuk azonban megjegyezni, hogy ez a negativ
eredménnyel zarul6 kisérletiink még nem bizonyitja egyértelmiien azt, hogy a burgonyaban nincs
kapcsolat valamelyik SnRK1 és a HMGR kozott, hiszen a PKIN1-gyel nem végeztiikk el az
ezirdnyu vizsgdalatokat.

A PK,-val végzett kisérleteink bizonyitjdk, hogy a burgonya SnRK1-ek a PK,-val val6

kapcsolatukon keresztiil is szabalyozzak a szénhidrdt metabolizmust. A novényi SnRK1-ek eddig
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ismert célfehérjéi, azaz a HMGR, a SPS, és a NR mellé kisérleteink eredményeként felkeriilt a
listdra a PK, is, mint SnRK1 szubsztrat. TANG €és mtsai (2003) fejlodd szdja embridkban végzett
kisérleteik alapjan eddig csak feltételeztiik, hogy a novényi SnRKl1-ek részt vesznek a PK,
poszttranszlacidés szabdlyozdsaban. TANG és mtsai (2003) bizonyitottdk, hogy a PK.
foszforilacidja ubiquitin-k6tddés utdn proteaszémads lebontdshoz vezet, de csak feltételezték,
hogy ezt a foszforilaciot egy SnRK1 végzi. Mi élesztod két-hibrid kisérletekkel igazoltuk, hogy a
burgonya két SnRK1-e kapcsolatba 1€p a burgonya PK,-jével és ehhez a kapcsolathoz feltétleniil
sziikséges a S™ koriili régi6 jelenléte. Az S°®-t koriilvevé 13 aminosavbél 4116 SAS-peptidet
haszndlva szubsztratként Antal Ferenc nemrég kimutatta, hogy a StubSNF1 képes nemcsak a
SAMS, de a PK. eredetli SAS-peptid foszforildlasdra is (dolgozatban nem szerepld kisérletek
eredménye).

Az antiszensz PKIN1 és StubSNF1 burgonya novényekben megvaltozik a PK aktivitds
napi ciklusa a vad tipushoz képest. Abban az esetben, amikor csak a PKIN1 gatolt (aP vonalak) a
PK nappali alacsony aktivitdsu periddusa megnyulik és a maximumot, a vad tipushoz képest
szignifikdnsan magasabb értékkel és eltolva, 4 6raval késObb, az éjszaka kozepén éri el a PK a
novényekben. A PK aktivitds éjszakai megemelkedése biztositja azt a piruvat mennyiséget,
aminek oxiddci6ja sordn jon létre annak a NADPH;-nek és FADH;-nek a jelentds része,
amelyeknek az oxiddcidja sordn képzdodik a sejt nem-fotoszintetikus tuton keletkez6 ATP
mennyiségének tilnyomo része. Vagyis a megemelkedett PK aktivitds adja azt a piruvit
mennyiséget, ami sziikséges ahhoz, hogy a novény biztositsa — fotoszintézis hidnydban, a
termindlis oxidacion keresztiil - onmaga szdmara a folyamatos, megfelel6 ATP-ellatottsagot, €s
ezzel az optimdlis energiadllapotot. A vad tipusu novényekben a kezdeti éjszakai csucsot
azonban egy enyhe visszaesés koveti, mig azokban a ndvényekben, amelyekben a PKINI1
gatolva van, ez a visszaesés hidnyzik, és a PK aktivitds jelentds emelkedése figyelheté meg.
Lehet, hogy a PKIN1 funkciéja éppen abban van, hogy megakaddlyozza a novény éjszakai
,tilporgését”, a lebonto folyamatok tilzott mitkodését.

Azokban a novényekben, amelyekben csak a StubSNF1 gatolt, a PK aktivitds napi
valtozdsa alig volt kimutathatd, a PK gyakorlatilag éjjel-nappal egy alacsony alapértéken
mukodott, és elmaradt az éjszakai csucs. Tehat mindkét SnRK1 befolyésolja a PK aktivitds napi
ciklusét, de eltérd médon. Ugyanakkor azt is kimutattuk, hogy mindkét SnRK1 a PK. azonos
régidjdhoz kotddik, ami a két enzimforma kompeticidjdhoz vezet(het). Feltételezve, hogy el6z0
kovetkeztetésiink helytalld, és a PKIN1 szerepe a PK aktivitds éjszakai csicsanak visszafogésa,
akkor az StubSNF1-gatolt novényekben a PKIN1 szabad miikodése okozhatja a PK aktivitds

folyamatosan alacsony értékét. Ezzel szemben a StubSNF1 feladata a PK aktivitas novelése, €s a
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PKIN1 PK aktivitds csokkentd hatdsanak mérséklése, igy biztositva — szdmos mas tényezd
mellett — a PK aktivitds normaélis napi ciklusat.

A PKINI-StubSNF1 kettds antiszensz vonalak koziill az aPS4 az aP novényekhez
hasonléan viselkedett, mig az aPS7-es vonal az aS vonalak fenotipusdt mutatta. Ezek a
fenotipusok jol korreldlnak a kisRNS €s northern vizsgalatok eredményeivel (S6s-Hegedilis Anita
€s Antal Ferenc, személyes kozlés). Az aPS7 vonalban a kisRNS és northern vizsgalatok azt
mutattdk, hogy csak a StubSNF1 gatldsa volt sikeres, a PKINT mRNS mennyisége nem, vagy
alig csokkent, és PKIN1 specifikus kisSRNS-ek nem voltak kimutathatéak. Tehat nem meglepd,
hogy a PKIN1 aktivitds jelenlétében az aPS7 vonalban a PK aktivitds folyamatosan alacsony
szinten mikodott. Ugyanakkor az aPS4 vonalnédl a kisRNS és northern vizsgalatok tandsiga
szerint sikeres volt nemcsak a StubSNF1, de a PKIN1 gatldsa is, megjelent mindkét specifikus
kisRNS és mindkét mRNS mennyisége is jelentds mértékben csokkent. Vagyis érthetd a kiugrd
éjszakai PK aktivitds csucs, hiszen kevesebb PKIN1 volt jelen, hogy visszafogja a PK aktivitas
¢éjszakai emelkedését.

Tovabb bonyolitja a helyzetet az, hogy a burgonydban a PK aktivitdst az SnRK1-ek
transzkripciés szinten is szabdlyozhatjdk. Ismert, hogy a novényi SnRKl1-ek szdmos gén
expresszidjat negativan, vagy pozitivan befolyasoljdk, ahogyan azt a bors6 (RADCHUK és
mtsai, 2006) vagy az Arabidobsis (BAENA-GONZALEZ és mtsai, 2007) esetében mar leirtak.
El6fordulhat, hogy a mi esetiinkben is arrdl van sz6, hogy egyik, vagy masik burgonya SnRK1 a
transzkripcid szintjén is befolydsolja a PK mennyiségét a novényben. S6s-Hegediis Anita ezt a
kérdést tisztazta és PK-specifikus prébaval végzett northern analizissel kimutatta, hogy az
StubSNF1, valdszinlileg kdzvetetten, metabolikus attételeken keresztiil, transzkripcids szinten is
befolyédsolja a PK. megnyilvanulasat.

Megallapithaté tehat, hogy mindkét SnRK1 antiszensz gatldsa befolydsolja a PK
aktivitds periodicitdsat €s intenzitdsat, de eltérd modon. Ezek az eredmények aldtdmasztjak
kutatécsoportunk korabbi megdllapitdsat, miszerint a két SnRK1 szerepe eltér a burgonydban

(LOVAS és mtsai, 2003).

5.2. A StubGALS3 kapcsolédni tud a PVY virus HcPro fehérjéjéhez

Dohény novényeken végzett kisérletekbdl kideriilt, hogy két geminivirus fehérje, az AL2 és a L2
inaktivalja a dohany SnRK1-et (HAO és mtsai, 2003). A SnRKI1 inaktivacidja megnovekedett

fogékonysdgot valtott ki a kiilonboz6 virusfertdzésekre. A két virusfehérje aminosav
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szekvencidjanak analizise sordn kideriilt, hogy egyik sem tartalmaz SNF1 foszforilacios
konszenzus szekvenciat, igy a kapcsolat nem egy egyszerli kindz-szubsztrit kdlcsonhatas.

A burgonya Y virus funkciondlisan hasonl6é fehérjéje, a HcPro fehérje tobbfunkcids.
Ismert, hogy egyik funkcidja a géncsendesités szupresszidja, vagyis a novény védekezési
folyamatdnak gatldsa, a virus-transzkripcié €s terjedés segitése. Noha a funkciondlis hasonlésag
nem pdarosul gyakorlatilag semmiféle szekvencia-homoldgidval, ugy gondoltuk, hogy taldn
miikodik a geminivirusokéhoz hasonl6 rendszer a PVY esetében is. Ebbdl kiindulva, célul tliztiik
ki a burgonya SnRK1-ei és a burgonya Y virus HcPro fehérjéje kozott feltételezhetden 1étrejovo
kapcsolat kimutatdsat €s jellemzését.

Eleszté két-hibrid kisérletekkel vizsgaltuk a burgonya SnRK1 komplexei és a HcPro
kozotti interakciot. Eredményeink szerint a HcPro valéban kapcsolatba képes 1épni az egyik
SnRK1 komplexszel, azonban vérakozdsainkkal ellentétben, nem a katalitikus (StubSNF1),
hanem az adaptor (StubGALS83) alegységgel. Mindez a kiilonbség, a dohdnnyal 6sszehasonlitva,
nem feltétleniil elképzelhetetlen, hiszen nemcsak masik novényfajrol van sz6, hanem egy masik
csoportba tartoz6 virusrdl is. A vizsgalatok akkor bizonyultak pozitivnak, ha a HcPro csaliként
szerepelt az interakcioban €s a StubGALS3 volt a préda. Ez a jelenség megfigyelhetd volt a
delécios szarmazékok esetében is. Kivételt csupan a HcS nevli forma jelentett, ami akkor is
pozitiv eredményt mutatott, ha a HcPro volt a préda. Ezt a jelenséget feltehetden az okozza, hogy
az egyik két-hibrid vektorban, a pPBD-Gal4-ben, expresszalodo fuzids fehérje, a GAL4 DNS-koto
domén-HcPro, olyan konforméciét vesz fel, ami lehetetlenné teszi a StubGAL83-mal a kapcsolat
1étrejottét. A HcPro delécids szarmazékainak vizsgalatdval sikeriilt egy viszonylag szik, 34
aminosav méretll szakaszra lokalizalni a kapcsolatért felelos régiot. A teljes hosszisdgia HcPro
465 aminosavénak ez 7,3%-a. HAO és mtsai (2003) az AL2 10%-éra, a L2 esetében pedig 7,4%-
ara lokalizaltdk a SNF1-gyel val6 interakcidért felelds régiot. Az dltalunk megadott szakasz €s az
AL2 illetve L2 megfelel6 szakaszai kozott semmiféle egyezés vagy hasonldésdg nincs.
Osszehasonlitva a HcPro ezen szakaszdt mds potyvirusok szekvencidival hasonlésigot nem
taldltunk Az interakcié részletesebb megismerése érdekében tovabbi kisérletek folynak azért,
hogy a StubGALS83-on is megtaldljuk a kapcsolatért felelos szakaszt. Ha ez a szakasz
megegyezik a StubSNF1-gyel val6 kapcsolodéasért felelds régidval, akkor feltételezhetjiik, hogy
a virus HcPro fehérjéje megakadalyozza a komplex képzdodését, és ezaltal csokkenti a kindz
aktivitdst. Ha nem, akkor valamilyen mds modon kell hatnia. Emellett sziikség van a
virusfertdzott burgonya novények SnRK1 aktivitisdnak mérésére is, hogy lassuk, befolydsolja-e
azt a virus. Felmeriilhet az a lehetdség is, hogy nem az aktivitast befolyasolja a HcPro, hanem a
B-alegységen keresztiil a komplex sejten beliili lokalizacidjdba, vagy a szubsztrat specificitdsba

sz0l bele, ezéltal mddositja a SnRK1 4ltal irdnyitott anyagcsere-titvonalakat a sajat haszndra. A
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SnRK1 az ATP termeld anyagcsere utvonalakat aktivdlja, ami egy altalanos stressz vélasz is,
hiszen a kiilonb6z0 stresszekre adott valaszok mind energiaigényes, ATP fogyaszt6 folyamatok.
Lehet, hogy a virus ezen a médon akadalyozza a PTGS ATP igényes miikodését. Természetesen
a replikacidhoz a virusnak is sziiksége van ATP-re, de elképzelhetd, hogy a SnRK1 utvonalak
gatlasaval a maradék ATP is elegendd szdmara.

Virusfertdzési kisérletekkel probaltuk megvizsgélni, hogy az antiszensz StubGALS3
novények masképpen reagilnak-e a PVY-nal val6 fertdzésre, mint a vad tipus? Bér nagyok a
szorasok, kisérleteink azt valdszintlsitik, hogy az aG6 fogékonyabb a virusra, mint a vad tipusd
burgonya novények, a masik két megvizsgalt vonal (aGl, aG5) nem, vagy épp ellenkezdleg,
talan még ellenallébb is valamivel. LOVAS és mtsai (2003) valamint SOS-HEGEDUS és mtsai
(2005) vizsgélatai szerint az aG1 és az aGS5 novényekben a StubGALS83 gétlds minden vizsgalt
szervben (levél, gyokér, gumo) egyontetiien sikeres volt, mig az aG6 vonal esetében gatlds csak
a levélben van. A levélben ugyan eltiint a StubGAL83 mRNS és a specifikus kisRNS-ek is
detektdlhatdéak voltak, a gyokérben €s a gumoéban azonban sem a mRNS mennyisége nem
csokkent, sem kisRNS-ek nem voltak megfigyelhetéek. A virusok szisztemikus terjedésére
jellemzd, hogy a novényi szervezetbe vald bejutds utdn eldszor a gyokérbe vandorol a virus, és
onnan terjed szét az egész novényben. Eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy mivel a
harmadik ndvényvonalban (aG6) a gyokérben jelen volt a StubGALS83, a virus képes volt a
novény anyagcsereutjait Ugy befolydsolni, hogy az neki kedvezd volt a fert6zési folyamat
kiteljesedése szempontjabol. A kontrollhoz képest eltéréen fejlédé aG6 vonal (lassibb
gyokérfejlodés, abnormadlis sejtek nagy szdma a gyokérben, korai szeneszcencia) (LOVAS,
2003) ezek utdin méir nem tudta a virus szétterjedését gatolni a novényben. Azokban a
vonalakban, amelyeknél a StubGALS83 gatlds minden szerviikben egyontetii volt (aG1, aGS),
nem allt rendelkezésre a StubGALS3 a virus HcPro-ja szaméra, igy a novény anyagcseréjét nem
tudta a sajat érdekében megviltoztatni. Igy a novény védekezé mechanizmusai idSben
felallhattak, és lassabban terjedt a novényekben a virus.

Lehetséges egy madsik magyardzat is, ami az antiszensz gatlds eltérd molekuldris
mechanizmuséval fiigg 6ssze. Az aGl-ben és aG5-ben a gatlds homérséklet-fliggének, mig az
aG6-ban homérséklet-fiiggetlennek bizonyult. Az aGl és aG5 vonalban minden szervben
megjelentek a kis RNS-ek, azonban ezek mennyisége alacsony (15°C) homérsékleten jelentdsen
kevesebb volt, mig az aG6 vonalban a csak levélben jelentkezd gétlast a homérséklet nem
befolydsolta (SOS-HEGEDUS és mtsai, 2005). Mivel a hémérséklet szabélyozdsit a
rendelkezésiinkre 4ll6 {liveghdzi koriilmények kozott nem tudjuk megoldani, ennek

kovetkeztében a hOmérsékletingadozdssal egyiitt véltozik a gitldas mértéke is. Ez a jelenség is
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lehet magyardzata egyrészt a nagy szorasnak, madsrészt az eltér6 mechanizmusi gatldssal
rendelkezd vonalakndl megfigyelt eltérd fogékonysagnak.

Bar nagyok a szordsok, mégis ugy tlinik, hogy a vad tipusi burgonya ndvények
koriilbeliil felét megfertézni képes viruskoncentracié a transzgénikus névény vonalak koziil
kettdt (aG1 és aG5) hasonlé mértékben vagy anndl kevésbé, egyet (aG6) pedig anndl jobban
fertdz. A fertdzési eredményeket (11. dbra) Osszevetve a SAMS-peptid foszforildcids aktivitdsi
értékekkel (5. dbra), semmiféle 6sszefiiggést nem tudtunk felfedezni a kettd kozott. Az aG1 és az
aG6 vonal enzimaktivitdsa, 10%-os szdrdssal, egyarant alacsonyabb, mint a vad tipusé, mégis a
virusfertdzésre kiillonbozoképpen reagdl a két vonal. Ezzel szemben az aG5 vonal, amelyiknek
SAMS-peptid foszforildcids aktivitdsa nagy szérast mutatott, két virustesztben is lényegesen
kevésbé, egyben pedig ugyanugy fert6z0dott, mint a kontroll, és a virustesztben mutatott 15%-os
szorasa pedig a legkisebb volt az aG vonalak kozott.

Feltételezziik, hogy a virustesztben kapott eredmények magyardzatit nem a levelek
SnRK1 aktivitdsanak csokkenésében, hanem az antiszensz gatlds tipusaban kell keresniink. Az
elso két vonalndl (aG1 és aGS) az antiszensz gétlds — a northern és a siRNS vizsgélatok szerint —,
minden vizsgilt szervben (levél, gydkér, gumé) egyontetiien sikeres volt (SOS-HEGEDUS és
mtsai, 2005). Az aG6 vonal esetében azonban a levélben ugyan eltiint a StubGAL83 mRNS, és a
specifikus siRNS-ek detektdlhatéak voltak, a gyokérben €s a gumdban azonban sem a mRNS
mennyisége nem csokkent, sem siRNS-ek nem voltak kimutathatok. A virusok szisztemikus
terjedésére jellemzd, hogy a novényi szervezetbe vald bejutds utdn a gyokérben szaporodik fel
el0szor a virus, és onnan terjed szét az egész novényben. Ha a virus a StubGALS83-on keresztiil
probalja befolydsolni a novény anyagcseréjét, akkor azokban a vonalakban (aGl és aG)5),
amelyeknél a StubGALS83-at a levélben és gyokérben egyardnt sikeresen gatoltuk, ez a stratégia
nem tud kibontakozni a StubGALS83 hidnydban. Az aG6 vonalndl azonban a StubGALS3
ugyanugy jelen van a gyokérben, mint a vad tipusban, igy tehdt a virus ezt a timaddasi pontot is
kihasznalhatja. Mindez azonban még nem ad magyardzatot arra, hogy miért betegedett meg két
kisérletben is az aG6 vonal még nagyobb ardnyban, mint a vad tipus. A StubGALS83-gitolt
vonalaknak a gyokér- és gumoéfejlédése lassibb, mint a kontrollé, a gyokér sejtjeinek 46%-a
abnormalis, szemben a kontrollban talalhaté 10%-kal (LOVAS és mtsai, 2003) Ezen kiviil az aG
novények még korai szeneszcencit is mutatnak (TOLDI és mtsai, nem publikalt adat). Ugy
gondoljuk tehdt, hogy mindezek egyiittesen okozhatjdk az aG6 vonal nagyobb
virusfogékonysagit. A jelenség egy masik lehetséges magyardzataval a Kovetkeztetések

fejezetben foglalkozunk.
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6. OSSZEFOGLALAS

A burgonya a negyedik legfontosabb kultirnévényiink. A burgonya gumdjat nagy keményito-,
j6 bioldgiai értékli fehérje- és gazdag vitamintartalma teszi fontos népélelmezési cikké. A
gumofejlodés legjellegzetesebb folyamata a nagy mennyiségti szénhidrat felhalmozddasa. A
szénhidrat-anyagcsere szabdlyozdsdnak kulcsenzime a SNF1 kindz komplex. Miikodésének
részletes megismerése fontos feladat. Munkank célja volt a burgonya két SNFI-rokon kinédz
komplexének (SnRKl1-nek), a PKINI-nek és a StubSNFIl-nek a vizsgilata, a PKIN1 és
StubSNF1 katalitikus alegységekben, valamint a StubSNF1 komplex 6sszekotd alegységében, a
StubGALS83-ban gatolt, antiszensz transzgénikus novények kindz aktivitdsdnak megismerése, a
szénhidréat-anyagcsere szabdlyozdsaban betoltott szerepiik vizsgélata, a piruvat-kindz enzimmel
val6 kapcsolatuk feltarasa.

Szamitégépes szekvencia elemzéssel szdmos novényi enzimen taldlhatunk SnRK1
felismerd €s foszforilaciés konszenzus szekvenciat. Mi ezek koziil a piruvat-kindz citoszolikus
formdjanak, a PK.-nek, és a burgonya SnRKI-einek kapcsolatat vizsgéltuk részletesen.
Kisérleteinkkel bebizonyitottuk, hogy a burgonyédban talalhaté6 mindkét SnRK1 kapcsolatba 1ép a
PK.-n taldlhaté S°* koriili régiéval.

Antiszensz StubSNF1 (aS), PKIN1 (aP), StubSNF1-PKIN1 (aPS) és StubGALS83 (aG)
burgonya novények SnRK1 aktivitdsdnak mérésével igazoltuk, hogy a gatlds hatdsa, az RNS
mennyiség csokkenése mellett, az enzimaktivitis csokkenésében is megnyilvanul. Igy
aldtdmasztast nyert csoportunknak az a kordbbi feltételezése, miszerint a StubGALS83 a
StubSNF1 pozitiv reguldtora. A transzgénikus burgonya novények PK aktivitdsdnak napi
ciklusdt nyomon kovetve megallapitottuk, hogy, bér eltér6 médon, de mind a PKIN1, mind a
StubSNF1 gatldsa hatdssal van a PK aktivitds cirkadian ritmusdra. A két SnRK1 szerepe tehat
nem teljesen azonos.

A burgonya kultirdk egyik legveszedelmesebb kérokozéja a PVY. A PVY HcPro
fehérjéjérdl tudjuk, hogy a ndvények virusok elleni védekezésének kijatszasdban is szerepe van.
A geminivirusok HcPro-hoz hasonl6 funkciéju fehérjéi képesek inaktivalni a dohdny SnRK1-ét
és ezzel a virusfogékonysdg novekedését okozzak. Feltételeztiik, hogy létezik egy hasonld
mechanizmus a PVY esetében is. Eleszté két-hibrid kisérletekkel igazoltuk is a PVY HcPro és a
StubGALS83 kapcsolatdt. A HcPro delécids szarmazékaival lesziikitettik azt a régidt, ami
feltétleniil sziikséges a kapcsolat létrejottéhez. Az antiszensz StubGAL83 novények

virusfertdzésével igyekeztiink megallapitani, hogy a detektélt kapcsolatnak van-e valami hatdsa a
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virus fert6zési folyamatiara. Hdarom StubGALS83-gitolt vonalat vizsgaltunk. Eldzetes
eredményeink alapjan az egyik vonal fogékonyabb, mig a masik két vonal, éppen ellenkezdleg,
még ellendllobb a PVY fert6zéssel szemben, mint a vad tipusid kontroll. Az ellentmondésos
eredmények miatt ezt a kérdést tobb aG vonal bevondsival, nagyobb egyedszamban és tobb

parhuzamosban jelenleg is vizsgalja a csoport.
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7. SUMMARY

Potato is the fourth among our most important cultivated food plants. The high starch content,
the biological value of the proteins and the vitamin content of the tubers render the potato to be
staple food. The most characteristic element of the tuber development is the accumulation of
carbohydrates. The key enzyme of the carbohydrate-metabolism regulation is the SNF1 kinase
complex. Therefore, the detailed knowledge of its functioning is of great importance. The aim of
our work was to measure the total activity of PKIN1 and StubSNF1, the two SNF1-related
kinase complexes of potato, also in the antisense transgenic plants repressed in the catalitic
subunits, and the anchoring subunit of the StubSNF1 complex, StubGALS3, in order to study
their role in the regulation of the carbohydrate-metabolism, and to reveal their possible
interaction with the pyruvate-kinase enzyme.

Using computer assisted sequence analysis SnRKI1 recognition and phosphorylation
consensus sequences can be found in a number of plant enzymes. Out of them the cytosolic
isoform of the pyruvate kinase, PK,, has been thoroughly investigated in our experiments. It was
found that both SnRK1s of potato interact with the region surrounding $°” in PK..

Measuring the SnRK1 activity of antisense StubSNF1 (aS), PKIN1 (aP), StubSNF1-
PKIN1 (aPS) and StubGALS83 (aG) potato plants it was shown that the effect of inhibition was
expressed not only at RNA, but also at enzyme activity level. Moreover, the results supported
our previous conclusion that the StubGALS3 is a positive regulator of the StubSNF1 activity. It
was found that the daily cycle of the PK activity of the transgenic potato plants was influenced
by the inhibition of SnRK1s, however, in a different way. This result indicates that the function
of the two SnRK1s of potato is not identical.

One of the most important plant pathogen of the potato plant is the potato virus Y (PVY).
It is known that the PVY HcPro protein has an important role in outwitting the plant defence
against viruses. Proteins of similar function in geminiviruses are able to inactivate the SnRK1 in
tobacco plant, and increase the susceptibility of plants to viruses. We assumed that a similar
mechanism exists in PVY infection. In yeast two-hybrid experiments the interaction of PVY
HcPro and StubGALS3 was detected. Isolating and using deletion derivatives of PVY HcPro, the
region absolutely necessary for the detected interaction was determined. Inoculating the
antisense StubGALS3 plants with PVY we tried to find out whether the revealed interaction has
an influence on the process of infection or not. Three StubGALS83-repressed lines were

investigated. One antisense line showed higher susceptibility, while two lines showed higher
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resistance than the wild type plants. However, these results need to be confirmed. Investigations

of several aG lines in more parallels are in progress.
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