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1. Bevezetés

Az Arabidopsis thaliana (ludfii) a genetika és molekularis bioldgia egyik leggyakrabban
alkalmazott modellorganizmusa. Kis genom mérete és rovid generacios ideje alkalmassa
teszi genetikai kapcsoltsagi térképek készitésére, valamint génfunkciok azonositdsara. A
magasabbrendi eukariota é€lolényekben a Ca** fontos szerepet jatszik a sejten beliili
jelatvitelben. A ndvények helyhez kotott életmodjuk  miatt  kiilonbozé  valasz-
mechanizmusokat fejlesztettek ki a biotikus és abiotikus stressz hatasokkal szemben, ennek
koszonhetden konnyebben alkalmazkodnak a megvaltozott kornyezeti feltételekhez. A
Ca2+szigné11 térbeli és idobeli mintdzatdban rejld informacidt a kalcium-kotd fehérjék
segitenek tovabbitani. Ludfiiben 34 Ca2+-f1'igg6 protein kindzt (CDPK) azonositottak,
melyek a masodlagos jelatviteli molekuldt megkotik, majd tovabbi fehérjéket aktivalnak
(Hrabak és mtsai, 2003).

Szekvencia-homologia alapjan ludfiiben nyolc feltételezett CRK, vagyis CDPK-szerii
protein kinaz talalhat6. A CRK csaladba tartozo fehérjék kizardlag névényekben fordulnak
el. Szerkezetileg némileg eltérnek a CDPK fehérjéktdl, ugyanis a C-terminalis
kalmodulin-szerti funkcionalis egységén taldlhato Ca**-koté EF motivumok modosultak,
igy valdsziniileg nem képesek a kalciumot megkotni (Hrabak és mtsai, 2003). A CRK-k

Munkam soran biokémiai ¢s molekularis bioldgiai modszerek segitségével igyekeztem
mine¢l tobb informéciot gylijteni az altalam vizsgalt CRK7 protein kinazrol. Baktériumban
tiltermeltettem a Hisg (hisztidin) jel6léssel ellatott CRK7 fehérjét, affinitas tisztitottam Ni-
NTA agarozt felhasznalva, majd kinaz aktivitds vizsgalatot végeztem. Lézerpasztazo
konfokalis mikroszkép (LSM) és differencidlis centrifugalast kovetdé Western analizis
segitségével tanulmanyoztam a CRK7-GFP fuzidés fehérje lokalizaciojat A. thaliana
sejtszuszpenzioban és A. thaliana névényben.

A CRK7 gén funkciojanak megallapitdsdhoz egy T-DNS inszercidt tartalmaz6 mutans
vonalat hasznaltam, illetve Real-time PCR-t (QRT) alkalmazva azt vizsgaltam, hogyan
valtozik a CRK7 génexpresszié mértéke egy belsé kontroll génhez képest {iveghazi és in

vitro koriilmények kozott nevelt A. thaliana (Col-0) novényekben.



2. Irodalmi attekintés

2. 1. Arabidopsis thaliana (Iadfi)
2. 1. 1. Rovid torténete, szervezettani felépitése

Az A. thaliana napjainkban az egyik leggyakrabban alkalmazott modellorganizmus a
novénybiologiai tanulmanyokban. El6szor egy szasz fizikus, Johannes Thal irta le Pilosella
siliguosa minor néven még az 1500-as években. Zarvatermd, kétsziki, a keresztesviraguak
(Brassicaceae) csaladjaba tartozo, egy- vagy kétéves novény. Szarlevelei szort allasuak,
hosszt landzsas levelei tdlevélrozsat képeznek. Hosszinappalos ndvény, reproduktiv
hajtasanak kialakulasat 14-16 6ras megvilagitas segiti (Koncz és Rédei, 1999). A teljes
¢letciklus -beleértve a magok csirazasat, a rozetta levél kialakuldsat, a fo virdgzati tengely
1étrejottét, a viragzast és az elsé magok €érését- 6 hét alatt végbemegy. A kifejlett ndvény
onmegtermékenyitd, kistermetli, mind6ssze 10-30 cm-es. A vadtipus levelein és szaran
haromagl trichdmak (sz6rok) taldlhatoak. A levélrozettabol kindvd szétdgazd szarak
végein spiralis korokben fejléddd virdgok elsd ove 4 csészelevelet, masodik ove 4
sziromlevelet, harmadik Ove 2 rdvidebb és 4 hosszabb porzét, a negyedik ov két
szimmetrikus részbol 0sszeforrt termot tartalmaz. Utdbbibol hosszh, vékony, 5-20 mm-es
becdtermés alakul ki, ami szaraz allapotban felnyilik, és 20-30 magot produkal. Egyetlen
kifejlett novény akéar tobb szaz becdt is létrehozhat, amiben tobb mint 5000 darab,
egyenként 0,5 mm hosszusagh mag taldlhatdo (Meinke és mtsai, 1998). Mészkeriild
gyomtarsulasokban fellelhetd Europaban, Dél-Amerikaban, de egyes Okotipusai
(Columbia, Landsberg erecta) eléfordulnak Kinaban, Afrika egyes teriiletein is (Koncz és

Rédei, 1999).

2.1. 2. Arabidopsis mint a névényi genetika modellorganizmusa
A ladfii genom teljes szekvenciajanak megismerésével (Arabidopsis Genome Initiative,

2000) lehetdség nyilt részletesebben tanulmanyozni a novényi gének kiilonb6zé funkcioit.
Az Arabidopsis thaliana genomja megkozelitéleg 157 Mb (Bennett és mtsai, 2003). A
ludfii gaméta DNS-e 5 kromoszomat képez, azaz a diploid A. thaliana kromoszoémaszama
10. Az A. thaliana kisméretli genomja, a genomi DNS-ének alacsony metilaltsagi foka,
valamint a névény révid generacios ideje és konnyi in vitro fenntarthatésaga alkalmassa
teszi ezt a fajt arra, hogy a magasabbrendli kétszikli ndvények szamara
modellorganizmusként szolgaljon. Tovabbi el6ny, hogy az A. thaliana genom teljes

genomi DNS szekvencidja ismert, ami szamos mutans gyljtemény létrehozasat és ebbdl



fakadéan magasszintli genetikai vizsgdlatokat tesz lehetdvé. Az egyes Okotipusok
szakaszosan ismétlédé DNS-szekvencidi jelentds kiilonbséget mutatnak, ami lehetdvé teszi
az ezen alapuld genetikai kapcsoltsagi térképek elkészitését. A ladfii kozel 27000 génnel
rendelkezik, ezek mintegy 35000 fehérjét kodolnak. A modellorganizmus nagy elénye,
hogy az Agrobacterium tumefaciens kozvetitette természetes génatvitellel nagyszamu, T-

DNS inszerciot hordozé mutans vonalat lehet eléallitani.

2.2. A Ca®* ion mint masodlagos jelatviteli molekula
A kalciumion rendkiviil fontos szignal komponense minden eukaridta organizmusnak.

Novényekben kiilonbozo biotikus €s abiotikus stimulusokra adott valaszreakcioban jatszik
szerepet, ide tartozik példaul a fény, magas és alacsony homérséklet, szarazsag és
ozmotikus stressz, ndvényi hormonok és patogén elicitorok. A kivaltd tényezok hatasara
térben és id6ben specifikus, jol megkiilonboztetd valtozas figyelheté meg a szabad
citoszolikus kalcium koncentracioban (Hashimoto és Kudla, 2011).

Novényekben a szabad citoplazmatikus Ca®" koncentracié minddssze kb. 0,1-0,2 uM. Ez
az alacsony Ca”" koncentracid tobbek kozott a sejtfalakban torténd megkotédés, a sejten
beliili szervecskékben (kompartmentekben) valé felhalmozodas és a Ca?*-ATPazok
mikodésének kovetkezménye. Kiilsd ingerek hatasara megemelkedik a plazmamembran
(PM) permeabilitasa Ca’*-ra nézve és kalcium bedramlés (influx) torténik, igy a
citoplazmatikus Ca®* koncentracié6 megemelkedik. Bizonyos maésodlagos jelatviteli
komponensek, mint példaul az IP; (inozitol-1,4,5- trifoszfat) képesek sejten beliili, Ca?*-ot
raktaroz6 sejtszervecskék (endoplazmatikus retikulum, vakudlum) membranjaiban
talalhat6 receptorokhoz kotddve tovabbi kalcium felszabadulédst (efflux-ot) eldidézni.
Ennek eredménye végs soron a citoplazmatikus Ca®* koncentracié tovabbi emelkedése. A
névényekben, példaul Arabidopsis thaliana-ban szép szammal fordulnak elé olyan Ca
altal szabalyozott fehérjék, amelyek képesek a kétértékii kation megkotésére (Fodor és

Zsoldos, 1998).

2. 3. Az Arabidopsis thaliana CDPK-SnRK szupercsalad
2. 3. 1. A szupercsalad altalanos jellemzése

A CDPK-SnRK szupercsalad felépitése a teljes Arabidopsis thaliana genom
szekvencian alapul (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). A ndvényi és allati protein
kinazok mukodéstiket tekintve jelentdsen eltérnek egymastol. A ndvényekben megtalalhatéd
receptor kindzok a szerin (Ser) és treonin (Thr) aminosav oldallancokat foszforilaljak, mig

az allati szervezetekben taldlhatdak a tirozin (Tyr) oldallancokat



A CDPK-SnRK szupercsalddba hét szerin-treonin protein kindz csalad tartozik: CDPK-
k (kalcium-fiiggé protein kinazok), CRK-k (CDPK-szeri protein kinazok), PPCK-k
(foszfoenolpiruvat karboxilaz kinazok), PEPRK-k (PEP karboxilaz kinaz-szerii kinazok),
CaMK-k (kalmodulin-fiiggé protein kinazok), CCaMK-k (kalcium és kalmodulin-fiiggd
protein kinazok) és az SnRK-k (SNF1- szerii kinazok). Ludfiiben 6sszesen 34 CDPK-t, 8
CRK-t, 2 PEPCK-t, 2 PEPRK-t és 38 SnRK-t azonositottak. A kalcium-fiiggd protein
kinazok novényekben és a protozoak néhany alcsoportjaban, mig a CRK-k, PEPCK-K,
PEPRK-k ¢és két SnRK alcsoport csak ndvényekben fordul eld. A fentebb emlitett csaladok
szerkezete alapvetden hasonld, de mégis eléfordulnak jelentds eltérések. Mindegyik
tartalmaz egy tipikusan eukaridta Ser-Thr protein kindzokra jellemzd katalitikus domént.
Az N-termindlis domén mind hosszisagban, mind pedig szekvencia 0Osszetételben
rendkiviil variabilis az egyes alcsaladok kozott. Néhany CDPK N-terminélis doménjén
mirisztilacios, illetve palmitoilacios helyet feltételeznek a kutatok, aminek a
plazmamembran (PM) vagy egyéb mas membran lokalizacioban lehet fontos szerepe
(Hrabak és mtsai, 2003). A CDPK-SnRK szupercsaladot alkotd csaladok domén

struktiréja az 1.a dbrdn lathato:

Autoregulicids 2
Katalitikus ~_ domén + Ca +
N-terminlis domén \ / C-terminalis Alap allapot o
COPK  wnmmiyzzz777774_| L X L0 pAap > Aktivalt dllapot
Ca2*-kité EF
motivumok
CRK iz | 1 11 1]
(CCaMK ez X Autoinhibitor
/

CaMK \\2222227C) " \ / , A .

™\ .
SnRK1 7 = =5 || | || I| &
SnRK2 i) | [ 3 [ ) | U

)
- '
SnRK3 W7z, L
Kalmodulin-
PPCK 7 " T
oz Osszekité szakasz ~ szerti domén

PEPRK ) i
1.a dbra (Hrabak és mtsai, 2003). 1.b abra (Harmon és mtsai, 2000)

Az N- és C-terminalis az egyes csalddok esetében kiilonbozd hosszusagu. A C-
terminalison lathatd, fekete téglalapok a miikoddképes kalcium-koté EF motivumokat
szimbolizaljadk. A CRK-k esetében a Ca**-kotd motivumok modosultak, igy az l.a dabran

sziirke téglalappal vannak illusztralva. A CaMK ¢és a CCaMK esetében C-vel jeldli az ébra,



hogy az autoinhibitor (autoreguldciés) domén atfed a kalmodulin-k6té doménnel. A

PPCK-k esetében nincsen N- és C-terminalis domén.

2.3.2. A CDPK csalad bemutatasa
A Kkalcium-fiiggé protein kinazok (CDPK-k) az egyik legjobban jellemzett novényi

kinaz csalad. Szerkezetiikre jellemz6 az N-terminalis varidbilis domén, majd ezt kovetden
egy katalitikus kinaz és egy autoregulaciés (autoinhibitor) domén, végiil egy kalmodulin-
szerti, 4 darab Ca®*-k6té6 EF motivumot (hand) tartalmazé C-terminalis alegység. Eppen a
C-termindlis sajatsagai miatt nevezik kalmodulin domén-szerli protein kindzoknak is. A
kalcium a specialis EF mintazatokhoz kotodve képes szabalyozni, illetve aktivalni a kinazt.
A CDPK-k aktivacidjanak modelljét a 1.b abra szemlélteti. Alapallapotban nincsen jelen
kalciumion, igy az autoinhibitor gatolja az enzim aktivaciéjat. Ca®" hatdsara egy
intramolekularis atrendez6dés megy végbe, konformacié valtozds torténik, ennek
eredményeként megsziinik az autoinhibitor kindz doménre gyakorolt gatlé hatisa és az
enzim aktivalodik.

A CDPK fehérjék molekulatomege 54,3 kDa és 72,2 kDa kozotti tartomanyban
valtozik. A legtobb kalcium-fiiggd protein kindaz (CDPK) az N-terminalis részén tartalmaz
mirisztilacios helyet, tovabba egy kozeli cisztein (Cys) aminosav oldallanc palmitoilaciods
helyként funkcionalhat. Ezeknek szerepiik lehet a plazmamembran (PM) vagy mas egyéb
membran lokalizacidban. Tobb Arabidopsis CDPK-rol is kimutattak, hogy in vitro
koriilmények kozott mirisztilalodik (Dammann és mtsai, 2003). A kalcium-fiiggé protein
kindzok-a ndvényeken kiviil-még néhany protozoaban fordulnak eld, viszont egyaltalan
nincsenek jelen példaul nematoddban és élesztében (Harmon és mtsai, 2000, Hrabak és

mtsai, 2003).

2. 3. 3. CaMK és CCaMK
A kalmodulin-fiiggé protein kinazok (CaMK-k) nem talalhatéak meg Arabidopsis

thaliana-ban. A CaMK kinazokat az autoinhibitor doménhez k6t6d6 kalmodulin aktivalja,
ami a C-terminalis és a kindz domén kozott talalhatd. Az enzimek eme nagy csaladja
allatokban és élesztében ismert, de ndvények koziil eddig csak alméban talaltak egy
homolog enzimet. A fehérje szekvencia Osszehasonlitas alapjan kideriilt, hogy az almabol
szarmazo kindz a rokonsagi kapcsolatot figyelembe véve tulajdonképpen a Ca*" ¢és
kalmodulin-fiiggd protein kindzokhoz (CCaMK-hoz) all a legkozelebb.

A CCaMK protein kindzok hasonléan a CaMK csoporthoz nincsenek jelen ludfitben. A
funkcionalis alegységek felépitése megegyezik a CDPK-nal leirtakkal, de a kalcium-k&td



domén szerkezete nem kalmodulin (CaM), hanem inkabb vizinin-szerii. A C-terminalis
domén a CDPK-val ellentétben nem négy, csak harom Ca®*-ktd EF hand-et (motivumot)
tartalmaz. A CCaMK kinazok rendelkeznek kalmodulin-koté hellyel, amely atfed az
autoregulator doménnel.

A CCaMK fehérjék Ca**és CaM altali szabalyozasa Gsszetett. A kalcium a vizinin-szerti
domén EF motivumaihoz kotédve fokozza az autofoszforilaciot. Ennek eredményeként az
enzim valoszinlileg nagyobb affinitdssal koti meg a Ca*/kalmodulin komplexet, igy
serkentve a szubsztrat-foszforilaciot is (Hrabak és mtsai, 2003). A CaMK, CCaMK csalad
domén szerkezetének bemutatdsa a 2. dbran lathato. A C-termindlis doménen talalhato
funkcionalis EF motivumok fekete, mig a mdédosult kalcium-kotd helyek sziirke négyzettel

vannak jel6lve.

Autoinhibitor

K\“m

Kinaz domén

N-terminalis

domén Kalmodulin-szerii domén

CDPK -

CRK -——— | [T 11111 ]
cCaMK — I [T T ]

Vizinin-szeri domén
CaMK -— I |

Asszociacios domén

2. abra: A CDPK, CRK, CCaMK ¢és CaMK csaladok domén szervezddésének bemutatasa
(Harmon és mtsai, 2000).

2. 3. 4. CRK csalad
A CDPK-szeri protein kinazok (CRK-k) kizarolag novényekben fordulnak eld.

Arabidopsis thaliana-ban 8 feltételezett izoenzimet azonositottak. A CRK protein
kindzokat eddig még nem igazan tanulmanyoztak. Szerkezetiiket jol szemlélteti az 1.a és 2.
dbra. Mint korabban mar emlitettem, a CRK-k C-terminalis alegységén talalhato kalcium-
koté EF motivumok modosultak, igy valoszinlileg nem képesek megkotni a Ca**-ot. A
kovetkezd tablazat a ludfliben azonositott 8 CRK protein kinazt hasonlitja dssze néhany

szempont alapjan:



, . Intronok Molekulatomeg | Mirisztilacios
Gén neve Szinonima . ;
sZama (kDa) motivum
CRK1 At2g41140 10 64,3 +
CRK2 At3g19100 9 67,2 +
CRK3 At2g46700 10 66,6 +
CRK4 At5924430 10 66,5 +
CRK5 At3g50530 10 67,0 +
CRK6 At3g49370 10 66,4 +
CRK7 At3g56760 10 64,6 +
CRK8 At1g49580 10 68,0 +

1. tablazat: Arabidopsis thaliana CRK izoenzimek 6sszehasonlitasa (Forrds:
http://plantsp.genomics.purdue.edu).

A tablazatbol kideriil, hogy a CRK2 génben egy intronnal kevesebb taldlhat6, mint a tobbi
génben.

Jelenleg nagyon kevés informaci6 4all rendelkezésre a CRK-k aktivacigjanak
mechanizmusarol, lehetséges szubsztratjaikrol, lokalizacidjukrol. Kordbbi kutatasokban
vizsgaltak mar az Arabidopsis thaliana CRK1-et (AtCRK1, Wang és mtsai, 2004) és a
CRK3-at (AtCRK3, Du és mtsai, 2005) is. Répabol (DcCRK, Farmer és Choi, 1999) és
kukoricabdl (ZmCRK, Furumoto és mtsai, 1996) szirmazd rekombinans kindzokon
végrehajtott biokémiai tanulméanyokbol kideriil, hogy nem befolyésolja az aktivitasukat a
kalcium jelenléte. A ZmCRK-n (Zea mays CRK) elvégzett kisérletek alapjan arra
kovetkeztetnek a kutatok, hogy a CRK protein kindazokban nincsen miikodoképes
autoinhibitor domén, ugyanis a kukoricdbol szarmazé ZmCRK egyarant aktiv volt Ca?*
vagy EGTA jelenlétében is. Rizsb6l szarmazdé CRK (OsCRK, Zhang és mtsai, 2002)
kalcium-fiiggé modon kalmodulint két, viszont az enzim aktivitasa fiiggetlen a kalciumtol
¢és a CaM-tol. Ebbdl kovetkezik, hogy a CRK-k valészinlileg konstitutivan aktivak
(Furomoto és mtsai, 1996; Hrabak és mtsai, 2003). AtCRK1 esetében megallapitottak,
hogy képes kalcium-fiiggd modon kalmodulint kétni (hasonléan az OsCRK-hoz), de az
enzim aktivitasa fiiggetlen a kalciumtol, viszont fokozhatd tobbféle CaM izoformaval. A
kiilonb6z6 kalmodulin formdk altal kivaltott aktivitds fokozddas mértéke minden esetben
hasonlé eredményt mutatott. (Wang és mtsai, 2004). Arabidopsis CRK3 (AtCRK3) esetén
szintén megallapitottak az enzimaktivitas kalcium fiiggetlenségét, tovabba a kinaz in vitro

reakcioban képes foszforilalni egy lehetséges citoszolikus fehérjét, az AtGLN1,1-et (A.
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thaliana glutamin szintetaz 1.1), aminek szerepe van a levelek dregedési folyamataiban (Li

és mtsai, 20006).

2. 4. A CRKY7 felépitése, jellemzése
A CRK7 egy 64,6 kDa-os, 577 aminosavbdl (AS) felépiil6 fehérje, amit az Arabidopsis

thaliana harmadik kromoszémajan talalhatdo At3g56760-as gén kodol. A protein kinaz
alapvetd felépitése megegyezik a 2. 3. 1. részben leirtakkal, valamint az 1. és 2. dbra is

szemlélteti. A 3. abran a CRK7-es gén szerkezete lathato:

789 10 1112

1066 4264

3. dbra: A CRK7-es gén szerkezete (Forrds: http://plantsp.genomics.purdue.edu).

A teljes gén 5202 bazispar (bp), mig az mRNS (illetve cDNS) 1734 bp hosszusagu. A 3.
abran lathat6 szamok a génben talalhaté exonokat (1-11.) és az UTR-t jelolik (12.). Az
elsé exon az 1006. bp-nal kezddédik és az 1491. bp-ig tart. Az utolsé exon a 3964. bp-tdl
indul és a 4101. bp-nal ér véget. Az 4. dbra szemlélteti a CRK7 protein kindz felépitését:

[

[

|

/]

[ |

[

____________________________________________________________________________|
1. 577.

Emm — Potencidlis N-terminalis mirisztilaciés hely (1. -25. AS)

B — Protein kindz katalitikus domén profil (124. - 386. AS)

== — Protein kinaz domén (124. - 386. AS)

= — Protein tirozin (Tyr) kinaz (124 .- 386. AS)

I — Aminoglikozid foszfotranszferaz (127. - 323. AS)

B — Ppotencidlis transzmembran (TM) ,,spanning” régi6 (309. — 329. AS)

4, abra: A CRKT7 protein kinaz aminosav szekvenciaja (1-577. aminosav) (Forrds:

http://plantsp.genomics.purdue.edu).



3. Célkituzeések

Elsddleges célom volt, hogy a teljes hossziisagit CRK7 cDNS szakaszt indukalhat6
PET-28a (+) vektorba klénozzam, ennek segitségével Hisg jeloléssel lassam el a CRK7
fehérjét, ami lehetévé teszi a kindz affinitdskromatografian alapul6 tisztitasat taltermeld E.
coli kultirabol. A baktériumbol tisztitott fehérjével kinaz-aktivitas vizsgalatot terveztem,
annak kideritésére, hogyan befolyasolja a kinaz aktivitasat a Ca®* és az EGTA jelenléte,
valamint képes-e foszforilalni a mesterséges szubsztratként felkinalt mielin bazikus
fehérjét (MBP).

Célom volt a cDNS stop kodonjat PCR-alapi moédositassal eltavolitani, majd egy
ugynevezett ,.entry klon”-t 1étrehozni. Ezt kovetden Gateway technolédgiat alkalmazva, LR
klondz reakci6 segitségével kanamicin rezisztenciagént tartalmazo bindris vektorba
Klonozni, hogy a CRK7 cDNS-t egy fluoreszcens modszerrel detektalhatd fuzios GFP
(Green Fluorescence Protein) riportergénnel lassam el. Tovabbi feladatom volt, hogy a
l1étrehozott 35S::CRK7-GFP konstrukciot Agrobacterium kozvetitett transzformacidval
bejuttassam A. thaliana (Col-0) névénybe és A. thaliana (Col-0) sejtszuszpenzidba, és
utdna l1ézerpasztaz6 konfokalis mikroszkop (LSM) és differencialis centrifugalast kovetd
Western analizis segitségével meghatdrozzam a CRK7-GFP fuzios fehérje lokalizaciojat a
szelektalt els6dleges transzformalt (T1-es) ndvényekben és sejtszuszpenzidban.

Tovabbi célkitiizésem volt liveghazi és in vitro koriilmények kozott nevelt névényekbdl,
illetve ndvényi részekbdl RNS-t izolalni, real-time PCR (QRT) moédszerrel vizsgalni a
CRK7-es gén kifejezddését (egy belso kontroll génhez viszonyitva).

Végiil a laboratorium altal kordbban megrendelt, T-DNS inszerciot tartalmaz6é mutans
novényi vonal (SALK Institute, USA) segitségével szerettem volna megismerni a CRK7-es

gén lehetséges funkcidit.

12



4. Anyagok és modszerek

4. 1. Vegyszerek, miiszerek, enzimek és egyéb készitmények

Kisérleteim soran az alabbi gyartoktol szdrmazo termékeket hasznaltam:

Reanal, Fluka, BD (Becton, Dickinson), Eppendorf, Duchefa Biochemie, ACCU Gene
Merck, Lonza, Molar, AppliedBiosystems, Sigma-Aldrich, Biosan, Invitrogen, Heraeus,
GFL, Bio-Rad, Stratagene, Whatmann, Amersham, Greiner, Kodak, Roche, Millipore,
Sorvall, Lasergene, Izotép Intézet Kft., Fermentas, Uvikon, Olympus, Biocenter Kft.,
QIAGEN, Pierce, MultiTarget Pharmaceuticals', ThermoFisher Scientific Inc., RETSCH,

4. 2. Modszerek
4. 2. 1. Bakterialis technikak
4. 2. 1. 1. Kompetens sejt transzformalasa

E.coli esetében un. ,,heat shock” (hé sokk) transzformaciot alkalmaztam Sambrook és
mtsai, (1989) leirasat kovetve. Plazmid szaporitaishoz a DHSa [F~ endAl glnV44 thi-1
recAl relAl gyrA96 deoRnupG ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169, hsdR17 (rK-
mK+), A-] (Hanahan 1985) torzset, fehérje taltermeltetéshez a BL21 (DE3) Rosetta [F
ompThsdSB(rB—- mB-) galdcm lacY1(DE3) pRARE6 (CmR)] (Novagen) torzset

hasznaltam.

4. 2. 1. 2. Baktériumok szaporitasa
Szilard taptalajon novesztett, egyedi baktérium telepet steril pipettahegy segitségével

folyékony médiumban inokuldltam ¢és a novekedéshez sziikséges optimalis hdmérsekleten
250-300 fordulat/perc (rpm) sebességgel 24 oran keresztiil razattam. E. coli-t 37 °C-on LB
tapoldatban, (Sambrook és mtsai, 1989), mig Agrobacterium-ot 28 °C-on YEB médiumban

(Koncz és mtsai, 1994) ndvesztettem a megfeleld antibiotikumok jelenlétében.

4.2.1. 3. Agrobacterium haromsziilés konjugaciéja (,,triparentalis mating”, Cindy és
mtsai, 1994)
A binaris vektort tartalmazd donor E. coli toérzset és az un. ,helper” torzset HB101-

pRK2013 (Ditta és mtsai, 1980) 24 6ran at 37 °C-on novesztettem LB médiumon, a
megfeleld antibiotikumok jelenlétében. A recipiens Agrobacterium torzset GV3101-
PMP90 (Koncz és Schell, 1986) 1 napon keresztiil 28 °C-on novesztettem YEB médiumon.
A donor, helper és recipiens baktérium térzsekbdl egy kis mennyiséget 6sszekevertem, LB

taptalajra kicseppentettem, majd beszdradas utan 28 °C-on inkubdltam egy ¢éjszakan at.
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Masnap kis mennyiséget szélesztettem megfeleld antibiotikumokat tartalmazé YEB
médiumra a binaris vektort tartalmazé Agrobacterium szelektalasa céljabol. A lemezeket

28 °C-on taroltam a telepek megjelenéséig, majd a szélesztést még egyszer megismételtem.

4. 2. 2. Novényi anyagon alkalmazott technikak
4.2.2.1. Arabidopsis thaliana magvak feliileti sterilezése, kirakasa taptalajra

A magokat 1,5 ml-es eppendorf csében fertdtlenitettem. Elsé 1épésként 70%-0S
etanolban 1 percig, utana 4%-0s hypo-ban (Domestos) 15 percig razattam. A magokat
Otszor mostam 1 ml Milli-Q (MQ) vizzel, hogy eltavolitsam réluk a maradék
ferttlenitoszert. A sterilezett magokat, ha sziikséges volt, megfeleld antibiotikumokat
tartalmazé 2 (MS)AR médiumra (2,2 g/l MS salt, Duchefa Biochimie-Kat. szam: M0231,
5 g/l szachar6z, pH= 5,7-5,8; agar 8 g/l) egy ¢jszakdnyi 4 °C-on torténd inkubéciod utan
raktam ki. A Kicsirazott ndvényeket termosztat szobaban (8h/16h oras fény/sotét periddus),

illetve a kitiltetést kovetden tiveghdzban 23 °C-on 16 6ras megvilagitas alatt neveltem.

4.2.2. 2. Arabidopsis sejtszuszpenzié Agrobacterium-mal torténé transzformacioja
Az Agrobacterium-ot a sejtszuszpenzio transzformalasat megel6z6 napon oltottam le 20

ml folyékony YEB médiumba, amely tartalmazott 2mM MgSO4-ot, 25 mg/l gentamicin-t
¢s 100 mg/l spectinomicin-t. A baktériumot 150-200 fordulat/perc (rpm) sebességgel 24
oran keresztiil 28 °C-on razattam. Masnap az Agrobacterium-ot 50 ml-es falcon csébe
toltottem és 3000 rpm-mel centrifugaltam 20 percig. A leiilepedett sejteket 3-5 ml ndvényi
sejtszuszpenzids médiumban (4,4 g/l MS készitmény, Duchefa Biochimie-Kat. szdm:
M0231, 30 g/l szacharoz, pH= 5,7-5, 0,24 mg/l 2,4D, 0,014 mg/1 kinetin) szuszpendaltam
fel. Steril 100 ml-es lombikba passzaltam az A. thaliana (Col-0) szuszpenziobol (23 ml
friss médium ¢és 2,5 ml 1 hetes sejtkultura), majd hozzaadtam 600 pl-t a fent emlitett
Agrobacterium oldatbol. Osszerazast kovetden a szuszpenzidt 1 orat allni hagytam 23 °C-
on (ndvényneveld szoba), utana 48 oran keresztiil razon 100-120 rpm sebességgel razatva
inkubaltam, majd a lombik tartalmat falcon csébe toltdttem és alacsony sebességgel (1000
rpm) centrifugaltam. A leiilepedett sejteket friss médium hozzaadasaval, valamint dvatos
razassal felszuszpendaltam és steril 100 ml-es lombikba toltottem. Ezt kdvetden claforan-t
(200 mg/1) és carbenicillin-t (200 mg/1) tettem a sejtkultirahoz, hogy az Agrobacterium-ot
elpusztitsam. Az 0tdodik nap elteltével 100 mg/l kanamicint adtam a kultirahoz a
transzformans sejtek szelektaldsa céljabol. A razdgéprdl levett 5 ml leiilepedett sejtet
atpipettaztam egy steril 250 ml-es lombikba, majd 45 ml friss médiumot, valamint a

megfeleld mennyiségli antibiotikumokat adtam hozza. Hetenként megismételtem a
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passzalast a fent leirtak szerint, amig stabil, kanamicin rezisztens, Agrobacterium-tol

mentes szuszpenziot nem kaptam.

4.2.2. 3. Arabidopsis thaliana viragzat infiltracios transzformalasa (Clough és mtsai,
1998)
A kisérlethez termosztat szobaban 2(MS)AR-en csiraztatott, majd iveghdzban nevelt 5-

6 hetes A. thaliana (Col-0) viragzé novényeket hasznaltam. Az Agrobacterium-ot a
transzforméciot megel6z6 napon oltattam le a megfeleld antibiotikumokat tartalmaz6é YEB
médiumban és 28 °C-on razattam. A baktériumot 20 percig 6000 rpm-mel centrifugéltam
20 °C-on. A leiilepedett sejteket infiltraciés médiumban (5% szacharoz, 0,01% Silwet L77)
szuszpendaltam fel ugy, hogy az ODgoonm értéke 0.8-1 legyen. A ndévények viragzatat az
Agrobacterium-ot tartalmazé infiltracios oldatba meritettem 2-3 percig, majd 24 oran
keresztiil lefedve taroltam. Ezt a kezelést egy hét elteltével megismételtem. Az érett magok

feliiletét sterilizaltam és uténa szelektiv taptalajon csiraztattam.

4.2.2. 4. Lézerpasztazé konfokalis mikroszkop (LSM)
A CRKY7 protein kindz térbeli expressziés mintdzatanak vizsgéalatdhoz a CRK7-GFP

riportergén konstrukciot hasznaltam. Y2 (MS)AR taptalajon 25 mg/l kanamicin, 200 mg/I
claforan jelenlétében szelektaltam a pK7FWG2.0-CRK7-EcoRV No Stop konstrukcidval
infiltralt Col-0 magokat a 4. 2. 2. 1. leirtak szerint. A kanamicin rezisztens novényeket a
hetedik napon mikroszkop fed6lemezen 1 csepp vizbe tettem, majd egy ujabb
fed6lemezzel lefedtem. A vizsgalathoz Olympus FV1000 1ézer szkenning mikroszkopot
hasznaltam (Mikroszkopos Sejtanalizis Labor, SZBK, Szeged, Mo.) a kovetkezd
konfiguracioval: 20x objektiv lencse (UPLSAPO 20x), GFP gerjesztési hullamhossz: 488
nm, GFP emissziéos hullamhossz: 550 nm, szekvencialis szkennelési mod, lézer
transzmisszio 10%. A képeket Olympus Fluoview FW1000 program segitségével

készitettem el.

4. 2. 3. Molekularis biologia modszerek

4.2.3. 1. Plazmid DNS tisztitasa baktérium sejtb6l

Sambrook és mtsai, (1989) utmutatasait kovetve plazmid DNS-t izolaltam 3 ml E. coli
kultarabol, amit a folyamat végén 70 pl RNaz tartalma TE (10mM Tris-HCI pH= 8.0;
ImM EDTA pH= 8.0) oldatban szuszpendaltam fel. A plazmid prepardtumot -20°C-on

taroltam felhasznalasig.
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4.2.3. 2. Plazmid DNS restrikcios emésztése
Az emésztés soran 5 pg plazmid DNS-t hasznaltam fel. Az emésztési reakciokat 2,5-5 U

enzimmel végeztem, a restrikcids endonukledz szdmara megfelel pufferben, a gyartd cég
utmutatasait kovetve 1,5-2 6ran keresztiil. A reakcié utan 0,8%-os 0,5XTBE agar6z gélen
ellendriztem az emésztés eredményét (Sambrook és mtsai, 1989), DNS referencia marker

(GeneRuler 1kb-s DNS molekulalétra, Fermentas, SM0311) segitségével.

4. 2. 3. 3. DNS fragment tisztitasa agaréz gélbol
A restrikcios emésztést kovetden a mintat 0,8%-os agar6z gélen ellendriztem, ahol a

DNS darabok (fragmentek) tisztan elkiiloniilnek egymastol. A tovéabbiakban hasznalni
kivant fragmentet kivagtam a gélbdl és steril eppendorf csébe helyeztem. A tisztitast gél
extrakcios termék EZ-10 Spin Column DNS Gel Extraction kit segitségével végeztem el a
kitben foglaltak szerint. A tisztitott DNS-b6&l néhany pl-t elektroforézissel agardz gélen

crer

mértem le. A DNS-t tovabb hasznaltam restrikcios emésztéseknél és ligalasi reakcioknal.

4. 2. 3. 4. Tisztitott DNS fragmentek ligalasa
A ligdlas sordn 20-50 ng DNS-t hasznaltam fel, a fragment mennyisége haromszor

annyi volt, mint a vektoré. A reakciok alkalmaval T4 DNS ligdz enzimet (Fermentas)

hasznaltam, a gyart6 ajanlasat kdvetve.

4. 2. 3. 5. LR Klonaz reakci6
A gyartd Utmutatasait kovetve, LR Clonase (Invitrogen) enzim mixet hasznélva

restrikcios emésztés-ligalas nélkiil lehetséges a kivant DNS szakaszt mozgatni, ha az

specialis hatarol6 szekvenciat tartalmaz.

4. 2. 3. 6. Novényi teljes RNS tisztitas
Az tiveghazi, illetve in vitro koriilmények kozott nevelt novényi mintakat (kb. 50-100

mg) folyékony nitrogénben lefagyasztottam 1,5 ml Eppendorf csében egy 3 mm-es
csapagygolyoval egyiitt, majd razogép (RETSCH MM301) segitségével feltdrtam a
mintakat. A tormelékhez TRI reagenst (Sigma-Aldrich) adtam, majd kdvettem a gyartd
altal leirt 1épéseket. A megszaritott RNS csapadékot 100 pl nagytisztasagh RNaz-mentes
vizben (ACCU Gene) oldottam fel. Az RNS mindségét gélelektroforézissel ellendriztem

(Sambrook és mtsai, 1989), koncentracigjat NanoDrop (ThermoFisher Scientific Inc.)

készulékkel mértem le.
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4. 2.3.7. Novényi teljes DNS tisztitas
Az iiveghazi ndvényekbdl szarmazd minta begytijtése és kezelése megegyezett az RNS

izolalasnal leirtakkal, azonban ebben az esetben az AquaGenomic (MultiTarget
Pharmaceuticals’) DNS izolal6 oldatot hasznaltam. A megszaritott DNS csapadékot 50 pl

TE oldatban oldottam fel, felhasznalasig -20°C-on taroltam.

4. 2. 4. PCR technikak
4.2.4. 1. Kolénia PCR

A kolonia PCR technika segitségével el lehet donteni azt, hogy a plazmid tartalmazza-e
a beklonozott DNS fragmentet vagy sem. A reakcid soran DNS templatként az egyedi
baktériumtelepeket hasznéltam, belemosva egy kis mennyiséget az eldkészitett PCR
keverékbe. A folyamathoz 1 U DreamTaq enzimet (Fermentas), és megfeleld primereket

hasznaltam.

4.2.4.2.Real-Time PCR
A reverz-transzkripcio-kapcsolt PCR soran a ndvényi szovetekbdl izolalt teljes RNS-bol

cDNS irtam. Ehhez egy specialis atir6 készitményt High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit-et (Applied Biosystems) alkalmaztam, a kitben leirtak szerint eljarva. Az
atirt cDNS-t PCR reakcioval ellendriztem.

A valds ideji PCR reakciohoz SYBR-Green Jump Start Tag Ready Mix (Sigma-
Aldrich) festéket, 6 pul cDNS-t, CRK7 (forward: TTCAGGCTTTCCGTTTTATAGTCC;
reverz. GAGCTCACGCTGGAGGATG) ¢és ACT (bels6 kontroll gén) (forward:
GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG; reverzz AACGACCTTAATCTTCATGCTGC)
primereket hasznaltam fel. A 40 ciklusbol all6 reakcio 7900 HT Fast Real-Time PCR

késziilékben, az aldbbi koriilmények kozott ment végbe: 95 °C 10 perc; 95 °C 15
masodperc, 60 °C 1 perc; disszociacio: 95 °C 15 mésodperc, 60 °C 15 masodperc, 95 °C
15 masodperc. Az eredmények kiértékeléséhez ABI SDS 2.3 ¢és RQ Manager 1.2

programokat hasznaltam.

4. 2. 5. Osszetett molekularis biolégiai médszerek
4. 2.5. 1. CRKT7 protein kinaz tisztitasa baktériumbol

A teljes hossztisagh CRK7 cDNS-t tartalmaz6é pET-28a (+) (Novagen) konstrukciot
BL21 (DE3) Rosetta kompetens sejtbe transzformaltam a kordbban leirt modon. A
baktériumot LB médiumra (25 mg/l kanamicin, 34 mg/l chloramphenicol, 0,4% gliik6z)
szélesztettem és 37 °C-on ndvesztettem egy ¢€jszakan keresztiil. A felndtt telepekbdl

néhanyat 250 ml-es lombikban levé folyékony LB tapoldatba (antibiotikumok, gliikoz)
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oltottam, majd egész éjszaka 37 °C-on razattam 200-250 fordulat/perc sebességgel. A
baktérium kultarat 1:10 aranyban (100 ml friss médium, 10 ml baktérium kultara)
kihigitottam egy steril 250 ml-es lombikban, majd ODgoonm= 0,7-08-ig ndvesztettem 37 °C-
on. Az OD ellendrzést kovetden 1 ml-t kivettem, ami a nem indukalt mintam volt, 13000
rpm-mel centrifugaltam és a pelletet hasznaltam fel.

A maradék baktérium kultarat 1mM-0s IPTG-vel (Duchefa) 4-5 o6rat indukaltam
(folyamatos razatas kozben) szobahOmérsékleten. Az indukcié lejarta utan 1 ml mintat
kivettem a kultarabol, centrifugadltam és a pelletet hasznaltam tovabb. A maradék
baktériumot 15 percig 3500 rpm-mel centrifugaltam. A leiilepedett pelletet 5 ml, lizozimet
tartalmazo Lizis pufferben (50mM NaP (pH= 8,0), 10mM Tris-HCI (pH= 8,0), 300mM
NaCl, 10mM Imidazol (pH= 8,07), 10% Glicerin, 2mM B-merkaptoetanol) oldottam fel és
10 percig inkubaltam szobahdmérsékleten. A felszuszpendalt mintahoz 0,5%-0s Triton X-
100-at, ImM-0s MgSO;-ot, DNaz-t ¢s RNaz-t adtam, majd miutdn a minta viszkozitasa
lecsokkent, kb. 2-3 perc, 7000 fordulat/perc sebességgel 8 °C—on centrifugaltam 20 percig.
Ez 1d6 alatt elkészitettem a matrixot, amin tisztitottam a fehérjét. Erre a célra 500 pl Ni-
NTA (Invitrogen) agar6z matrixot hasznaltam.

A Hisg szekvenciat hordozo fehérjék hozzakotddnek az oszlopon immobilizalt Ni?t
kationokhoz, igy konnyen elvalaszthatok a tobbi fehérjétél. A centrifugalas utan a
feliiluszobol 50 pl-t kivettem, ez volt az un. szolubilis (0ld6do) frakcid és a pelletet mint
inszolubilis (nem 0ld6do) frakciot hasznaltam. A maradék feliiliszohoz hozzapipettaztam a
matrixot, majd 15 ml-es Falcon cs6ben 30-40 percig 4 °C-on kevertettem, majd a matrixot
alacsony sebességii centrifugalassal osszegytijtottem.1 ml feliiluszot kivettem, ez volt az
un. atfolyd mintam. A matrixot hatszor mostam moso pufferrel, az alabbiak szerint: 2X5ml
Mosé puffer 1. (Lizis puffer, 0,5% Triton X-100), 2X5ml Mosé puffer II. (Lizis puffer,
20mM Imidazol, 0,5% Triton X-100), 2X5ml Mosé puffer III. (Lizis puffer, 20mM
Imidazol, 0,1% Triton X-100). A mosasok utan centrifugalassal gyijtéttem Ossze a
matrixot, amit az utolsoé tisztitads utan kromatografias oszlopra pipettaztam. A megktddott
fehérjéket Elucios puffer (Lizis puffer, 80mM Imidazol, 0,1% Triton X-100) segitségével
oldottam le a matrixrol. A tisztitds soran gy(jtott mintdkat 8%-0s poliakrilamid gélen
ellendriztem. A géleket Coomassie-val (Sambrook és mtsai, 1989) festettem meg. A
tisztitott Hisg-CRK7 fehérjét Sambrook és mtsai (1989) szerint dializaltam 2 liter (50mM
NaCl, 10mM Tris-HCI (pH= 7,5), 10% Glicerin SmM [B-mercaptoetanol) oldatban és -80

°C-on taroltam, felhasznalésig.
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4. 2. 5. 2. Western-blot analizis
A mintak teljes fehérjetartalmat Bio-Rad fehérjemeghatarozé készlettel (Bradford,

1976) hataroztam meg. 25-50 pg fehérjét denaturalo SDS-poliakrilamid gélen a méretiik
szerint elvalasztottam (Laemmli, 1970), molekulastuly markerként PageRuler™ Prestained
Protein Ladder-t (Fermentas SM0671) hasznalva.

A gélbdl a fehérjéket Immobilon-P PVDF (Millipore) membranra juttattam at Sambrook
és mtsai (1989) szerint. A reakcid utan a filteren rovid idejii desztillalt vizes Oblitését
kovetéen Ponceau-festést alkalmaztam, hogy megbizonyosodjak a fehérje transzfer
sikerességérdl. 1% ecetsav hozzdadéasat kovetden lathatova valtak a fehérje savok. 1X
TBS-T (150mM NaCl, 50mM Tris-HCI pH=: 8,0 +0,05% Tween-20)-sel mostam a
membrant, hogy a festés teljesen eltiinjon. 1 6ran keresztiil tejporos oldattal blokkoltam a
membrant (1X TBS-T+5% tejpor), majd 5 percig 1X TBS-T-vel mostam a filtert. Az
elsddleges ellenanyaggal 1,5 oraig inkubéltam, majd haromszor 10 percig mostam a
membrant 1X TBS-T-vel. A peroxidaz kapcsolt masodlagos ellenanyaggal szintén 1,5 érat
inkubéltam a filtert és utana haromszor mostam 1X TBS-T-vel, majd a detekcidhoz

Immobilon Western Substrate-ot (Millipore) hasznaltam a gyarté leirasat kovetve.

4. 2. 5. 3. Radioaktiv kinaz aktivitas vizsgalat (,,kinaz assay”)
A kisérlet fokozott figyelmet igényelt a radioaktiv komponens miatt, ezért a feladat

kivitelezését Rigd Gabor feliigyelete alatt hajtottam végre. A modszer informéaciot
szolgaltat a kinaz aktivitasarol, a kisérlet eredményébdl meggydzddhetiink arrdl, hogy a
kinaz rendelkezik-e autofoszforilacioval, illetve szubsztrat foszforilacioval. Ezen kiviil a
kérdés még az volt, hogy kiilonb6zé anyagok-molekuldk hogyan befolydsoljak a kinaz
aktivitasat kisérleti elrendezéstdl fliggden.

A reakciot a korabban kitisztitott fehérjével végeztem kinaz pufferben (20mMTris-HCI
pH= 8,0, 5mM MgCl,, 1mM ditiotreitol), 5 uCi (y-32P) radioaktiv ATP jelenlétében. A
reakcio 1 Oran at szobahdmérsékleten zajlott, 20 pl végtérfogatban, 1 g MBP (Mielin
Béazikus Fehérje), ImM EGTA vagy 0,lmM CaCl, jelenlétében, ahogy a reakcio
elrendezése megkivanta. A fehérje mintakat a 12%-os denaturalé SDS-poliakrilamid gélen
elvalasztottam, majd Coomassie-val festettem meg. A festés utan a gélt 6lomkazettaba
helyeztem, majd sotét szobdban rontgen filmet tettem bele. A filmet 24-48 oran keresztiil a

kazettaban tartottam és masnap a megfelelo oldatok segitségével el6hivtam.
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4. 2. 5. 4. Differencialis centrifugalas
A 35S::CRK7-GFP konstrukciot  tartalmazé 25 mg/l kanamicinen szelektalt

transzformans T1-es novényeket hasznaltam fel a kisérletben. 5 g friss novényi anyagot 10
ml feltar6 oldat (5S0mM Tris-HCI (pH= 7,5), ImM EDTA (pH= 8,0), 350mM szacharéz, 1-
2mM PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid), 1XPIC (Proteaz Inhibitor Koktél-Sigma
P9599), 10 ul/1 ml, ImM ditiotreitol hozzaadasaval 4 °C-on, jégen hiitott dorzsmozsarban
homogenizaltam. Az oldatot leszlirtem Miracloth-on (Calbiochem), majd 1000xg
sebességgel centrifugaltam 5 percig. A feliiluszobol kivett 200 pl-t és a feltard oldatban
feloldott pelletet jégen taroltam felhasznalasig. A maradék feliiluszot atpipettaztam tjabb
centrifugacsObe és 5000xg-vel centrifugaltam 10 percig. A mintavétel modja megegyezett
a fentebb leirttal. Még két alkalommal centrifugaltam, 15000xg-vel 15 percig és 48000xg-
vel 1 oran keresztiil. Fent leirt moédon meghataroztam a mintak fehérjetartalmat, majd 50-
50 ug proteint denaturalé SDS-poliakrilamid gélen méret szerint elvalasztottam (Laemmli,
1970), aztan Western blot segitségével, elsddleges ellenanyagként anti-GFP-t alkalmazva
azonositottam a CRK7-GFP fuzids fehérjét.

4. 2. 6. Bioinformatikai alkalmazasok
A munkam soran a kovetkez6 alkalmazasokat hasznaltam: 1., szekvencia elemzésre a

Lasergene és Vector NTI demo programcsomagokat, valamint internetes honlapokat, a 2.,
DNS és fehérjeszekvencia vizsgélatokhoz, irodalomgytijtéshez: NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), TAIR (http://www.arabidopsis.org/index.jsp), PlantsP
(http://plantsp.genomics.purdue.edu/) internetes oldalakat vettem igénybe.
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5. Eredmények és kovetkeztetések

5. 1. A CRKY7 fehérje tultermeltetése bakterialis expresszids rendszerben
5.1.1. A CRKY7 ¢DNS klonozasa prokariota expresszios vektorba

A kisérlethez donor vektorként a pBSKII (+)-CRK7 (C8/1) konstrukciét hasznaltam,
mely tartalmazta a teljes hosszisagh CRK7 ¢cDNS-t. Kompetens sejtbe DH5aF™ (Hanahan,
1985) torténd transzformaciot kdvetden a baktériumot 100 mg/l carbenicillin-t tartalmazo
LB médiumra szélesztettem, majd 37°C-on inkubdltam egy éjszakan at. Az egyedi
telepekbdl és a pET-28a (+) vektort tartalmazo baktériumbol plazmid DNS-t tisztitottam. A
PET-28a (+) és a pBSKII-CRK7 (C8/1) konstrukciot Sal I €s Not I restrikcids enzimekkel
1,5 oran at emésztettem, majd a kapott fragmenteket 0,8%-os agar6z gélbdl tisztitottam.

Az emésztés és az azt kovetd fragment izolalas eredményét az alabbi abra mutatja be:

1 kb

5. abra: CRK7 és pET-28a (+) DNS fragmentek kivagasa agar6z gélbdl. A képen
szamozva lathatoak: CRK7 (1.) és pET-28a (+) (2.)., M: 1kb GeneRuler, (Fermentas).

Fragment izolalas utan, T4 DNS ligaz segitségével 1étrehoztam a Hisg-CRK7 fuzios

konstrukciot (6. dbra).
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T7 terminator

His tag

Notl (6960)
Xbal (6953)
Spel (6947) f1 origin
BamHI (6g941)

Smal (6937)
st (6aa3)

CRKT |

Sall (5187)
BamHI (5168)
T7 tag

throm bin\g,;

His tag

pET-28a(+) rcCRK7
7129 bp

T7 promoter
Xbal (5031)

lac operator

lac |

kan sequence

Smal (1070)

ColE1 pBR322 origin

6. dbra: pET-28a (+)-CRK?7 konstrukcio fizikai térképe. A képen pirossal bekeretezve a

CRK7 cDNS és a fehérje tisztitast lehetdve tévo Hisg jelolés.

A ligatumot DH5aF  kompetens sejtbe transzformaltam, majd 25 mg/l kanamicin-t

tartalmazé LB médiumra szélesztettem, és 37°C-on inkubdltam egy ¢jszakan at. A

megjelend telepeket kolonia PCR segitségével ellendriztem. A reakcio soran C8-1 forward

(CCCAAATCCAAGATGACT) ¢és (C8-2 reverz

(TTTTGGCAAGAGCCGCTA)

primereket hasznaltam, az alabbi reakciokoriilményeket kdvetve: 94 °C 5 perc; 35X [94 °C

30 méasodperc (sec), 55 °C 30 sec, 72 °C 30 sec]; 72 °C 4 perc 4°Coo. Az eredményt a

kovetkezd abra mutatja:

M 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.
1lkb —

760 bp —| —

e

. e e S o e e

10. 11, 12. N M

1kb
760 bp

7. abra. pET-28a (+)-CRK7 konstrukcio ellenérzése kolonia PCR segitségével

A vartnak megfeleld méretli (760 bp) fragmentet kaptam, az ellendrzés sikeres volt.
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5. 1. 2. CRKY7 protein kinaz tisztitasa baktériumbdl
A vektor rendszer indukalasat, a fehérje taltermeltetését és tisztitdsat az anyagok és

modszerek részben foglaltak szerint végeztem. A tisztitds soran gyljtott kiillonbozo fehérje

frakciokat elektroforézissel elvalasztottam, az eredményt a 8. dbra szemlélteti.

A N T §F . S¢&
' a?@\ < < 9 $ S & F&
S S§TFSE 55 s
q ..
Mp § ~ ~ < ¥ $ My &
100 kDa
\g=. .o 4 — -
100 kDa —— SO o S __ 85kDa
70kDa —— PR -~ . —— 70kDa
w s sl —— 60 kDa
55kDa —— I -
- - -— 50 kDa
o
B., S
O
&L
M, | 1] 11 V. V. VI. My Q>
— 100 kDa
100 kDa — 85 kDa
70kDa — — —— 70kDa
T T — 60 kDa
55kDa |
— —— 50 kDa

8. dbra: Hisg-CRK?7 protein kinaz tisztitasa baktériumbol. Jeldlések: Mp (Prestained
molekulalétra, Fermentas, kat. szam: SM0671), My (Unstained molekulalétra, Fermentas,

kat. szam: SM0661), piros nyilak: Hisg-CRK7 fehérje.

A 8. dbra ,,B” részén lathatd romai szamok a matrixrol leoldodott fehérje frakciokat
jelolik. Jol lathato, hogy az 1. és I1. elicid soran az dsszes fehérje lekotddik az oszloprol. A
molekulaméret pontosabb szemléltetése érdekében a Hisg-CRKS protein kinazt is
megfuttattam 8%-0s denaturalé SDS-poliakrilamid gélen. A CRK7 64,6 kDa, mig a CRKS5
67 kDa molekulatomegii. Western-transzfert, valamint Ponceau-festést kovetéen anti-Hisg
egér monoklonalis ellenanyagot 1:1000 higitasban (Roche kat. szam: 11922416001), mint
elsédleges, valamint peroxidaz-kapcsolt anti-egér ellenanyagot 1:10000 higitasban (Pierce,

kat szam: 31430) hasznalva azonositottam a tisztitott Hisg-CRK7 fehérjét.
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100 kDa — 85kDa
70 kDa 70 kDa
60 kDa
55 kDa
50 kDa
S
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&
M, L 1. 1. IV. V. VL My, &
100 kDa — 100 kDa
85 kDa
70 kDa
70 kDa
55 kDa 60 kDa

9. dbra: A 8. dabrdn bemutatott gélr6l PVDF membranra atblottolt fehérjék Ponceau-festés

utan (a tisztitott Hisg-CRK7 fehérjét fekete nyilak jelolik).

A festés utan a membrant a korabban leirt modon kezeltem. A blottolds eredményét

sOtétszobaban hivtam eld. Eltérd expozicios iddket alkalmaztam, mar 0,5-1 perc utan

lathatova valtak a jelek. A 10. dbrdn lathato a Western-blot detekcio végeredménye.

10. abra: Western-blot végeredménye rontgen filmen el6hivas utan.
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A képen egyértelmiien latszik a molekulatomeg, illetve pozitiv kontrollként alkalmazott

Hisg-CRKS fehérje, valamint az abra ,,B” részén az 1. és II. elucid soran leoldodott Hisg-
CRK?7 fehérje altal adott jelzés (az dbran pirossal keretezve). A kép ,,A” részén hatarozott
foltot kaptam az inszolubilis frakcid savjaban, ez alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a

Hisg-CRK7 protein kindz nagyobb részt ebben a frakcioban talalhat6. A dializist kdvetéen

a fehérjéket -80 °C-on taroltam.
5. 2. Radioaktiv kinaz-aktivitas (,,kinaz assay”) vizsgalat tisztitott CRK7 fehérjével
Az aktivitas vizsgalatot tisztitott CRK7 fehérjével radioaktiv (7-32P) ATP jelenlétében

hajtottam végre. A reakciok Osszetételét a 2. tdbldazat mutatja:
Hise-CRK7 + + + + + +
MBP (1pg) + + +
CacCl, (0,1 mM) + +
+ +

EGTA (1 mM)
2. tablazat: A kinaz-aktivitas vizsgalat soran hasznalt reakciok Osszetétele a 4. 2. 5. 3
pontban leirtak szerint, a teljes reakcio térfogata minden esetben 20 pl.

expozicids 1d6 utan).

A kinaz-aktivitas vizsgalat végeredményét a 11. dbra mutatja be:
8 g
~ R
§ § g £ &
S § § £ §
§ ¢ § ¢ ¢ ¢
Autofoszforilicio —> . 65 kDa
Szubsztrat
foszforilacio
11. abra: Kinaz-aktivitas vizsgalat eredménye rontgen filmen megjelenitve (48 6rés
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A 11, dbra alapjan elmondhat6é, hogy a kindz autofoszforildcidja minden esetben
megfigyelhetd, a kalciumion és az EGTA jelenléte nem befolyasolja az aktivitasat.
Mesterséges szubsztratként mielin bazikus fehérjét (MBP) adtam a reakcidhoz, amit a
CRKY protein kinaz foszforilalt. A kalciumion és az EGTA az MBP jelenlétében sem
befolyasolta a CRK7 protein kinaz miikodését.

5. 3. A CRK7-GFP fuziés fehérje lokalizaciéjanak vizsgalata A. thaliana (Col-0)
novényben és A. thaliana (Col-0) sejtszuszpenziéban

5. 3. 1. A CRKY7 cDNS stop kodon PCR alapi mdédositasa

A pBSK Il (+)-CRK7 (C8/1) donor plazmidbol 10X-es higitast csinaltam, amit
templatként hasznéltam a PCR reakcidé sordn. Kdvetve a gyartd utasitasait, 1,5 U Pfu
enzimet (Fermentas), M13(-20) (GTAAAACGACGGCCAGT) és EcoRV No Stop reverz
(GTAAGATATCCTGCCGCTTTCTGCAATGTAC) primereket hasznaltam. Az alabbi
reakciokoriilményeket biztositottam: 95 °C 1 perc; 35X [95 °C 15 sec, 55 °C 30 sec, 72 °C
1 perc], 72 °C 4 perc 4°C . A folyamat eredményeként a CRK7 stop kodon egy alanin
aminosavra cser¢lédott ki (TAG=>GCA).Vastagon szedett betiitipussal jeloltem a primer
szekvencian ezt a régiot. A CRK7 cDNS EcoRYV restrikcios hasitasi helyet is hordoz, amit

alahuzassal jeloltem a primer szekvencidn.

M M

3 kb— —— 3 kb

1kb — 1kb

12. dbra: Stop kodon eltavolitas PCR reakcidjanak tesztfuttatasa (M: 1 kb, GeneRuler).

Az agardz gélen tortént ellendrzés alapjan elmondhatd, hogy sikeres volt a PCR reakcio,
amit a 12. dbra szemléltet. A PCR terméket gélbdl tisztitottam, majd az eluatumot és a
pBSK II (+) plazmidot is emésztettem Sall, valamint EcoRV restrikcios enzimekkel. A
g¢1bdl izolalast kovetden ligalasi reakciot hajtottam végre, utana DHSaF ™ kompetens sejtbe
transzformaltam, 100 mg/l carbenicillin-t tartalmazé LB médiumra szélesztettem, majd
37°C-on inkubdltam egy éjszakan at. Ezt kovetéen kolonia PCR-t végeztem az alabbi
primereket  hasznalva: M13(-20) (GTAAAACGACGGCCAGT) ¢és MI13(-26)
(CAGGAAACAGCTATGAC). A kolonia PCR eredményét a 13. dbra szemlélteti. A
pozitiv klonokbdl plazmid DNS-t tisztitottam, majd tesztemésztést végeztem Sall és
EcoRYV restrikcids enzimekkel, amit a 14. abra szemléltet. A 2-es klont szekvenaltatassal

ellendriztiik (SZBK DNS Szekvenalo Laboratorium).
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A kapott fragmentek a megfelelé mérettartomanyban lathatoak.

13. abra: Kolonia PCR pBSK II (+)-CRK7-EcoRV No Stop konstrukciét hordozo

baktériumokbol (-: negativ kontroll; +: pozitiv kontroll; M: molekulalétra).

M 2. 11. 15. 22. M

3 kb 3kb

1 kb 1 kb

14. abra: A pozitiv klonok (2., 11., 15.,22.) tesztemésztése Sall és EcoRV restrikcios

enzimekkel (M: molekulalétra).

A pBSK II (+) és a CRK7-EcoRV No Stop cDNS egyértelmiien j6 mérettartomanyban
talalhato.

5. 3. 2. CRK7-EcoRYV No Stop cDNS binaris expressziés vektorba klonozasa Gateway
technoldgia felhasznalasaval
A kisérlet soran a pBSK II (+)-CRK7-EcoRV No Stop konstrukciot (2-es klon) és a

pENTRY2B vektort (2718 bp, Invitrogen) Sall és EcoRV restrikcios enzimekkel
emésztettem meg (15.dbra). Agardz gélbdl fragmentet izoldltam ¢s a CRK7-EcoRV No
Stop cDNS-t ligaltam a pENTRY2B vektorba, ezzel létrehozva az Un. ,entry” klont.
Transzformaci6 utan kolonia PCR-t alkalmaztam C8-1 és C8-2 primerekkel, a fent leirt
moédon (16. dbra). Ezt kovetéen a pozitiv klonokbdl plazmid DNS-t tisztitottam és a
PENTRY2B-CRK7-EcoRV No Stop konstrukciot emésztettem Sall-EcoRV restrikcids
enzimekkel ellendrzés céljabol.

Egy pozitiv konstrukciot kivéalasztva, elvégeztem az LR Klonaz reakcidt. A folyamatot
a gyartd (Invitrogen) altal leirt mdédon kiviteleztem. A reakcio tartalmazta: pENTRY2B-
CRK7-EcoRV No Stop konstrukciot (2-es klon), pK7FWG2.0 (binaris vektor) cél vektort
(4n. ,,destination” vektor), TE puffert és LR Klonaz reagenst. Ezt kdvetéen DHSoF”

kompetens sejtbe transzformaltam a reakciot,50 mg/l spetinomicin-t tartalmaz6é LB
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médiumra szélesztettem, majd 37°C-on inkubdltam egy ¢éjszakan at. Az eredményt koldnia
PCR segitségével ellendriztem, C8-2 (gén specifikus) és p35S1 forward (vektor specifikus)
(GATGACGCACAATCCCACTATCCTTCGC) primereket hasznalva (17. dbra).

PENTRY2B M

pBSK 11 (+) —>)

15. abra: pBSK Il (+)-CRK7-EcoRV No Stop (2-es klon) és pENTRY2B vektor Sall-

EcoRV emésztést kovetd DNS fragment izoladlasa agar6z gélbdl (M: molekulalétra).

M 1.

o
"
=
o
&

1
|

1kb —
760 bp—

16. dbra: pPENTRY2B-CRK7-EcoRV No Stop konstrukcio ellenérzése kolonia PCR-ral

(M: molekulalétra, =: negativ kontroll, 1-7.: minta az egyedi baktérium telepekbdl).

2 kb
1,5kb

1kb

17. dabra: pK7TFWG2.0-CRK7-EcoRV No stop szerkezet ellenérzése kolonia PCR-ral.

28



attB1
EcoRI(11874) Pstl(40)
HindIII (11665) b35S pK7FWG2.0-CRK7/EcoRV No Stop
CRK7 Neol (637)
attB2 Aval (855)
Egfp %f/"_—;\bal (1027)
T355 HindIII (108g)
PstI (g235) RB
BamHI (g201) Aval (1278)
Smal (g198) Aval (1908)
Aval (9196) —— _Aval(3039)
mal (9196) 11995 bp
Kan Aval (3519)
LB \—\CFaI (4343)
Aval (7263)
Apall (6880) Apall (5290)
Sm/SpR Apall (5788)

18. d@bra: pK7FWG2.0-CRK7-EcoRV No Stop fizikai térképe

5. 3. 3. Lézerpasztazé konfokalis mikroszkop (LSM) vizsgalat
A 18. dbran lathat6 konstrukcidt a korabban leirtak szerint, haromsziilés konjugacidval

Agrobacterium-ba juttattam. Ezt kdvetéen a kész Agrobacterium-mal A. thaliana (Col-0)
sejtszuszpenzio, illetve A. thaliana (Col-0) ndvénytranszformalast hajtottam végre a 4. 2.
2. 3. fejezetben leirtak szerint. Csirandvények esetében az antibiotikum szelekci6 hatdsa
mar 1 hét elteltével jol latszik. A transzformans csiranévények élénkzold szinliek, a nem
transzformans csirandvények elpusztulnak (19. dbra).. A petricsészéket a frissen atrakott
transzforméans csirandvényekkel fliggblegesen allitva helyeztem el a ndvényneveld
szobaban. Erre azért volt sziikség, mert a mikroszkopos vizsgalathoz felhasznalt gyokér
mintat igy egyszeriibb preparalni. A transzformalt sejtszuszpenziobol 300 pul mennyiséget
egy hat rekeszbdl all6 milanyag kamraba tettem, majd a megfeleld mikroszkop

beallitasokkal vizsgaltam a CRK7-GFP fuzids fehérje lokalizacidjat.
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19. d@bra: A kanamicin szelekcio hatdsa a T1 magokbdl csirdztatott csirandvényekre
vilagos (A,B,C) és sotét hattérben (D). A kanamicin rezisztens, transzformans CRK7-GFP
csirandvények élénkzoldek, jol ndnek, mig a nem-transzformalt csirandvények sargik és

elpusztulnak.

GFP+ GFP-

CRK7-GFP

B

20. abra: A CRK7-GFP fuzios fehérje lokalizacids vizsgélata sejtszuszpenzidban. A
vad tipust (Col-0) szuszpenziohoz viszonyitva (B, C) a CRK7-GFP szuszpenzio sejtjei (A,

C) GFP jelet mutatnak a plazmamembranban.
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Tobbszori, 6 hetes, majd két honapos szelektalt szuszpenziobol vett minta
mikroszkopos vizsgélat sordn sem talaltam kiemelkedden erds GFP jelet a CRK7-GFP
transzformans sejtszuszpenzioban. Ez azzal magyarazhatd, hogy a CRK7-GFP rezisztens
kolonidk a kisérlet tartalma alatt még nem tudtak kelloképpen feldusulni, ehhez gyakran 6-
12 hoénapos szelekcidos nyomas alatti szuszpenzid tenyésztés sziikséges. A megfigyelt,
viszonylag gyenge GFP jel a CRK7 plazmamembranban (PM) vald lokalizacidjat
valosziniisitette.

GFP+ GFP-

CRK7°GFP
F

<~ :
CRK7-GFP

21. abra: CRK7-GFP fuzios fehérje lokalizacioja 10 napos T1 transzformans
csirandovényekben. A/D a vad tipust A. thaliana (Col-0) gyokércsucsat, mig a B/E a
CRKT7-GFP csiranovény gyokércstucsanak osztodasi/megnyulasi (MZ/EZ) zona atmeneti
zondjaban levod epidermisz sejtjeit, C/F a CRK7-GFP csirandvény gyokércsucsanak
megnyulasi (EZ) zénaban 1év6 sejtjeit mutatja. Jol lathato a CRK7-ben a GFP jel

plazmamembran (PM) lokalizacigja.

A T1 transzformans csirandvények gyokerében viszont sikeriilt meghatarozni a CRK7-
GFP fuzios fehérje helyét. A vizsgalatok alapjan Ugy tiinik, hogy a CRK7 protein kinaz

plazmamembran lokalizaciot mutat (21. dbra, fehér nyilak). Ezt alatdmasztja az a tény is,
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hogy a CRKY7 protein kindz N-terminélis doménjén egy mirisztilacios hely talalhato, ami

plazmamembran (PM) lokalizaciot feltételez.

5. 3. 4. A CRK7-GFP lokalizacio kimutatasa differencialis centrifugalast koveto
Western-blot vizsgalattal
Az intracellularis sejtszervecskék differencidlis centrifugalas soran kiilonb6zo

sebességnél iilepednek le a centrifugacsd aljara. A CRK7-GFP fizids fehérje kimutatasara
Western-transzfert kdvetéen anti-GFP egér monoklondlis ellenanyagot 1:2000 higitasban
(Roche, kat. szam: 11814460001), mint els6dleges valamint peroxidaz-kapcsolt anti-egér
ellenanyagot 1:10000 higitasban (Pierce, kat. szdm: 31430) hasznalva azonositottam a

CRK7-GFP fiizios fehérjét.
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22. abra: A differencidlis centrifugdlés utan elvégzett ellenanyag reakci6 eredménye

rontgen filmen megjelenitve (M: molekulalétra).

A centrifugalas sebességének emelkedésével fokozatosan il le a CRK7-GFP fuzios
fehérje a csapadék fazisba (22. dbra). A legmagasabb sebességnél vett mintaban erds jelet
kaptam. Ebben a frakcidban iilepedik ki az Gn. mikroszomalis frakcid, plazmamembran
(PM) és egyéb belsé membran komponensek. A CRK7 protein kindz N-terminalis részén
talalhatd mirisztilacidos motivum alapjan varhat6 volt, hogy a fehérje membran lokalizaciot
mutat majd, amit a nagyon érzékeny Western-blot kisérlet is alatdmasztott. A konfokalis
mikroszkopos vizsgalatok szintén alatdmasztottak a CRK7-GFP plazmamembranban valo

lokalizaciojat.
5. 4. A CRK7-es gén biologiai szerepének kutatasa

5.4. 1. T-DNS inszercidt tartalmazé homozigota mutans vizsgalata
Az Arabidopsis thaliana modellorganizmus elényds tulajdonsagait kihasznalva
napjainkban mar szamos T-DNS inszercioét hordoz6 mutans névényi vonalat hoztak 1étre.

Kisérleteim soran az Arabidopsis Molekularis Genetikai Csoport altal kordbban

megrendelt SALK _054022-es mutans novényi vonalat vizsgaltam. A mutans novényeket
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tiveghédzban neveltem, teljes DNS izolalas utan PCR reakciot végeztem annak kideritésére,
hogy tartalmazzidk-e a T-DNS inszertet. A reakcid soran a kovetkezd primereket
hasznaltam: RP (GAAGAGACTAGGTAAAGGGCTTGG) és LP
(AGAGAAGAAGGGGCAAAACAC) primerek vad tipus azonositasara. A PCR reakcio
soran 900-1100 bp nagysagii DNS-t amplifikalnak fel. Az RP mindig a T-DNS inszercio6 3’
végénél van. A PCR reakci6 koriilményei: 95 °C 2 perc; 35X [95 °C 30 sec, 60 °C 30 sec,
72 °C 1 perc]; 72 °C 2 perc 4°C .

S
S
O

M 1. 2 3 4 5 6. 7. 8 9 10. 11 12. N

M

1kb - e e e e e e e e 1kb

Genomi
DNS (RP és
LP)

T-DNS
(LBb1.3/L
Bal és RP) &8

1kb—

M M

23. dabra: Kiilonb6zd ndovényekbdl szarmazo DNS mintakkal (1-12.) elvégzett PCR

reakcio eredménye (N: negativ kontroll; Col-0: pozitiv kontroll; M: molekulalétra).

A 23. abran bemutatott PCR reakcid eredményébdl latszik, hogy a ndvények nem
tartalmaztak a T-DNS-t, nem sikeriilt se homozigodta, se heterozigdta mutanst azonositani
viszonylag nagyszamu (60 db) mintabol. Ennek oka, hogy valdszinilileg nem a megfeleld
T-DNS inszerciot hordozoé vonalat kaptuk a SALK intézett6l. A jovoben Ujra meg
szeretném rendelni a tényleges SALK_054022-es mutanst, valamint ezen feliil tovabbi T-
DNS inszerciot tartalmazd mutins ndvényi vonalakat, hogy kisérleteimet tovabb

folytathassam.

5. 4. 2. Real-Time PCR (QRT) vizsgalat
Uveghazi és in vitro ndvényekben, ndvényi részekben belsd kontroll génhez (ACT)

viszonyitva vizsgaltam a CRK7 gén kifejez6désének mértékét. A kisérlet eredményeinek
kiértékelésekor az Un. delta-delta Ct érték modszert alkalmaztam. A Ct érték egy ciklus
szamot jelol, amelynél a cDNS templatrol képzd6dd termék mennyiségét a detektor

kvantitativan képes értékelni. Minél alacsonyabb ez a szam, annal magasabb az adott gén
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expresszidja. A delta-delta Ct érték moddszer a Ct értéket atalakitja normalizalt relativ
expresszids értékké (szint) azaltal, hogy a vizsgdlt mintdban 1évé célgén Ct értékét a

kalibrator mintahoz viszonyitja és a bels6 kontroll gén Ct értékéhez (jelen esetben ACT).

Relativ génkifejezodés in vitro korillmények

N o e 4 w7
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24. abra: Kiilonb6z6 kort, in vitro koriilmények kozott nevelt teljes novények gén

expresszidja lathato.

A 14 napos ndvényben mért gén kifejez6dés értékét egynek tekintve, a 3 napos egész
novényben kozel 6tszor nagyobb, 1 hetes mintdban majdnem kétszerese, a 4 naposban

pedig kozel azonos a génexpresszio mértéke.

CRK7 Relativ Génkifejezédése Arabidopsis
thaliana Columbia 6kotipusaban
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25. dbra: A CRK7 gén relativ expresszidja kiilonb6zd, 6 hetes tiveghazi névényekbdl

gyiijtott mintakban (Col-0).

A rozettalevélhez viszonyitva a palhalevélben tapasztaltam a legmagasabb értéket, kozel
haromszor akkora relativ génkifejezodést (25. dbra). A fiatal becOben mért adat majdnem
kétszer nagyobb a rozetta levélhez képest. A virdgban detektalt érték szinte azonos a fiatal
becOben tapasztalttal. A bimbd és szar expresszios adatai kozott kicsi az eltérés,
mindkettében kb. masfélszer magasabb a relativ expresszids szint, mint a kalibrator

funkci6t betolto rozetta levélben.
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6. Osszefoglalas

Kisérleteim sordan a CDPK-SnRK szupercsalad, CRK csaladjaba tartoz6 CRK7-es
protein kindzt tanulmanyoztam. A teljes hosszusagi CRK7 cDNS-t sikeresen beklonoztam
indukalhat6 pET-28a (+) bakterialis expresszios vektorba, igy a fehérjét Hisg jeloléssel
lattam el és affinitas kromatografian alapuld modszerrel tisztitottam taltermeld E. coli
baktériumbol. A kitisztitott fehérjével radioaktiv kindz-aktivitds vizsgalatot végeztem. Az
eredményekbdl kideriilt, hogy a mesterséges szubsztratként felkinalt mielin bazikus
fehérjét (MBP) képes foszforilalni, tovabba a CRK7-es kinaz miikodését nem befolyasolja
a Ca?* és az EGTA jelenléte, vagyis az autofoszforilacié és a szubsztrat-foszforilacio
jelensége fliggetlen ett6l a két komponenstol.

A CRK7 cDNS stop kodonjat PCR alapi modositassal eredményesen eltavolitottam,
majd tobb lépésben létrehoztam egy un. ,.entry” klont. Ezt kovetéen Gateway technologiat
felhasznalva LR Klonaz reakcioval sikeresen klonoztam kanamicin rezisztenciagént
tartalmazo binaris expressziés vektorba, igy a CRK7 cDNS-t fluoreszcens moédon
detektalhaté fuzios GFP riportergénnel lattam el. A 35S::CRK7-GFP konstrukciot
Agrobacterium kozvetitett transzformacioval A. thaliana (Col-0) novénybe és A. thaliana
(Col-0) sejtszuszpenzidba juttattam. Az antibiotikumon szelektalt elsédleges T1
csiranovényekben és szuszpenzioban lézerpasztazd konfokalis mikroszkép (LSM),
valamint differencidlis centrifugalast kovetd Western-blot vizsgalat alkalmazéséaval
meghatdroztam a CRK7-GFP fuzios fehérje lokalizaciojat. A szelektalt transzformans
sejtszuszpenzidban tobbszori (jelen esetben két honapos szelekcidt kovetd) mikroszkopos
vizsgalat utan sem talaltam erds GFP jelet. Az els6dleges T1 csirandvények gyokerében
azonban a CRK?7 protein kindz plazmamembran (PM) lokalizaciojat tapasztaltam, amit a
T1 transzforméans novényeken végzett differencialis centrifugalast koveté Western-blot
vizsgalat eredménye is igazolt.

A SALK _054022-es mutans novényi vonallal végzett kisérletek sordn nem megfeleld
eredményeket kaptam, igy a jovében tovabbi, szintén T-DNS inszerciot tartalmazod mutans
ndvényi vonal tanulmanyozasaval szeretném folytatni a CRK7 gén biologiai funkcidjanak
megallapitasara iranyuld kutatasaimat. Uveghazi novényekbdl szarmazo A. thaliana (Col-
0) mintakat real-time technikaval vizsgalva megallapitottam, hogy a CRK7 génexpresszid
mértéke a rozetta levélhez viszonyitva a palhalevélben nagyjabol haromszor akkora. In
vitro modon nevelt novényeket Gsszehasonlitva, a 3 napos mintaban 6tszorose a CRK7

génkifejez0dése a 14 napos novénybdl vett mintdhoz képest.
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Csoport tudomanyos fOmunkatarsanak, aki témavezetdémként mind elméleti, mind
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Onzetlen segitségét. Koszondm elméleti oktatasat és az azt kovetd fokozott figyelmét a
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