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Bevezetés

El6zmények

Vizsgalataink kdzéppontjaban az NRP fehérjék (Nucleosome Assembly Protein 1-Related
Protein) alltak. Egy lucerna (Medicago sativa) NRP fehérje kddol6 szekvencia szakaszat
kutatécsoportunkban kordbban egy cDNS kivonasos klon konyvtarbol izolaltdk , mint
egy a 10 uM 2,4-D kezelés hatasara indukal6do gént reprezentalé cDNS-t [1]. A 2,4-D egy
novényi hormon, az auxin mesterséges analégja, amely a kisérletekben vizsgalt lucerna
levél protoplasztokhoz adva alacsony koncentraciéban (1 pM) kalluszképzddést
indukalt, magas koncentraciéban (10 pM) viszont a szomatikus embriogenezis utjara
inditotta a protoplasztokat. Dr. Domoki Ménika valds idejli kvantitativ PCR segitségével
azt is kimutatta, hogy a csoportunkban azonositott lucerna NRP gén(ek) (mivel a lucerna
genomot még nem szekvenaltadk meg, nem tudjuk, hdny NRP gén van benniik) nem csak
a szomatikus embriogenezis indukcidéjakor mutatott magasabb kifejez6dést, hanem a

kés6bbi embri6 differencialédasi szakaszban is [1].

A cDNS altal kodolt fehérje szekvenciajat megvizsgalva megallapitast nyert, hogy az
allati SET/I,PP2A fehérjével jelent6s hasonlosagot mutat. A SET/I;PP2A egy multifunkcios
fehérje, amely tobbek kozott részt vesz a transzkripcid[2], [3], a hiszton deacetilacio[4],
az apoptdzis [5], és a sejtciklus szabalyzasaban [6], [7], mindemellett pedig foszfataz

gatlo hatasa is ismert [8].

A belgiumi székhely egytittm(ik6d6 partnertink, a CROPDesign cég a lucerna szekvencia
alapjan izolalta az Arabidopsis thaliana NRP1 (At NRP1) gén (AT1G74560) cDNS-ét és
tultermeltette az At NRP1 fehérjét rizs novényekben, aminek kovetkeztében jelentésen
(15-28%) megnovekedett a terméshozam a transzgenikus novényekben (szabadalom EP
1732378). Ez tovabb erdsitette benniink azt a torekvést, hogy a névényi NRP fehérjék

funkcidjat megismerjiik, és tovabbi kisérleteket tervezziink veliik.




A NAP1 fehérjecsalad

A lucerna és ludfii NRP fehérjék aminosav sorrendjiik alapjan a NAP1 fehérjecsalad
tagjai, melynek a névadd tagja az emberi Nucelosome Assembly Proteinl (NAP1) fehérje
[9].

A Nucleosome Assembly Protein 1 (NAP1) fehérje homoldgjai altalanosan el6fordulnak
eukariétdkban [9]. Eredetileg hiszton chaperoneként (dajka fehérje) és kromatin
szervezddési faktorként azonositottak 6ket [10], azonban ma mar ettdl eltéré szerepiik
is ismert. Részt vesznek a transzkripcio6 [11], [12], és a sejtosztdédas szabalyzasaban [13],
és a hisztonok sejten beliili szallitdsdban is [14]. A NAP1 fehérjecsalad tagjai savas
karakter( fehérjék. Mindegyikiik tartalmaz egy konzervalt kézponti NAP domént. Ezen
kiviil hordoznak egy erdsen savas C-termindlis domént, és egy valtozé hosszisagu N-
termindlis kezdeti szakaszt [9]. A NAP domén felelés a hisztonokkal valo
kolcsonhatasért, és a nukleoszéma Osszeszerelés szabalyozasaért [15]. A C-terminalis
savas végzddés Osszetételét tekintve konzervalt a fehérjecsalad tagjai kozott, azonban
valtozo6 hosszusagu [16]. A 256 aminosav hosszisaga At NRP1 fehérje is rendelkezik a
kozponti NAP doménnel, savas aminosavakban gazdag C-terminalis végzddéssel, ezen
felil pedig egy lehetséges sejtmagi export szignalt is tartalmaz, a 29. lizin aminosav
kornyékén, valamint egy kozponti elhelyezkedésli feltételezett két tagu sejtmagi

lokalizacids szignalt (1. abra).




A ladfii NRP1 aminosav sorrendje:
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1. abra. Az At NRP1 fehérje aminosav sorrendje és szerkezete
Az At NRP1 fehérje tartalmaz egy lehetséges nuklearis export szignal szakaszt
(NES; az interneten elérhet6 NetNES szoftver altal josolt, a szekvencidban doélt
betiivel jelolt), egy feltételezett két tagu sejtmagi lokalizacios szignalt (cNLS; az
interneten elérhet§ NLSMapper program altal josolt, a szekvencian alahtizassal
jelolt), egy a NAP1 csalad tagjai kozott konzervalt NAP domént, és egy savas bazisu

aminosavakban gazdag C-termindlis végzdédést.

A NAP1 csalddnak egyetlen képvisel6je talalhaté meg élesztében [17], az eukariéta
él6lények azonban szamos NAP1 homol6ggal rendelkeznek, beleértve a névényeket is
(2. abra). Ide tartoznak az eml6s NAP1-szer( hiszton chaperone fehérjék (NAP1-Like
proteins, NAP1L1-NAP1L4); a SET/I>PP2A multifunkciés fehérje; a human TSPY (Testis-
Specific Protein Y-Encoded), amely fehérjét here tumorban irtak le, és feltételezhet6en a
sejtproliferaciéban és a spermatogenezisben vesz részt [18], [19]; valamint az egér
CINAP (Calcium/calmodulin-dependent serine protein kinase-Interacting Nucleosome
Assembly Protein) fehérje, amely magas szinten fejezédik ki az agyban, és részt vesz a

génkifejez6dés szabalyozasaban [20].




Novényekben a NAP1 fehérjéknek szintén szamos fajtaja fordul el6. Ezentul, a NAP1
fehérjék mellett a novények is rendelkeznek a NAP1 fehérjékkel rokon, de kiilon
csoportot alkoto fehérje csoporttal, az NRP-kel (NAP1-related protein), melyek a human
SET/I;PP2A fehérje kozeli rokonai. A ludfi NAP1 csalad négy NAP1 fehérjét (NAP1;1,
NAP1;2, NAP1;3, és NAP1;4), és két NAP1 rokon NRP fehérjét (NRP1 és NRP2) tartalmaz
(2. abra).

A NAP1 csalad emberben A NAP1 csalad ludfiiben
NAPIL3 NAP1:4
NAPILA4 NAP1:2
NAPIL1 NAP1:3
NAPIL2 NAPI:1
SET/I2PP2A NRP1
TSPY NRP?

2. abra. Az emberi és a ludfii NAP1 fehérjék csaladfaja.

A filogenetikai fa megjelenitése Drawgram programmal valésult meg, a Phylogeny.fr
internetes oldal segitségével [21], .az aldbbi GenBank nyilvantartasi szamokkal
rendelkez6 aminosav szekvenciak felhasznalasaval: NAP1L1 (P55209), NAP1L2
(Q9ULWS6), NAP1L3 (Q99457), NAP1L4 (Q99733), TSPY (Q01534), SET/I2PP2A

(Q01105.3), NAP1;1 (Q9SZI2), NAP1;2 (Q9ZUP3), NAP1;3 (Q94K07), NAP1;4 (Q9LICO),
NRP1 (Q9CA59), NRP2 (Q8LC68).

A NAP1 fehérjék allatokban

A nucleosome assembly protein 1 (NAP1) fehérjét el6szor hiszton chaperoneként

azonositottak HeLa sejtekben (emberi méhnyakrak sejtvonal) [10]. A hisztonok négy
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fajtaja, a hiszton H2A, H2B, H3 és H4 egy oktamer (8 részbdl allo) egységet alkotva a
nukleoszdmak alapjat képezi. Erre tekeredik a DNS, minden egyes hiszton oktameren
két csavarulatot hozva létre [22]. A sejtciklus S fazisaban torténé DNS replikacié soran a
hisztonok levalnak a kromoszémakrol, hogy a leanysejtekben a DNS molekulakkal jra
kromatinna szervezddjenek [23]. A hisztonok cserél6dése, atszervezédése azonban nem
csak mitozis alatt torténik meg. Ujonnan szintetizalédott hiszton variansok épiilnek be a
kromatinba transzkripcio, DNS javitas, és rekombinaci6 soran is [24]. A hiszton
chaperone-ok a hisztonokhoz kotdédnek, és részt vesznek a Kkromatin folytonos
Ujraszervezddésében, ezen kiviil megakadalyozzak az erésen pozitiv toltésii hisztonok és
az erésen negativ toltésti DNS spontan aggregaciojat [25].

A NAP1 specifikusan a hiszton H2A és H2B proteinekkel hat kélcson, és segiti azok
kromatinna csomagolddasat mitozis soran [26]. A nukleoszomak 6sszeszerel6désének
elsd 1épéseként két-két hiszton H3 és hiszton H4 kotddik a DNS-hez egy tetramert
alkotva. Ebben mas szabalyzé faktorok vesznek részt, elsésorban a chromatin assembly
factor-1 (CAF-1) és a replication coupled assembly factor (RCAF) [27]. Ezutdn torténik a
masik két hiszton molekula nukleoszémaba csomagoldédasa, a NAP1 kozbenjarasaval
[28].

A hisztonok bazikus karakter(d fehérjék, a hiszton chaperone-ok pedig, csakigy, mint a
NAP1 fehérje, magas szamban tartalmaznak savas bazisi aminosavakat. Kimutattak
azonban, hogy a hisztonokhoz val6 kot6déshez nem sziikséges sem a NAP1 N-terminalis
vége (els6 73 aminosav), sem a savas C-termindlis domén (366-417-ig terjedd
aminosavak). A NAP1 koézponti régidja elégséges a kromatin Osszeszerel6désében
betoltott szerepéhez, a C-terminadlis domén nélkill azonban nem Kképes a mar

osszeszerelt nukleoszdmakbol a hiszton H2A és H2B fehérjéket kimozditani [15].

Emberben négy NAP1-szer(i (NAP1-Like) fehérje talalhatd, mas és mas funkcidval [29]. A
NAP1L1 részt vesz a DNS replikaciéban a kromatin formalasat modulalva, és hozzajarul
a sejtosztddas szabalyzasahoz [30]. A NAP1L2 egy agyszovet-specifikus fehérje, amely az
idegsejtek osztodasat szabalyozza [31]. A NAP1L3 génje X kromoszoman kédolt, és egy
olyan génrégidoban talalhato, amely szamos mentalis retardacioért felelés [32]. A
NAP1L4, vagy mas néven NAP2 pedig kolcsonhat hisztonokkal, és a citoplazma és a
sejtmag kozott ingazik [33], [34].
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Mig a biokémiai vizsgalatok arra utalnak, hogy a NAP1 a kromatin 6sszeszerel6désének
regulatora, addig a genetikai vizsgalatok mas funkciét is feltételeznek. Elesztében a
NAP1 mutacidja befolyasolta a gének kozel 10%-nak a kifejez6dését [35]. Ezen kiviil a
mutans torzsek a sejtciklus folyamataban is karosodnak: késleltetett mitdzis miatt
meghosszabbodott sarjak jonnek létre [36]. (Nem csak az éleszt6 NAP1 szabalyozza a
sejtosztodast, hanem a Xenopus NAP1 fehérjék is, kolcsonhatva B-tipusu ciklinekkel [37].
A NAP1 mutaci6 azonban nem letalis élesztére nézve [35]. Az ecetmuslica
életképességét ezzel szemben drasztikusan csokkentette a NAP1 delécidja [38]. Az egyik
egér NAP1-homolég, a NAP1L2 mutacidja embridletalitast okoz hibas idegfejl6dés miatt
[31].

A kromatin 6sszeszerelésében betoltott szerepének megfelel6en az ecetmuslica NAP1 a
sejtmagban talalhat6 a sejtciklus S fazisa alatt (DNS megkett6z6dés, Uj nukleoszémak
létrejotte), mig a G2 szakaszban elsésorban citoplazmikus [39]. Hasonl6an, a human
NAP1L4 a citoplazmaban van jelen GO/G1 fazisban, és a sejtmagba vandorol S fazis alatt
[33].

A NAP1 nem csak a hisztonok kicserélédésében és a nukleoszOmaba valo
csomagolddasaban vesz részt, hanem szabalyozza a hiszton H2A és H2B molekulak
sejtmagba torténd felvételét is, a sejtmag és a citoplazma ko6zott ingazva [40]. Mint
minden mas sejtmagba szallitandé fehérje, a hisztonok is nuklearis import
receptorokhoz, importinokhoz kétédnek a sejtmaghartyan, amelyek aztan bejuttatjak
Oket a sejtmagba. A hiszton H2A és H2B molekuldk elsédleges importinja éleszt6ben a
Kap114p [40]. Vele alkot komplexet a NAP1, és ezzel megnoveli a Kapl14p-nak a
hiszton H2A és H2B fehérjék nuklearis import szignaljahoz valé affinitasat. Ezzel
szemben a NAP1 gatolja mas importinok kotddését ezen hisztonok nuklearis import
szignaljahoz [40].

A NAP1 fehérjékrdl kialakul6 kép tehat azt mutatja, hogy a hiszton H2A és H2B fehérjék
sejtmagba torténd szallitasat, nukleoszémaba valé beépiilését, és a kromatinszerkezet
aktiv atalakulasait szabalyozzak. Mindemellett a kromatinnal koélcsonhatva, mint
szovetspecifikus faktoroknak, szerepiik van a sejtosztddas és a génkifejez6dés
szabalyzasaban. Zlatanova és munkatarsai a NAP1 fehérjékrdl irt 6sszefoglalo cikkiikben

zsonglér fehérjéknek nevezték el ezeket a proteineket, szemléltetve ezzel azt az
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érdekességet, hogy a NAP1 fehérjék egyszerre tobb fajta funkcié betoltésére is képesek
[41].

A novényi NAP1 fehérjék
Novényekben a NAP1 fehérjecsaladnak szamos tagja van. Rizsben és dohanyban cDNS
hibridizaciéval azonositottdk a NAP1-hez kozeli géneket. Ennek eredményeként két
NAP1-szerli gént azonositottak rizsben, és négyet dohanyban [42]. Ezen gének
mindegyike tartalmaz legaldbb egy lehetséges sejtmagi lokalizaciés szignalt. A rizs
NAP1-szer( fehérjék els6sorban a gyokérben, a csticsmerisztémaban, és a fiatal viragban
fejez6dnek ki. A sejtosztdédas folyaman mind a 4 dohany NAP1-szert fehérje génje magas
szinten Kifejez6dik [42]. A rizs és dohdany NAP1-szer( fehérjék kiilonb6z6 affinitassal
kotédnek az egyes hiszton variansokhoz in vitro [42]. A sejten beliili elhelyezkedés
tekintetében is eltéré mintazatot mutattak ezek a fehérjék: a dohany NAP1;1 fehérje
ingazik a citoplazma és a sejtmag kozott, a masik harom dohany NAP1 protein ezzel
szemben kizaro6lag a citoplazmaban talalhat6[43]. Ezek a megallapitasok arra utalnak,
hogy a kiilonb6z6 novényi NAP1 fehérjék az emldsokhoz hasonléan kiilonb6zé

funkcidkat latnak el.

Szdjaban is azonositottak egy NAP1 homologot kddolé cDNS-t, a SNAP1-et. [44] A SNAP1
is tartalmaz erdsen savas doméneket, és egy lehetséges sejtmagi lokalizacios szignalt.
Kimutattak, hogy a SNAP1 is rendelkezik nukleoszéma 0sszeszereld aktivitassal in vitro
[44].

A 1adfti genom négy NAP1-hez igen kozeli homolog gént tartalmaz. A veliikk végzett
vizsgalatok soran bebizonyosodott, hogy mind a négy NAP1 fehérje els6sorban a
citoplazmaban talalhaté, és csak kis mértékben a sejtmagban [45]. Az At NAP1;4
kilonbozik a tobbitdl abban, hogy ingazik a sejtmag és a citoplazma kozott, és
szovetspecifikus kifejez6dést mutat: csak bizonyos gyokérszegmensekben és
pollenszemekben fordul el6 [45]. A masik harom At NAP1 fehérje altalanosan el6fordul a
novényekben. Az At NAP1;3 a legnagyobb mennyiségben jelenlévd izoforma
csiranovényekben [45]. Az Atnapl;1-1 Atnapl;2-1 Atnap1;3-1 tripla mutdnsok nem
mutattak eltéré fenotipust a vad tipusi novényekhez képest, habar koézel 500 gén

atir6dasa megvaltozott benniik, és ezek a novények érzékenyek voltak UV-C sugarzas
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okozta DNS karosodasra [45]. Az At NAP1;3 kotodik a kromatinhoz, méghozza olyan
géneknél duasul fel, amelyek részt vesznek a DNS javitasakor a nukleotidok
kicserélésében. A nukleotid kicserélésben szerepet jatszé gének kifejez6dése kisebb

mértékd a tripla mutans novényekben [45].

Novényekben is ismeriink példat a NAP1 fehérjék sejtosztodasban betoltott szerepére.
Az At NAP1;1 farnezilalt formaja a sejtmagban taldlhatd, és serkenti a sejtosztodast a
levélfejlédés sejtosztodasi szakaszaban [46]. Kés6ébb az At NAP1;1 nem farnezilalt
formaja a citoplazmaban halmozddik fel, és a sejtek megnyulasat segiti el6. A nem
farnezilalt formaban térténé ektdpikus termeltetése ennek a fehérjének megzavarta a
szokasos levélfejlédést, és a sejtek megnyulasat eredményezte a sejtosztodasi

szakaszban [46].

A dohany NAP1 fehérjék mitézisban betoltott lehetséges szerepérdl is vannak adatok:
ezek a proteinek kolcsonhatnak tubulinnal, és egy dohanyban el6fordulé mitotikus

ciklinnel, a Nicta;CYCB1;1 molekulaval [43].

A ludft NAP1 fehérjék részt vesznek a novények abszcizinsavra adott valaszaban is. Az
abszcizinsav novényi hormon a stressz adaptacioban tolt be fontos szerepet. Az
Atnap1;3 mutans alléljat hordozé novények kevésbé voltak érzékenyek abszcizinsavra,

és csokkent s6toleranciat mutattak [47].

Osszefoglalva az itt leirtakat elmondhato, hogy a novényi NAP1 fehérjék sok tekintetben
hasonléan viselkednek allati rokonaikhoz: koétédnek hisztonokhoz, befolyasoljak a
sejtciklust és a transzkripciét, és néhany képvisel6jiik vandorol a citoplazma és a

sejtmag kozott.

Az NRP proteinek allati homolégjai eml6sékben: a SET /1:PP2A fehérje

Az allati SET/1,PP2A fehérje széleskorlien el6fordul eukariotakban, és erésen konzervalt.
Sokféle human sejtvonalban kifejezddik, és els6sorban a sejtmagban talalhat6 meg [48].
Rendelkezik egy C-terminalis savas doménnel, amely a kromatinszervezddés
szabalyzasaért felelds [49], N-terminalis szakasza pedig Protein Foszfataz 2A (PP2A)
gatld hatasban jatszik szerepet [50]. Human sejtkultirakban a SET/I;PP2A szerin

oldallanco(ko)n foszforilalt [51] [52].
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A SET elnevezés (SET = SE transzlokacid) onnan szarmazik, hogy az SE nevd, akut
differencialatlan  leukémiaban szenvedd paciensb8l szarmaz6é sejtvonalban
azonositottak el6szor a fehérjét, mint a SET-CAN fuzids géntermék egyik alkotoelemét
[51][53]. A CAN, vagy mas néven NUP214 fehérje normalisan a sejtmaghartyaban
lokalizalodik, és feltehetden a sejtmag és a citoplazma kozotti transzportban vesz részt.
Valoszintsitik, hogy ezen transzlokacié eredményeképpen alakul ki a betegeknél a
leukémia [55].

Szarvasmarha vesébdl is azonositottak a SET/I>PP2A fehérjét, mint a Protein Foszfataz 2A
enzim (PP2A) egyik hdéstabil gatléjat [56][8]. Ekkor kapta az [:PP2A elnevezést.
Specifikusan gatolja ezt az enzimet, mas tipusu foszfatazok enzimaktivitasat jelentésen
nem befolyasolja [8]. Megallapitottak azt is, hogy a 25-119-ig terjed6 aminosavak
felel6sek a PP2A-gatlé hatasért [50].

A SET/I,PP2A fehérje TAF-Ibeta néven is ismert. A TAF-I (Template-Activating Factor-I)
fehérjét el6szor HeLa sejtekben azonositottdk, az adenovirusok replikaciojahoz
stimulalja azaltal, hogy mddositja az adenovirus-DNS és a hozza kapcsol6dé fehérjék
kapcsolatat [58], [59]. A SET/I,PP2A fehérjével rokon NAP1 pedig képes atvenni annak

szerepét az adenovirus replikacidjanak és transzkripciéjanak a serkentésében [60].

A SET/I;PP2A fehérjének szerepe van a kromatinszerkezet atformaldsaval kapcsolatos
szabalyzd folyamatokban is. A pp32 fehérjével egyiitt tagja az un. INHAT (inhibitor of
histone acetyltransferases) komplexnek, amely er6sen gatolja a p300 és a PCAF hiszton
acetiltranszferaz enzimek aktivitasat [4]. Az INHAT a hisztonokhoz kotédik, mintegy
elfedve ezaltal ket az acetiltranszferaz enzimek el6l. A SET/I;PP2A ily mdédon gatolja a

/////

fellazulast az atir6d6 DNS szakaszoknal.

Nem csak a hisztonok acetilaltsaga, hanem a DNS metilacioja is befolyasolja a gének
atir6dasat. A metildlt DNS a gének elhallgattatasaval, a demetilaci6 az aktiv
transzkripciéval fligg 6ssze. Kromatin immunoprecipitalas soran a SET/I;PP2A a metilalt
DNS-sel tisztitédik egyttt [61]. A SET/I>PP2A taltermelése tovabba gatolja a DNS

demetilacidjat, és a transzkripcié gatlasat okozza [61]. A hisztonok acetilaltsdga és a DNS
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metilacié6 nem fiiggetlen egymastdl: a hiszton acetilacié stimulalja a riporter plazmid
demetilacidjat és atirédasat in vitro human sejtvonalban [61].

Masok azt is kimutattak, hogy a hisztonok koéziil legnagyobb affinitassal a hiszton H3-mal
hat koélcson a SET/I2PP2A [62], és gatolja a hisztonok véletlenszer( aggregaciojat [63]. A
SET/1,PP2A e]6segiti tovabba az Sp1 (Specificity Protein 1) és az ERa (Estrogen Receptor
a) transzkripcios faktorok kot6dést a DNS-hez [64] [65], valamint a Xenopus laevis
sperma kromatin dekondenzaci6jat [66]. A granzim-A molekulaval koélcsonhatva pedig
az oxidativ stressz okozta apoptozis szabalyozasaban is részt vesz [67]. A granzim-A egy
szerin protedz, amely a citotoxikus T limfocitdkbdl szabadul fel [68], elhasitja a
SET/1,PP2A fehérjét, ezaltal felszabadul a gatlas aldl egy DNaz, amely egyszalu hasitasokat
végez a DNS-en [5].

A SET/I;PP2A kolcsonhat tovabba a KLF5 transzkripciés faktor DNS-kété doménjével,
megakadalyozva ezzel a transzkripciés faktor kotédését a DNS-hez, és az 4ltala
kozvetitett transzkripciot [69]. A citokrom p450c17 fehérjével kolcsonhatva szerepet
jatszik a DHEA (dehidroepiandroszteron) hormon szintézisének szabalyzasaban [70]. A
Herpes simplex virus VP22 burokfehérjéjéhez is kotédik a SET/12PP2A, a kélcsonhatasnak

a virus-DNS szervezddésében lehet szerepe [71].

Patkanyokon is végeztek kisérleteket a SET/I>PP2A fehérjével kapcsolatban. A patkany
veséjében a SET/IPP2A az egyedfejlédés soran a fejl6dd régidokban, a nefron
morfogenezis zonajaban fejezddik ki magas szinten [72]. Transzformalt human és
ragcsalé sejtvonalakban joval magasabb az mRNS szintje, mint az olyan kultirakban,
ahol éheztetés vagy a kontakt gatlas miatt a sejtek nyugalomban vannak [72]. Ez a
SET/I;PP2A sejtproliferacioban és tumorképzédésben betoltott szerepére utal. Ki is
mutattak a jelentéségét kiilonb6zd tipusd human és patkany tumorok képzdédésében
[72][73] [74] [75].

A tumorképzddésben betoltott szerepével 6sszhangban az is bebizonyosodott, hogy a
SET/I;PP24A, kolcsonhatva ciklinfliggd kinazokkal, ill. azok szabalyzé faktoraival
befolyasolja a sejtciklust, mind a G1/S, mind a G2/M atmeneteknél [76], [77], [37].

Megallapithatjuk tehat, hogy a SET/I>PP2A fehérje rendkiviil sok funkciot lat el emlds
sejtekben. Részt vesz a sejtosztddas, a transzkripcio, és az apoptozis szabalyzasaban,

befolyasolja a kromatinszervezddést, kolcsonhatast mutat zavarba ejtéen sokfajta
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fehérje faktorral, és mindemellett a Protein Foszfataz 2A gatlasaban is szerepet jatszik.
Hogy ez az egyetlen fehérje hogyan lat el ennyi egymastol kiilonb6zd, sét bizonyos
esetekben latszatra ellentétes funkciot (DNS javitdas vs. apoptézis, génatirédas
serkentése és gatlasa), rejtély szamunkra. Erdekes kérdés a jovére nézve annak
tisztazasa, hogy milyen korilmények sziikségesek a SET/I2PP2A eltérd szerepeinek
betoltéséhez. Ha a NAP1 fehérjékre zsonglor fehérjeként gondolunk, akkor a SET/I,PP2A
egy még figyelemreméltébb zsonglor, hiszen még a NAP1 fehérjéknél is nagyobb szamu
és kiterjedtebb kori feladattal képes megbirkézni. A 3. dbran felt(intettiink néhanyat a
SET/I;PP2A fehérje altal ellatott azon feladatok koziil, amelyekrdl az is ismert, hogy

melyik fehérjeszakasz felelGs érte.

Kolcsdnhatas Kolcsdnhatas hisztonokkal
PP2A gatlas  ERa transzkripcids faktorral Sperma kromatin dekondenzacio
T T T f CiklinB kotédés
INHAT aktivitas
/5
N- | | G __s Adenovirus DNS
termindlis termindlis replikaciojanak és
Kezdeti szakasz NAP domén Savas veég transzkripciojanak aktivalasa

3. abra. A multifunkcids SET /1:PP2A fehérje kiilonb6z6 doménjei mas és mas

funkciot latnak el emlds sejtekben.

A SET /1,PP2A szerepe ecetmuslicaban

Ecetmuslican végzett kisérletek azt mutattak, hogy h6sokk hatasara az atir6dé hésokk
géneknél a hiszton H3 foszforilalt allapotba keril, mig a represszalt nem hdsokk
géneknél a hiszton H3 defoszforilalodik [78]. Amikor egy specifikus Protein Foszfataz 2A
gatlo szert (okadainsavat) alkalmaztak a hdsokk kezelés mellett, a nem h6sokk gének
helyén foszforilalt maradt a hiszton H3 [78]. Ez a PP2A enzim szerepét bizonyitja a
hiszton H3 in vivo defoszforilaldsdban. Erre utal az is, hogy a PP2A szabalyzé
alegységének génjébe beépiilt P elem hatasara megnétt a foszforilalt hiszton H3
mennyisége a mutans larvakban. Megfigyelték tovabba azt is, hogy a SET/I;PP2A a
transzkripciésan aktiv hd&sokk gének helyén taldlhatd6 meg az ecetmuslica

nyalmirigyének éridskromoszémain hésokkot kovetéen [78]. A Drosophila SET /I;PP2A
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szerepe ebben a folyamatban nem tisztazott, a h6sokk génekhez kotédve feltehet6en

megakadalyozza a hiszton H3 defoszforilacidjat, és/vagy serkenti a gének atirédasat.

Hdsokk

PP2A

| SET/1,PP2A I

Ecetmuslica Docodquzsc:nooc::oc: x:xx:chgp:x:occmx
P P P

oriaskromoszoma P P

Génatirodas Génatirdodas

4. abra. A SET/12PP2A, a PP2A, és a hiszton H3 foszforilacio viszonya hésokkot
kovetden ecetmuslicaban (Nowak és munkatarsai).
H6sokk hatasara a korabban atir6do6 gének helyén a PP2A defoszforilalja a hiszton H3
molekulakat, ezzel egyid6ben ezek a gének elcsendesednek. A h6sokk gének helyén
(hsp) ezzel szemben aktiv atirédas és a hiszton H3 foszforilacidja tapasztalhaté. A

SET/1,PP2A fehérje ezalatt a h6sokk génekhez kotddik [78].

A ludfii NRP fehérjék

Amikor vizsgalatainkat megkezdtiik az Arabidopsis NRP1 (At NRP1) fehérjével, nem volt
semmilyen ismeretiink bioldgiai funkciéjarél. Id6kozben tobb kézlemény is napvilagot

latott, amiben ezt a fehérjét jellemzik.

A két 1udfi NRP fehérje, az At NRP1, és az At NRP2 szerepet jatszanak a gyokércsucs
sejtosztédasanak fenntartasaban [79]. Mig az nrpl-1 és az nrp2-1 mutans novények
fenotipusa megegyezik a vad tipusd novényekével, addig az nrpl-1 nrp2-1 dupla
mutansok rovid gyokerekkel rendelkeznek [79]. Nem sokkal a csirdazas utan G2/M
fazisban megrekedt sejtek halmozédnak fel ezeknek a mutdns novényeknek a
gyOkércsicsaban, ami aberrans gyokérnovekedéshez vezet. Ennek megfeleléen a

csirazast kovetd hatodik napig a dupla mutansok normalis gyokérnévekedést mutatnak,
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a hetedik naptdl kezdve azonban drasztikusan lassul a gyokérnovekedés [79]. A dupla

mutans névények tobbi szerve normalis fejlddést mutat. [79]

Az nrp1-1 nrp2-1 csiranévényekben kozel 100 gén kifejez6dése mddosult a vad tipusu
novényekhez képest [79]. Ezek ko6zé tartozik a GLABRA2, amely egy a gyokérszor
novekedés gatlasaért felelés transzkripcios faktor; és a PLETHORAZ transzkripcids
faktor, ami pedig a gyokér nyugvo kozéppontjanak kialakitasaban vesz részt [79].
Szamos sejtfalban és az extracellularis matrixban el6fordulé fehérje génjének a
kifejez6dése is mdédosult a dupla mutansokban. Ezek nem csupan szerkezeti elemek,

hanem a gyokérszorok sorsat meghatarozé pozicionalis informacidval is birnak [79].

Megvizsgaltdk a DNS karosodas kovetkezményeit is a mutdns novényeken. A dupla
mutans novények genotoxikus stresszre (bleomicin kezelés) érzékenyebbek voltak, mint
a vad tipust novények, és a PARP2 DNS javitdsdban részt vevd polimerdzt magasabb
mennyiségben fejezték ki [79]. Erdekes médon azonban a DNS karosodas javitasanak
sebessége megegyezett a dupla mutans és a vad tipusd novényekben. Ezért valdszind,
hogy a dupla mutdns egyedek nem sériiltek a DNS javitasi folyamatokban, genomjuk

azonban érzékenyebb lehet a DNS-t karosité hatasokra [79].

Az nrpl-1 nrp2-1 dupla mutdns novényekben sérilt a szomatikus homolég
rekombinacio jelensége is [80]. Homol6g rekombinacié nem csak a meidzis alatt, az
anyai és az apai kromoszomak kozti kicserélddésekkor torténik, hanem szomatikus
sejtekben is el6fordul a DNS karosodasok javitasakor [81]. A DNS javitasahoz sziikséges
a nukleoszémak szétbontasa, majd Osszeszerel6dése, ezért fontos szerepet jatszanak
benne a hiszton chaperone-ok. Nem csak az NRP-mutdnsok, hanem a harom
legaltalanosabban kifejez6d6 NAP1 fehérjében mutans nap1;1-1, nap1;2-1, és nap1;3-1,
valamint a tripla mutdns nap1;1-1 nap1;2-1 napl;3-2 1adfi novények is csokkent
homolég rekombinaciés képességet mutattak [80]. Mutagén vegyszerek hatdsara is
megvizsgaltdk a homoldg rekombinaciék el6forduldsat a novényekben. Ezeknek az
agenseknek a hatasara jelent6sen megnétt a homolog rekombinaciok szama a vizsgalt
levelekben, az nrp1-1 nrp2-1 névényekben azonban joval kevesebb volt detektalhato,
mint a vad tipusd ndévényekben. Az nrp1-1 szimpla mutansokban ezzel szemben nem

volt tapasztalhatd csokkent szami homoldg rekombinacié, sem standard koriilmények
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kozott, sem a genotoxikus stressz kezelések utan. Ez a két NRP fehérje homolog

rekombinaciéban betoltott redundans szerepére utal [80].

20



Célkitizéseink

Vizsgdalataink célja az volt, hogy a ladfi NRP1 fehérjét funkciondlisan jellemezziik. Meg
kivantuk hatarozni a szerin/treonin foszfatdz enzimekre gyakorolt hatasat, a sejten
beliili elhelyezkedését, a kolcsonhatd fehérjéket, a kifejez6désének paramétereit, és a
tultermelédésének a hatasait, hogy ezaltal a sejtek életében betoltott szerepének
megértéséhez kozelebb kertljiink. Mivel ecetmusliciban az At NRP proteinekkel
nagyfoki homoldgiat mutaté SET/I2PP2A szerepet jatszik a hiszton H3 molekula
defoszforilalasdban hdésokk folyaman, els6sorban arra voltunk kivancsiak, vajon
kolcsonhat-e az At NRP1 a hiszton H3 molekulaval, és befolyasolja-e annak
defoszforilalédasat. Az At NRP1 hdsokkvalaszban bet6ltott esetleges szerepét is tisztazni
kivantuk. Hogy teljesebb képet kapjunk az NRP fehérjék szerepérdl, néhany
kisérletiinkbe bevontuk a lucerna NRP fehérje vizsgalatat is. Célkitizéseink kozott
szerepelt az is, hogy az nrp1-1 nrp2-1 dupla mutans, ill. az AtNRP1-et tultermeld ludfi

novényeket jellemezziik.
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Anyagok és modszerek

In silico szekvencia analizis

Az At NRP1 fehérjével homoldég proteinek azonositisat Blast kereséssel végeztiik
(blast.ncbi.nlm.nih.gov/). A doménszerkezet megallapitdsat az InterPro adatbazis
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) biztositotta. A sejtmagi export szignal helyének
joslasat a NetNES (www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/) a sejtmagi lokalizaciés szignal
joslasat a cNLSMapper (www.nls-mapper.iab.keio.ac.jp) program végezte. A tobbszoros
szekvencia illesztést a ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) program segitségével
valdsitottuk meg. Az aminosav szekvencia hasonlésagon alapulé filogenetikai fakat a
Phylogeny.fr internetes oldalon szerkesztettiik meg, a fa megjelenitése Drawgram
programmal tortént [21]. Az At NRP1 fehérje josolt molekulasulyat az ExPASy adatbazis
(http://www.expasy.org/) szolgaltatta. A munkank soran felhasznalt nukleinsav

szekvencidk megtalalhatok a GeneBank/EMBL adatbazisokban, az alabbi nyilvantartasi

szamokkal:

Medicago sativa NRP FN552008
Arabidopsis thaliana NRP1 NM_001036205
Arabidopsis thaliana NRP2 NM_101738
Medicago sativa NAP1 XM_003595158
Arabidopsis thaliana NAP1.2 NM_001202624

Novények

Kisérleteinkhez a kovetkez6 ludfli (Arabidopsis thaliana) torzseket hasznaltuk: vad
tipusu Columbia, NRP hianyos nrp1-1 nrp2-1 dupla mutans, At NRP1-tiltermeld, és a

hozza tartozé null szegregans vonal.
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Az nrp1-1 nrp2-1 dupla mutans névényeket Dr Wen-Hui Shen (State Key Laboratory of
Genetic Engineering, Institute of Plant Biology, Fudan Egyetem, Shanghai, Kina)
bocsatotta rendelkezésiinkre. Ezt a torzset az nrpl-1 és az nrp2-1 T-DNS inszercios
mutagenezissel el6allitott mutans vonalak keresztezésével allitottak el6. Az nrpl-1
mutans egy beépiilt T-DNS-t tartalmaz az NRP1 gén hatodik intronjaban, az nrp2-1
PCR technikaval ellendrizték, hogy a dupla mutansokban nem irédnak at az nrp1 és nrp2
gének [79].

Az At NRP1-taltermel6 10dfi magok a CROPDesign cég (Belgium) adomanyai voltak. A
transzgént nem tartalmazo szegregans egyedeket hasznalva. A transzformacids vektor a
GFP (zolden fluoreszkal6 protein) jelzé gént, és a PPT (foszfinotricin) rezisztenciagént is
hordozta, igy a transzgenikus egyedek az utédpopulaciékban kénnyen azonosithatéak

voltak.

Columbia genotipusi novényekbdl létrehozott sejt szuszpenziot is hasznaltunk
kisérleteinkhez. A sejt szuszpenzidkat hetente atoltottuk folyékony MS taptalajba, amely
30g/1 szaharo6zt, 1mg/l Gamborg’s B5 vitamint, 0.24 mg/l 2,4-D hormont, és 0.014 mg/1

kinetint tartalmazott.

A novények csiraztatasa és a stresszkezelések

A ludfl magok feliiletét sterilizaltuk 1 percig 70% etanol (v/v), majd 10 percig 30%-os
higitasu (v/v) haztartasi hipoklorit oldattal, ezutan 6tszor atmostuk steril vizzel, és steril
Murashige és Skoog (MS) szilard taptalajra (Duchefa Biochemie, B.V. Haarlem,
Hollandia) hordtuk fel 6ket, amely tartalmazott 3% (m/v) szaharozt, 0.6% (m/v) agart,
és a taptalaj pH 5.8-ra lett beallitva. A magokat 24°C-on csiraztattuk 8 éra vilagossag/16

ora sotétség ciklusok mellett.

A hésokk kezelést vizfiird6ben végeztiikk, a sé-, genotoxikus-, és nehézfémstressz
kezelések esetén a taptalajba kevertiink kiilonb6z6 koncentraciéban NaCl-ot, bleomicint,
ill. CdCl;-ot, az UV-kezelés soran pedig UV-C fényt kibocsaté lampaval vilagitottuk meg a

novényeket a késdbbiekben leirt paraméterek mellett.
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A Gateway kl6nozas

A Gateway klénozas egy bakterialis rekombinacion alapulé médszer, és az an. att helyek
kozti rekombinacidval valosul meg. Az Invitrogen cég LR clonase nevili enzimkeveréke az
attL és az attB helyek kozti rekombinaciét végzi el. Ebben a reakciéban egy célvektor és
egy kiindulasi vektor vesz részt, az utobbi tartalmazza a klénozni kivant DNS
szekvenciat az attL helyek kozott. A rekombinacio kovetkeztében két uj molekula jon
létre: egy melléktermék, és az expresszids klon, amely tartalmazza a kivant DNS
fragmenst, valamint egy antibiotikum rezisztencia gént. Az 5. abra a kiindulasi vektor, és

a létrejott expresszids plazmid egy-egy példajat mutatja.

pDEST17-
AtNRP1

pDONR201-
AtNRP1
3029 bazispar

5473 bazispar

At NRP1

Ka
rey ‘namlfcfn
szte ne
3

5. abra. A genetikai manipulaciok soran hasznalt plazmidok két példaja: a
pDONR201-AtNRP1, és a pDEST17-AtNRP1.
A Gateway klénozashoz hasznalt kiindulasi vektorban (pDONR201-AtNRP1) az At nrp1
szekvenciajat az attL1 és attL2 helyek hataroljak. A klénozassal 1étrehozott expresszids
vektor (pDEST17-AtNRP1) 6xHis toldalékkal biztositja az At nrp1 atir6dasat Escherichia

coli baktérium sejtekben.
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Rekombinans fehérjék termeltetése és tisztitasa

A pDONR201-AtNRP1, és a pDONR201-AtNAP1;2 plazmidok a CROPdesign cég
adomanyai voltak. Ebb6l klénoztuk at az At NRP1 és az At NAP1;2 teljes cDNS
szekvenciajat pDest17 vektorba, a Gateway (Invitrogen) technoldgia segitségével. A
pDest17 plazmid indukalhaté promoterrel biztositja a beiktatott gének atir6dasat 6xHis
végzodéssel. A gyokérgiimd cDNS konyvtarbdl izolalt Medicago sativa NRP ¢cDNS-t az
Ncol/Xhol hasitasi helyek mentén kivagva a pENTRY4 Gateway vektorba illesztettiik,
majd a pDest17 bakterialis expresszids vektorba vittiik at Gateway rekombinavidval. A
teljes hosszusagi lucerna NAP1 cDNS-t kutatocsoportunkban korabban Medicago
truncatula gyokérgimd konyvtarbol izolaltdk, és elébb pENTRY4, majd pDestl7
vektorba illesztették. Az elkésziilt pDestl7 konstrukcidkat Escherichia coli Rosetta
torzsbe transzformaltuk, és a baktériumsejteket szelektiv Luria-Bertani (LB) taptalajon
(10 g/1 tripton, 5g/1 éleszt6 kivonat, 10 g/l NaCl) novesztettiik. A felnovesztett, 0szt6do
baktériumokhoz izopropil-B-d-tiogalaktopiranozidot = (IPTG) adtunk 1 mM
végkoncentracidéban, amely indukalja a pDest17 vektorrol torténd atirédast. Hirom o6ra
inkubdcio6 utdn a baktériumsejteket centrifugalassal 6sszegyjtottiik, majd felvettiik 6ket
natrium-foszfat pufferrben (50 mM NaH2PO4 pH 8.0, 300 mM NacCl, 10 mM imidazole, 10
mM MgSO4, 1 mM PMSF, 2.5 mM B-merkaptoetanol). A sejteket ezutan lizozim és
szonikalas segitségével feltartuk, a sejttormeléket centrifugalassal eltavolitottuk. A
hisztidin véggel ellatott fehérjéket a feliiliszobdl affinitas kromatografiaval tisztitottuk

hisztidint megkoté nikkeltartalmu gél segitségével (HIS-Select™ Sigma).

Ellenanyagok termeltetése és tisztitasa

A tisztitott At NRP1 és Ms NRP fehérjéket nyulak immunizalasara hasznaltuk standard
modszereket alkalmazva, hogy ellenanyagot nyerjiink bel6liik. A nyul szérumokon
affinitds tisztitast hajtottunk végre az alabbiak szerint. Az antigénként hasznalt
rekombinans fehérjéket SDS-poliakrilamid gélen megfuttattuk, atblottoltuk PVDF
(polivinilidén-difluorid) membranra, tejporral blokkoltuk a membrant, majd hozzaadtuk
a megfeleld szérumot. Négy éra inkubdlas utdn a megkot6dott ellenanyagokat glicin

tartalmu savas (pH2.6) pufferrel elualtuk, majd pH 8,0-as Tris pufferrel semlegesitettiik.
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(Millipore) szilir6kon végeztiik.

Novényi fehérjék izolalasa

A folyékony nitrogénben fagyasztott névényi mintakat jégen eldorzsoltiik kvarchomok
és extrakcios puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 15 mM MgCl, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, 1
mM NaF, 60 mM g-glicero-foszfat, 1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid/PMSF, 2 mM
ditiotreitol/DTT-t, és 10 pl/ml proteinaz inhibitor koktél) jelenlétében. A
fehérjekoncentraciét Bradford-reagenssel, spektrofotométerrel hataroztuk meg, 595

nm-en. Az immunoblot kisérletekhez mintanként 50 pg fehérjét hasznaltunk fel.

Amikor hisztonok azonositasat kivantuk végezni immunoblot moédszerrel, a fehérjék
feltarasat mas mdédon végeztiik. Erre azért volt sziikség, mert a hisztonok erésen bazikus
fehérjék, és a standard médszerrel nem biztos, hogy oldhaté formatumba keriilnek. Ilyen
esetekben a novényi szoveteket folyékony nitrogénben dorzsoltiik el mozsarban, és
hiszton extrakcios pufferben (50mM Tris-HCL pH 7.5, 150mM NacCl, 5mM EDTA, 1%
Triton X-100, 1% SDS, 1mM DTT, 10ul/ml proteaz inhibitor koktél, 50mM NaF, és 60
mM (-glicero-foszfat) vettiik fel 6ket, majd a lizatumot tovabb homogenizaltuk injekcids

tli segitségével.

Sejtek frakcionalasa

A novényi mintakat folyékony nitrogénben elddrzsoltilk mozsarban, majd feloldottuk
sejtmag izolalé pufferben (1 M hexilén-glikol, 10 mM PIPES/KOH pH 7.0, 10 mM MgCl.,
0.2% Triton X-100, 5 mM fB-mercaptoethanol, 0.1 mM DTT). A sejt lizdtumot ezutan
atszirtik négy réteg Miracloth sziirén, és centrifugaltuk (2000 g, 10 perc, 4°C). Ezzel az
enyhe centrifugalassal leiilepednek a sejtmagok. A feliildszo6t ezutan tovabb tisztitottuk
centrifugalassal (10000 g, 10 perc, 4 °C) a tormelékek eltavolitasa érdekében, és az ezzel
a lépéssel keletkezd feliiliszé6t hasznaltuk citoplazmas frakcioként. A lelilepitett
sejtmagokat pedig haromszor atmostuk moso6 pufferrel (0.5 M hexilén-glikol, 10 mM

PIPES/KOH pH 7.0, 10 mM MgClz, 0.2% Triton X-100, 5 mM (-mercaptoethanol, 0.1 mM
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DTT), ezutan pedig sejtmagi frakcioként hasznaltuk. A DNS-hez k6t6d6 propidium-jodid

festékkel ellendriztiik a sejtmagi frakciéban feldusult sejtmagok jelenlétét (6. abra).

Sejtmagi frakcio Citoplazmas frakcio

6. abra. A sejtfrakcionalassal kapott sejtmagi és citoplazmas frakciok propidium-
jodiddal festve.
A hexilén-glikolt tartalmaz6 oldattal készitett sejtmagi preparatumot, ill. a citoplazmat
tartalmazo feliiliszét a DNS-t megfestd propidium-jodiddal festettiik, és fluoreszcens

mikroszkdppal felvételt készitettiink.

Immunoblot (Fehérjék immunoldgiai detektalasa)

Az immunoblot technika alkalmas fehérjék azonositdsara és mennyiségik
meghatarozasara tobb fehérjét tartalmazé mintabol. A kisérletek menete a kovetkezd

volt:

A fehérje mintadkat megforraltuk, hogy a polipeptid lancok disszocidljanak. Ezutan SDS-
poliakrilamid gélen futtatuk meg &ket. Az SDS (szédium-dodecil-szulfat) egy erdsen
anionos detergens vegyiilet, amely kotédik a fehérjékhez, és egységes alakot, valamint
negativ toltést kolcsonoz nekik. Ezért a fehérjék csupan méretiik alapjan szeparalédnak
a gélben. Az elvalasztas segitése érdekében kétféle gélfazist alkalmaztunk az
elektroforézisnél: a fehérjék el6szor a fels6 ,6sszenyom6” gélbe jutnak (ebben a fehérjék
egy vékony savba koncentral6dnak), majd az als6 szeparalé gélbe (ahol a fehérjék
egymastdl valo elvalasztasa torténik). A mintak felvitele utan 80V-os fesziiltségértéken
végeztiik az elvalasztast kb. 3 6ra hosszan. A futtatas végeztével a gélbol a fehérjéket

PVDF (polivinilidén-difluorid) membranra transzferaltuk (elektroblottoltuk), ahol
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kovalensen kotddnek. A transzferalast 10V fesziiltségen 50 percig végeztiik. A mivelet

eredményességét lemoshat6 Ponceau festékkel ellendriztiik.

Ezt kdvetéen 5% tejport és 0,05% Tweent tartalmaz6 TBS pufferben (50 mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7.6) aztattuk a membrant, hogy azok a helyek is telitédjenek rajta, ahova
nem kotédott protein kordbban. Kovetkezd 1épésként hozzaadtuk az elsddleges
ellenanyagot (0,05% Tweent és 5% tejport tartalmazé TBS pufferben). Négy fajta
elsddleges ellenanyag fordult el6 kisérleteinkben: az altalunk eldallitott nyul poliklonalis
ludfdd és lucerna NRP ellenanyagok, a PP2Ac-t felismerdé nyul poliklondlis ellenanyag
(Millipore), valamint a hiszton H3pser10) fehérjét felismerd nyul poliklonalis ellenanyag
(Millipore). Az elsddleges ellenanyaggal tortént inkubacié utdn a membrant mostuk
0,2% Tweent tartalmazé TBS-pufferrel. Mosas utan a membrant peroxidaz enzimmel
kapcsolt masodlagos ellenanyag (nydl immunglobulint felismerd ellenanyag, Sigma-
Aldrich) tejporos oldatdban inkubaltuk a gyarté 4ltal javasolt koncentraciéban. Ujabb
mosas utan a peroxiddz enzim szubsztratjat (Lumi-Light Western Blotting Substrate,
Roche Apllied Science) adtuk a membranhoz, amely egy kemilumineszcens vegyiilet és

az enzim hatasara fényt bocsat ki. A lumineszcenciat rontgen filmmel tettiik lathatéva.

Foszfataz aktivitas meérések

A Protein Foszfataz 1 (PP1) és a Protein Foszfataz 2A (PP2A) katalitikus alegységeit nyul
vazizombdl Dr Erdédi Ferenc és Dr. Kiss Andrea izolaltak [82]. Dr. Dombradi Viktor és
munkatarsai (Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Vegytani Intézete) a vizsgalatokhoz
kétféle radioaktiv foszforral (32P) jelzett szubsztratot készitettek. A glikogén foszforilaz
szubsztratba foszforilaz kinazzal, a hiszton H2A fehérjébe protein kinaz A segitségével
épitették be a radioaktiv foszfatcsoportokat. A proteinekbdl kihasadé 32Pi-t Cserenkov
sugarzassal mérték [83].

A ludft PP2A aktivitdsanak vizsgalatdhoz foszfataz puffer (50 mM Tris-HCl pH 7.0
kiegészitve 100 pM CaClz-dal) jelenlétében immunoprecipitaltuk az enzimet
monoklonalis PP2Ac ellenanyaggal (Cell Signalling Technologies). A foszfohiszton
szubsztrat human hiszton H3.1 (New England Biolabs) foszforilalasaval késziilt, protein

kinaz A (New England Biolabs) segitségével, a gyarté utasitasainak megfeleléen. A
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foszfataz reakciot 30 percig hagytuk kifejlédni, a tisztitott 6xHis végzddésli NRP, NAP,
vagy ROP6 fehérjék jelenlétében, vagy azok nélkiil. A foszfohiszton szint csokkenését

immunoblottal detektaltuk hiszton H3pser10) specifikus ellenanyaggal (Millipore).

Ko-immunoprecipitalas

A PP2A immunoprecipitalasakor a novényi szoveteket folyékony nitrogénben
dorzsoltiik el, majd foszfataz extrakcios pufferben vettiik fel 6ket (20 mM imidazol, 2
mM EDTA, 2 mM EGTA, 1 mM PMSF, 2 mM DTT, és 10 pl/ml proteinaz inhibitor koktél,
pH 7.0). A hiszton H3(pseri0) immunoprecipitalasakor kromatint izolaltunk. Ehhez a
novényi szoveteket folyékony nitrogénben dorzsoltiik el mozsarban, és sejtmag
extrakcios pufferben (0.4 M szaharéz, 10 mM HEPES, pH 8, 2.5 mM DTT, 2 mM EDTA, 5
mM NaF, 10ul/ml Sigma-Aldrich proteaz inhibitor koktél, 50mM NaF) vettiik fel 6ket,
majd a lizatumot atsziirtiik 2 réteg Miraclothon. Centrifugalas (3000g, 10 perc, 4°C) utan
a csapadékot 1%TritonX-100 tartalmu sejtmag extrakciés pufferben vettiik fel. Ujabb
centrifugalas (10000g, 10 perc, 4°C) utdn a csapadékot 300 pl 1,7 M szahardz tartalmu
oldatban (1,7 M szaharéz, 10 mM HEPES, pH 8, 0.15% Triton X-100, 2 mM MgCl2,
10pl/ml Sigma-Aldrich proteaz inhibitor koktél) vettiik fel, rarétegeztiikk ugyanezen
pufferre, majd centrifugalassal iilepitettiik a kromatint. Az immunoprecipitalashoz
egyforma mennyiségli extraktumokat inkubaltunk a megfelel6 ellenanyaggal, ill.
ellenanyag nélkil (negativ kontroll). Az ellenanyag-antigén komplexeket Protein A-

agaroz segitségével tisztitottuk.

Kromatin immunoprecipitacios esszé (ChIP)

A hiszton H3pser10) foszforilacidval jelolt kromatin izolalasahoz dr. Domoki Monika
kromatin immunoprecipitacios esszét hajtott végre az alabbi procedura szerint. Harom
hetes csiranovényeket 1% formaldehid jelenlétében 10 percig vakuum infiltraltunk,
majd a reakciét 0,125 M végkoncentracioban hozzdadott glicinnel allitotuk le. A
keresztkotott novényi mintakat folyékony nitrogén jelenlétében eldorzsoltiik, kromatint

izolaltunk az el6z6 részben leirt médon, majd szonikaltuk a mintakat annak érdekében,
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hogy kozel 500 bazispar méretli DNS fragmenteket kapjunk. A szonikalas sikerességét
etidium-bromid-gélelektroforézissel ellendriztik A kromatint tartalmaz6 oldatot
el6tisztitottuk hering sperma DNS-sel telitett Protein A-agardéz gyongyokkel (100 pl
Sigma-Aldrich protein A agar6z / 40 pg fragmentalt hering sperma DNS). Az
immunoprecipitalast hiszton H3pser10)-felismerd ellenenyaggal (Upstate Biotechnology)
végeztilk Az immunoprecipitalt komplexekben feloldottuk a keresztkét6dést 200 mM
alkalmaztunk (150 pg/ml, 1 6ran at), majd DNS-t izoldltunk fenol-kloroform
extrakcioval és etanolos Kkicsapassal. A prométer szekvencidk azonositasat az

immunoprecipitalt kromatin frakciéban PCR-rel végeztiikk, az aldabbi primerek

felhasznalasaval:

Név TAIR kéd 5’-3’ szekvencia

HSP18.2 promoter 5’ AACGTGGCTCAGTTCTTG
At5g59720

HSP18.2 promoter 3’ CCTTCGCTTGGAGTCTTTAG

HSP20-like promoter 5’ CGGTACTGCAAATTTTCCTC
At4g21870

HSP20-like promoter 3’ ATCCAACAATTGTGTCGACTC

HSP70.1 promoter 5’ GCGAGGAGTCATTCTAGTTC
At3g12580

HSP70.1 promoter 3’ TTCTAGCTCCTTCGAGATGG

HSP100 promoter 5’ TCCGTGGTTAACAATGTTTG
At5g15450

HSP100 promoter 3’ ATCAGCAAAGAGAAACGCTTTTGC

Ludfii protoplasztok transzformalasa

A ludfi protoplasztok eldallitasdhoz 3-4 napos sejtszuszpenzidt gylijtottiink be, és a
sejteket tllepitettiik centrifugalassal. A sejteket ezutan felvettiik 1% cellulazt és 0,2%
macerozimot tartalmaz6 B5-GM tapoldatba (B5 por a gyarto utasitasa szerint, 30,5 m/v
% gliikoz, 30,5 m/v % mannitol, pH 5,5), és sotétben emésztettiik 6ket 3-4 6ran at. Ha a
sejtfaluk megemészt6dott, atmostuk 6ket B5 GM oldattal, majd B5-S oldatba (B5 por a

gyarto utasitasa szerin, 0,28M szacharoz, pH 5,5) vettiik fel 6ket. Ebben a siir(i oldatban
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az ép protoplasztok a centrifugalas hatasara felisznak a felszinre, ahonnan pipettaval
osszegyljthet6ek. A feliszott protoplasztokat Biirker kamraban megszamoltuk.
Mintanként 5 x 10> szamu protoplasztot hasznaltunk, amelyet 50 pl B5 GM tdpoldatban
vettiink fel. Ehhez adtunk 10-15 pg-ot a GFP-vel kapcsolt at nrpl gént hordozé
plazmidbdl, és 150 pl polietilén-glikol (PEG) oldatot (25% PEG 6000, 0,45M mannitol,
0,1M Ca(NO3)2, pH 9,0), majd 15-20 perc inkubalas kévetkezett sotétben. A PEG egy nagy
molekulatomeg(i, ozmotikusan igen aktiv anyag, amely a sejthartyan pdrusokat képez.
Jelenlétében a sejtek vizet vesztenek, és dsszezsugorodnak. Az inkubaciés id6 letelte
utan felhigitottuk a kozeget mosodoldattal (0,275 M Ca(NOsz)z). Ekkor torténik a
génbevitel; az 0zmdzis irdnya ugyanis megfordul, és a bearamlé vizzel egytitt a képz6d6
porusokon a DNS is a sejtekbe jut. Mosas utan a protoplasztokat B5-GMtapoldatban
inkubaltuk sotétben 14-16 6rat, majd mikroszkoppal megvizsgaltuk Oket. Ezzel a
modszerrel a zolden fluoreszkalé fehérjét is kifejez6 kiméra gének expressziodja néhany
napig figyelhetd meg (tranziens génkifejez6dés).

A tranziens génkifejez6déshez hasznalt plazmid el6alitdsdhoz dr Szlics Attila a pK7FW62
vektort [84] emésztette Hindlll és Xbal restrikciés endonukleazokkal, majd a keletkez6
fragmentet az ugyanezen enzimekkel emésztettt pBSK vektorba illesztette. Az igy
létrejott pBSK-GFP-GW vektorba LR klonaz (Invitrogen) segitségével illesztettiik be az at

nrp1 kodolé szakaszat.

Immunhisztokémia

A sejtszuszpenziobdl vett sejteket protoplasztaltuk erds enzimoldattal (3% Cellulase RS,
1% Cellulase R-10, 1% Macerozyme R-10, 0,5M mannitol, 5 mM CaClz, pH 5,3) majd
fixaltuk 6% formaldehiddel. Ezt kovetden poli-L-lizines targylemezen rogzitettik a
sejteket. A sejteket rehidrataltuk 0,05% Triton X100-zal, és mostuk PBS pufferrel (137
mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na;HPO4x2 H20, pH 7.4) Els6dleges ellenanyagként az
NRP fehérjéket felismerd nyul immunglobulint hasznaltunk (200-szoros higitasban, 50
ul PBS pufferben lemezenként). Az ellenanyaggal tortént inkubalas utan PBS-sel mostuk
a targylemezt, majd a FITC-szel (fluoreszcein izotiocianat) kapcsolt masodlagos

ellenanyagot adtuk hozza (A Sigma cég FITC-cel kapcsolt nyul ellenes immunglobulinjat
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hasznaltuk, 100-szoros higitasban). Inkubalds és mosas utan DAPI (4,6-diamino-2-
phenylindole, 0.02 pg/ul) festést is alkalmaztunk, amely a sejtmagot festi meg, és UV
fényben gerjeszthetd. A felvételeket Olympus FV 1000 pasztazé lézer konfokalis

mikroszkdppal készitettiik

Fluoreszcencia Kiégetés (FLIP)

A fluoreszcencia kiégetés (fluorescence loss in photobleaching, FLIP) kisérleteknél egy 2
pum atmérdji pontot ismételten kiégettiink 488 nm hulldamhosszi 1ézer segitségével, a
lézer erejének 80%-os kihasznaltsdga mellett. Minden egyes kiégetés utan, 1.5
masodpercenként felvételt készitettliink a 1ézer erejének csokkentésével. A kiégetések
500 ms id6tartamuak voltak. A szamitasokhoz egy 2 pm atmérgjii kor intenzitasat vettiik
alapul, 10 um-re a kiégetés helyétsl a sejtmagon beliil. Ot kiilonb6zé sejt felvételeibdl
szarmazé Aatlagokat abrazoltunk. A fluoreszcencia intenzitds értékeket a total
fluoreszcencia valtozasara normalizaltuk az alabbi képlet szerint: Irel = (Tolt)/(Ttlo), ahol
To a total sejtbeli intenzitas kiégetés elott, T; a totdl sejtbeli intenzitas t id6pontban, Io a
kijelolt hely atlagos intenzitasa kiégetés el6tt, I; pedig a kijelolt hely atlagos intenzitasa t
idopontban. A felvételeket Olympus FV 1000 pasztazd lézer konfokalis mikroszkoppal
készitettiik

RNS tisztitas, cDNS szintézis

A noveényi mintakbdl total RNS-t izolaltunk TRI reagens (RNAzol®, Sigma-Aldrich)
felhasznalasaval. A TRI reagens fenolt és guanidin-tiocianatot tartalmazdé oldat, amely
gatolja az RNazok aktivitasat. A mintakat eldorzsoltiik folyékony nitrogénben mozsar
segitségével, majd TRI reagensben vettiik fel dket. Kloroform hozzdadasa utan a
mintakat vizes és szerves fazisra valasztottuk szét centrifugalassal. Ekkor az RNS a vizes
fazisban talalhatd, mig a DNS és a fehérjék az interfazisban, ill. a szerves fazisban. Az
RNS-t ezutan izopropanollal csaptuk ki az 0sszegylijtott vizes fazisbol, majd mostuk

etanollal, végiil feloldottuk RN4z inhibitort tartalmazé vizben.
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A total RNS-ek 2 pg-jabdl szintetizaltunk cDNS-t oligo(dT) primerek, és RevertAid H
minus M-MuLV reverz transzkriptaz (Fermentas) enzim felhasznalasaval, a gyarté

el6irasai alapjan.

Valos ideji kvantitativ polimeraz lancreakcio

A valos ideji kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-QPCR) kisérleteinkhez az Applied
Biosystems cég ABI PRISM 7700 késziilékét hasznaltuk. Ez a technika abban kiilénbozik
a hagyomanyos PCR-t8], hogy egy fluoreszcens festék és egy kamera segitségével a
szintetizal6dé DNS mennyiségét a reakcié soran folyamatosan nyomon kévethetjiik.
Tobbféle fluoreszcens jelolés alkalmazhatd, mi a SYBR green festéket hasznaltuk, amely
specifikusan a duplaszali DNS-hez kotddik, és kotédott formaban erésen fluoreszkal.
Mivel azonban ez a festék nem tesz kiilonbséget a DNS szekvenciak kozott, a termék
mellett esetlegesen képz6dé mas duplaszala DNS-eket - szennyezddést, a primer rossz
helyre bekot6désébdl szarmazo6 termékeket, vagy az egymdashoz kot6dé primerek altal
képz6d6é duplaszali DNS-t - is detektalhatunk vele. Emiatt a keletkezd termékeket
disszociaciés homérsékletiik alapjan ellendriztiik. Néhany kisérletben a specifikus, un.
TagMan prdéba megkozelitést alkalmaztuk. Ehhez ,Universal ProbeLibrary” (Roche
Applied Science) technolégiat hasznaltuk, amely egy 8-9 nukleotid hosszisagu
probakbol allé oligonukleotid konyvtaron alapul. A probak 5 végiikon floureszcein
festékkel vannak jeldlve, 3’ véglikon pedig egy emisszidt kioltd6 molekulat tartalmaznak.
A prébat minden megsokszorozni kivant termék esetében ugy valasztjuk ki, hogy az
amplifikalni kivant régidohoz specifikusan kot6djon. Ahogy a Taq polimeraz megkezdi a
kotédott probat. Igy elszabadul a fluoreszcein a kiolté molekula kozelségébdl, és

floureszkalni kezd.

96 csovet tartalmazo mintatartokat hasznaltunk, ami egyszerre sok minta vizsgalatat
tette lehet6vé. Minden cDNS mintat harom ismétlésben vittiink fel, és a beléliik kapott
értékeket a kiértékelés soran atlagoltuk, ami a pipettazasi hibak kikiiszobolése miatt
fontos. Templatként cDNS-t hasznaltunk, ezért az eredményekbdl az mRNS-szintrél

kaptunk informaciot. A kiértékelés szempontjabol a reakcié linearis része érdekelt
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benniinket, itt hiizzuk meg a kiiszobértéket. Azt a pontot, ahol a fluoreszcencia metszi a
kiiszobértéket, azaz azt a ciklusszamot, ami a kiiszobfluoreszcencia eléréséhez kell, Cr-
nek nevezziik. Minél higabb a minta, annal késébbi ciklusszamnal éri el a
fluoreszcenciaja a kiiszobot. Illy mdédon a valés idejli PCR relativ kvantitalasra is alkalmas
[85]. Ehhez azonban egy bels6 kontroll gén hasznalata is sziikséges, amelyrdl
feltételezhetd, hogy a kisérleti koriilmények kozott nem valtozik a kifejez6dése. A
Genevestigator internetes adatbazisban (https://www.genevestigator.com/) kerestiink
erre a célra megfelel6 géneket. Valasztasunk az Arabidopsis UBC18 ubiquitin-konjugalé
enzimet kddol6 génjére (At5g42990) esett. Tovabbi kontrolként egy olyan referencia
gént is hasznaltunk, amely a h6sokk fehérje génekkel rokon, de kifejez6dése h6sokk alatt

allandé marad (At HSP20-like, At4g21870).

A valés idejl PCR kisérletekben az alabbi primerparokat hasznaltuk:

Név TAIR kéd 5’-3’ szekvencia

AtHSP18.2 % TTTACAAACGCAAGAGTGGA
At5g59720

AtHSP18.2 3 CCTTGACTTCTTCCTTCTTCAG

AtHSP20-like 5’ GGTCTCAGTCTCCAGATTCTC
At4g21870

AtHSP20-like 3’ AAAGTCTTCAAAGGCTGATCC

AtHSP70.1 % GAATCAAGTCGCCATGAACC
At3g12580

AtHSP70.1 3 GACTCTTATCCGCTTGAACAG

AtHSP100 % GGAAAGGTATGAACTACATCATGG
At5g15450

AtHSP100 3 ACCAAGTCAATTGCTTTATCGG

AtUBC18 5’ ACAGCAATGGACATATTTGTTTAGA
At5g42990

AtUBC18 3’ TGATGCAGACTGAACTCACTGTC

Novénysejtek tulélésének vizsgalata

Egy hetes 1udfli csiran6vények Kklorofill fluoreszcencia intenzitdsat mértiik hdsokk

kezelés nélkil , valamint 1, 2, és 3 nappal a hésokk kezelést (1h 45°C) kovetden.
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Floureszcens sztereo mikroszkép segitségével, kék fénnyel gerjesztve felvételt
Institute of Health, Anglia) analizaltuk a képeket: egyforma nagysagu tertleteket
kijelolve minden egyes foton kiszamitottuk az arra a teriiletre esé pixel intenzitasok
atlagat.

Masik modszert alkalmazva protoplasztokat izoldltunk At NRP1-tdltermeld, és null
szegregans novényekbdl. A protoplasztokat 45°C-on hdékezeltiik vizfiird6ben, majd
Evans Kék festékkel festettiik 6ket meg, és Nikon TE-300 mikroszkoppal felvételeket
készitettiink réluk. A fest6dott és nem fest6dott protoplasztokat megszamoltuk az
Image] szoftver (National Institute of Health, Anglia) Cell Counter eszkozének

segitségével.
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Eredmények

A ludfii NRP fehérjék detektalasa 37 kDa molekulasuly magassagaban SDS-

poliakrilamid gélben

A 256 aminosav hosszisaga Arabidopsis NRP1 (At NRP1) fehérje kalkulalt
molekulastlya az internetes EXPASy (Swiss Institute of Bioinformatics) adatbazis szerint
29,4 kDa. Ezzel ellentmond6 volt az altalunk immunoblottal észlelt 37 kDa kérnyékén
lathaté jel, amelyet az At NRP1 fehérje ellen nyudlban termeltetett, és affinitastisztitott
ellenanyagunkkal detektaltunk (7. dbra). Ez az ellenanyag vélhet6leg felismeri mindkét
ludfi NRP fehérjét (NRP1 és NRP2), - mivel a két fehérje nagyfoku egyezést mutat-, ezért

az ezzel az ellenanyaggal detektalt fehérjéket altalanosan NRP-nek jelolom.

Hogy az NRP ellenanyagunk a megfelel6 fehérjéket detektdlja, azt bizonyitja az dbran
lathaté immunoblot tesztiink, ahol a T-DNS beépiiléssel elballitott nrp1-1 nrp2-1 ladfi
mutansokbdl szarmazé fehérjekivonatban hianyzik az NRP ellenanyag altal felismert

sav.

Hasonléan, az E. coli baktériumban termeltetett és tisztitott At NRP1 is joval magasabb
molekulasuly tartomanyban jelentkezett a szédium-dodecil-szulfat (SDS)-poliakrilamid
gélben, Comassie Briliant Blue festékkel festve. A 6 hisztidin aminosavval megtoldott
(6xHis), tisztitott At NRP1 41 kDa koérnyékén vandorol a denaturalé gélben,
elektroforézis soran. A 41 és a 37 kDa kozotti eltérést a 6xHis toldalék miatti méretbeli

kilonbség okozhatja.

A fehérjék vandorlasa az SDS-poliakrilamid gélben azok hosszatdl és toltésétdl fiigg. Az
At NRP1 fehérje lassabb vandorlasat a benne nagy szamban el6fordulé savas
aminosavak okozzak: a negativ toltésl SDS ugyanis taszitja a savas oldallancokat, ami
szokatlan tomeg-toltés aranyhoz vezet. A savas bazisu fehérjék emiatt lassabban

vandorolnak az SDS-poliakrilamid gélben.
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Ez magyarazhatja azt, hogy az NRP fehérjék human homolégja, a SET/I;FPP2A protein
esetén is leirtak hasonlo jelenséget: a 32 kDa nagysagunak josolt fehérje 39 kDa

magassagban detektalhat6 az SDS-poliakrilamid gélben [51]
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7. abra. A ludfii NRP fehérjék detektalasa SDS-poliakrilamid gélben.

a. Az At NRP1 elleni ellenanyag egy 37 kDa koriili fehérjét ismer fel vad tipusu
novényekbdl szarmazo fehérje kivonatbo6l, ami hianyzik az NRP hidnyos nrp1-1 nrp2-1
mutansokbol.

b. A tisztitott 6xHis-NRP1 hasonl6 mérettartomanyban (~41kDa) vandorol a denaturalé

poliakrilamid gélben.

A ludfii NRP fehérjék kifejezédése kiilonb6zo szervekben

A novényi NRP fehérjék jellemzése soran eldszor megvizsgaltuk, milyen szévetekben
fordulnak el6. Az altalunk vizsgalt 1udfli novényi részek (szar, rozetta levél, virag, éretlen
termés, és sejt szuszpenzié) mindegyikében jelen voltak az NRP proteinek (8. dbra).
Mivel azonban a kiilonb6zé szovetekben eltéré mennyiségben voltak jelen, tovabbi
kisérleteinkhez egész csirandvényeket hasznaltunk, ill. sejt szuszpenziét, amely

sejtekben nagy mennyiségben termel6dnek NRP fehérjék.

37



Mivel az At NRP1 allati homolégjairol tudtuk, hogy Protein Foszfataz 2A (PP2A) gatlo
hatasuk van, megvizsgaltuk ezen enzim el6fordulasat is az el6bbi ladfli szovetekben. A
PP2A katalitikus alegységének Kkifejez6dése hasonlé mintazatot mutatott az NRP

fehérjékével.

Szar Levél Virag Term Szuszp

-_— d a-At NRP1

a-PP2Ac
d -

8. abra. Az Arabidopsis NRP és PP2A fehérjék szovetspecifikus Kifejezodése
Immunoblot kisérletet végeztiink kiillonb6z6 névényi részek felhasznalasaval,
sorrendben: szar, rozetta levél, virag, éretlen termés, és sejt szuszpenzid. Az SDS-
poliakrilamid gélen mindegyik fehérje preparatumbdl 50 ug mennyiséget futtattunk
meg, majd ludfd NRP1, ill PP2A katalitikus alegységet (PP2Ac) felismerd ellenanyaggal
detektaltuk a megfelel6 fehérjéket.

A novényi NRP fehérjék gatoljak a PP2A és a PP1 enzimeket in vitro

Az NRP fehérjék allati homologja (SET/I:PP2A) ismert Protein Foszfataz 2A (protein
phosphatase 2A, PP2A) gatlé [56]. Delécios mutansok segitségével kimutattak, hogy a
PP2A-gatlashoz elengedhetetlen a SET/I;PP2A 25-119-ig terjed6 aminosav szekvencidja
[50]. Mivel ez a régi6 75-77%-o0s hasonldésagot mutat a 1adfdi és lucerna névények azonos
helyen 1év6 aminosav szekvenciajaval (9. abra), kézenfekvé volt megvizsgalni a novényi

NRP fehérjék esetleges foszfataz gatlé tulajdonsagat.
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9. abra. A novényi NRP fehérjék és a human SET /1;PP2A fehérjék aminosav
szekvencia hasonl6saga

Szekvencia illesztést végeztiink két 1udf(i, egy lucerna, és egy human gén
felhasznalasaval, sorrendben (GeneBank azonosit6 szamokkal): AtNRP1 (Q9CA59),
AtNRP2 (Q8GXV1), Ms NRP (CBE70787), és SET/I2PP2A (Q01105). A foszfataz gatlé

hatasért felelds régiot alahuzas jeloli.

Novényekben a szerin/treonin foszfatazoknak két csoportja ismert: a PP1 és a PP2A
[86]. Ezen enzimek katalitikus alegységéhez tobbféle szabalyzd alegység kapcsolddhat,
megszabva a katalitikus alegységek specifitasat [87] [88].

Els6ként nyul vazizombdl izolalt PP1 és PP2A foszfatazok katalitikus alegységeivel (PP1c
és PP2Ac) végeztiik el a kisérleteket, ugyanis ezek a foszfatazok evolicidsan rendkiviil
konzervaltak [89]. A foszfataz aktivitast foszforilaz a és foszfohiszton szubsztratok
segitségével mértiik meg. A rekombinans ludfli NRP1 (At NRP1) fehérje mindkét vizsgalt
szubsztrat esetén dozisfiiggé mddon gatolta mind a PP1, mind a PP2A katalitikus
alegységeinek aktivitasat (10. abra). Specificitds szempontjab6l mindazonaltal jelentds
kilonbség mutatkozott. Az 50%-o0s gatlashoz sziikséges At NRP1-koncentracié (ICso)

értéke foszfohiszton szubsztrat esetén 0,58 uM volt PP1¢ molekulanal, mig csupan 0,14
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UM PP2A¢ esetén. Ugyanezen értékek foszforilaz a szubsztrat alkalmazasakor jéval
magasabbak voltak: az 50%-os gatlas eléréséhez 4,1 uM tisztitott At NRP1 fehérjére volt
sziikség PP1c esetén, mig 1,71 uM elegendd volt PP2A¢ molekula esetén. Ezek az
eredmények tehat azt mutatjak, hogy az Arabidopsis NRP1 fehérje is in vitro foszfataz
gatlé tulajdonsaggal bir, és nagyobb affinitassal gatolja a PP2A enzimet a PP1
foszfatdazzal szemben. Mindemellett az is kitlinik vizsgalatainkbdl, hogy az At NRP1

foszfatazgatlé hatasa szubsztratspecifikus.
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10. abra. A ludfii NRP1 gatolja a Protein Foszfatazokat in vitro

A tisztitott At NRP1 hatasat vizsgaltuk nyul vazizombdl preparalt PP1 (m) és PP2A (A)
foszfatazok katalitikus alegységének aktivitasan. Szubsztratként foszforilalt hisztont
(balra), vagy foszforilaz a molekulat (jobbra) hasznaltunk. 100%-nak vettiik a
rekombinans At NRP1 nélkiil mért foszfataz aktivitasokat. Az dbra harom filiggetlen

kisérlet atlagat és szorasait mutatja.

Hasonl6 eredményeket kaptunk tisztitott Medicago sativa NRP (Ms NRP) fehérjével is

(11. abra), ami arra utal, hogy a foszfataz gatlas altaldnosan el6fordul6 jellegzetessége a

novényi NRP fehérjéknek.
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11. dbra. A lucerna NRP gatolja a PP2A aktivitasat

A nyul vazizombol preparalt PP2A katalitikus alegységének aktivitasat Ms NRP
jelenlétében foszforilalt hiszton (¢), vagy foszforilaz a (A) szubsztrat hozzaadasaval
meértiik. 100%-nak vettiik a rekombinans Ms NRP nélkiil mért foszfataz aktivitasokat. Az

abra két fliggetlen kisérlet atlagat mutatja.

Az Arabidopsis thaliana NRP1 fehérje gatolja a hiszton H3 pser10) At PP2A

altal végzett defoszforilaciojat in vitro

Az ecetmuslica NRP-homologrol is kimutattak PP2A gatlo hatasat, és szabalyzo szerepét
a hiszton H3 molekula 10. aminosavjanak (Ser10) defoszforilalédasaban. Ezért mi is
teszteltiik az At NRP1 fehérjének az immunoprecipitalt ludfi PP2A enzimre gyakorolt
hatasat, a 10. szerinen foszforilalt hiszton H3 (hiszton H3pser10)) molekulat hasznalva
szubsztratként. A tisztitott, hisztidin toldalékkal ellatott At NRP1 fehérjét novekvd
koncentracioban alkalmaztuk a foszfataz reakcidoban, a foszforilalt hiszton H3
mennyiségét pedig immunoblot modszerrel detektaltuk, hiszton H3pser10)-et felismerd
ellenanyag segitségével. Eredményeink azt mutattak, hogy a 1udfli n6vénybdl szarmazo
PP2A is defoszforilalta a hiszton H3(pseri0)-et, az At NRP1 pedig dézisfiiggd mddon
gatolta ezt (12. dbra). Kisérleteinkben negativ kontrollként hisztidin véggel tisztitott Ms

ROP6 fehérjét [90] alkalmaztunk, amely nem volt hatassal a foszfataz reakciora.
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12. abra. A ludfii NRP1 gatolja a hiszton H3 (pser10) defoszforilaciojat

Az immunoprecipitalt ladfii PP2A aktivitasat 0,5-2 uM 6xHis toldalékkal ellatott
tisztitott At NRP1, vagy 2 uM 6xHis Ms ROP6 (kontroll) jelenlétében teszteltiik. A
reakciéelegyben szubsztratként alkalmazott hiszton H3pser10) molekula kezdeti, és a

reakcié utani mennyiségét specifikus ellenanyaggal detektaltuk.

Az NRP fehérjék in vivo kélcsonhatnak a PP2A¢ és a hiszton H3 (pser10)
molekulakkal

Hogy alatdmasszuk az NRP-k in vivo foszfatazgatlé hatasat, megvizsgaltuk, vajon
kolcsonhatnak-e a PP2A¢ és a hiszton H3(pserio) molekuldkkal. Ennek érdekében ko-
immunoprecipitalast hajtottunk végre. Elsd 1épésként a PP2Ac-t felismerd ellenanyagot
adtuk hozza a novényi kivonatokhoz, majd NRP ellenanyaggal immunoblot vizsgalatnak
vetettiik ala az ellenanyag altal megkotott precipitatumot. Mind a ladf(i, mind a lucerna
NRP koélcsonhatast mutatott a PP2A katalitikus alegységével ezekben a ndévényekben
(13. abra).
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13. abra. A ludfii és lucerna NRP fehérjék kolcsonhatnak a PP2A enzimmel

Az NRP-k és a PP2A katalitikus alegysége kozti kolcsonhatast ko-immunoprecipitalassal
mutattuk ki. A PP2AC-t felismer6 ellenanyagot ludfi (bal oldal), vagy lucerna (jobb
oldal) novényekbdl szarmazoé fehérje kivonatokhoz adtuk hozza, majd a kikotott
ellenanyagroél lemosott eludtumot ladfd, ill. lucerna anti-NRP ellenanyaggal immunoblot
vizsgalat ala vetettiik. Az input minta mutatja az NRP-k kezdeti szintjét az
immunoprecipitalas soran hasznalt névényi kivonatokban. Az NAB (,,no antibody”)

minta pedig a PP2Ac ellenanyag nélkiil készitett kontroll.

Hasonl6 vizsgalatot végeztiink hiszton H3pser10) -at felismer6 ellenanyaggal is. A 8.A abra
mutatja, hogy a ludfi NRP egyiitt tisztitodott a foszforilalt hiszton H3-at tartalmaz6
kromatinnal, ami arra utal, hogy az ecetmuslica SET/I;PP2A-hoz hasonléan a ludfii NRP-k
is kotédnek a Ser10 poziciéban foszforilalt hiszton H3-hoz. Drosophilaban hésokkot
kovetben a korabban transzkripciésan aktiv gének helyén defoszforilalédik a hiszton H3
molekula, amelyben a PP2A enzimnek kulcsfontossagu szerepe van. Emellett a hdsokk
géneknél hiszton H3 foszforilacio torténik a 10. szerinen. A SET/I;PP2A fehérje pedig a
h6sokk géneknél halmozodik fel hésokk soran. Mindezeket figyelembe véve azt
feltételeztiik, hogy a novényi NRP-k is szerepet jatszhatnak a hiszton H3 defoszforilacio
szabalyozasaban. Meglepetésiinkre azonban azok a ladfli dupla mutans noévények,
amelyek sem az NRP1, sem az NRP2 génjét nem fejezik ki (nrp1-1 nrp2-1 ladft
mutansok) nem mutattak eltéré foszfohiszton H3 szintet a vad tipusu névényekhez
képest (14. abra). Ezt az is okozhatja, hogy a hiszton H3 defoszforilacié a sejtekben nem
egy altalanos jelenség, hanem csak bizonyos hatasra, vagy csak bizonyos géneknél fordul

el6. Az is lehetséges azonban, hogy az NRP-vel rokon NAP fehérjék atveszik, vagy

43



részben atveszik az NRP proteinek PP2A gatlasban betoltott szerepét a ndvényi

sejtekben.
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14. abra. A foszforilalt hiszton H3 kélcsonhat az NRP-vel, mennyisége azonban
nem valtozik annak hianyaban

a. A ludfii NRP és a foszforilalt hiszton H3 in vivo kélcsonhatasat - tisztitott kromatinon
végrehajtott ko-immunoprecipitalassal mutattuk ki. Mintadinkhoz a hiszton H3pser10) —at
felismero ellenanyagot adtuk hozza, majd a kikotott ellenanyagrol lemosott eludtumot
immunoblottal, NRP ellenanyag felhasznalasaval teszteltiik. Az input minta mutatja az
NRP-Kk szintjét az immunoprecipitalas soran hasznalt kromatin preparatumban. Az NAB
(no antibody) minta pedig a hiszton H3pser10) ellenanyag nélkil késziilt kontroll.

b. A sejtekben el6fordul6 hiszton H3pser10) mennyisége azonos a vad tipusu, és az NRP-
hianyos dupla mutans névényekben. Az dbran ludfi novényekbdl nyert preparatumokon
végzett immunoblot kisérletek eredménye lathatd, melyeket At NRP1, PP2Ac, hiszton

H3, ill. hiszton H3pser10) ellenanyaggal végeztiik el.

A novényi NAP fehérjék is gatoljak a PP2A aktivitasat in vitro

Hogy az el6bbi felvetést megvizsgaljuk, teszteltiik a novényi NAP fehérjék PP2A gatlé
hatasat. A hisztidin véggel tisztitott lucerna NAP1 dozisfiiggé modon gatolta a nyul
vazizombodl izolalt PP2Ac enzimet, foszforildlt hiszton szubsztrat alkamazisa soran.
Osszehasonlitva azonban ezt a gatlé hatast a lucerna NRP gatl6 hat4saval, kit{inik, hogy a

lucerna NAP1 fehérje kevésbé hatékony a foszfatdz gatlasban: az 50 %-os gatlas
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eléréséhez legalabb 6tszor magasabb lucerna NAP1 koncentraciora volt sziikség (15.

abra).

Hasonl6an, az immunoprecipitalt ladfid PP2A enzimmel végzett foszfataz reakcid teljes
gatlasdhoz mar elegend6 volt 2 pM At NRP1, mig At NAP1;2 fehérjébdl 10 puM
mennyiségre volt ehhez sziikség. Ebben a kisérletben specifikus ellenanyag segitségével
megkotottilk a novényi extraktumokban 1évd PP2A enzimet, majd hiszton H3pser10)-€t,
novekvd koncentracidban tisztitott At NAP1;2 fehérjét, ill. negativ kontrollként tisztitott
Ms ROP6 fehérjét adtunk a reakcidelegyhez. Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy nem kizart az NRP és a NAP fehérjék atfed6 szerepe a hiszton

defoszforilacié szabalyozasaban novényi sejtekben.
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15. abra. A névényi NAP fehérjék gatoljak a Protein Foszfataz 2A miikodését

a. A lucerna NAP és NRP fehérjék gatoljak a PP2A enzimet in vitro. A nyul vazizombol
preparalt PP2A aktivitasat vizsgaltuk 6xHis véggel tisztitott rekombinans Ms NAP1(m),
ill. Ms NRP( A) jelenlétében. A rekombinans fehérjék hianyaban mért foszfataz aktivitast
100%-nak vettiik. A defoszforilaciot foszforilalt hiszton H3 szubsztraton mértiik. A
grafikon két fliggetlen kisérlet atlagat jeloli.

b. A ludfii At NAP1.2 gatolja az At PP2A enzim miik6dését hiszton H3pser10) fehérjével
szemben. Az immunoprecipitalt ludfd PP2A defoszforilal6é hatasat 1-10 pM mennyiségii
6xHis At NAP1.2, vagy 10 uM Ms ROP6 (kontroll) jelenlétében vizsgaltuk. A
reakcioelegyben lévo kezdeti (input), és fennmarad6 hiszton H3 pser10) mennyiségét

immunblot vizsgalattal ellendriztiik.
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A hiszton H3 defoszforilacio és az NRP-k lehetséges szerepe a transzkripcio

szabalyzasaban

Mivel ecetmuslicaban a h6sokkot kovetd hiszton H3 defoszforilaciot a PP2A szabalyozza,
a hiszton H3pser10) pedig a hésokk géneknél halmozddik fel, mi is megvizsgaltuk, hogy
felhalmozdédik-e foszfo-hiszton H3 a hésokk fehérjék (heat shock protein, HSP) génjének
promotereinél ladfiiben. Ennek érdekében kromatin immunoprecipitaciét (chromatin
immunprecipitation, ChIP) hajtottunk végre dupla mutans és vad tipusd névényeken,
hiszton H3(pseri0) -at felismerd ellenanyag segitségével. A novényeket hdésokknak
vetettiik ald a kromatin izolalasat megel6z6en, majd a 10-es szamu szerin oldallancon
foszforilalt hiszton H3-at tartalmaz6 kromatinbdl tisztitott DNS-en PCR-t végeztiink
harom hdsokk fehérje génjének promoterszekvenciait keresve. Referenciaként az At
HSP20-szer( fehérje génjét hasznaltuk, amelynek kifejez6dése nem fiigg a h6kezeléstdl
(Genevestigator adatbazis és RT-QPCR kisérleteink alapjan). Eredményeink azt
mutattak, hogy a hiszton H3(pser10) -at felismerd ellenanyaggal precipitalt kromatinban
feldusultak a hésokkgének prométerszekvenciai a hdsokkolt novényekben a kezeletlen
novényekhez képest. A mutans és vad tipusu novények kozott azonban jelent6s

kiilonbséget nem talaltunk az altalunk vizsgalt gének tekintetében (16. abra).
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16. abra. A hiszton H3 10-es szerin oldallancanak foszforilaltsagi allapota h6sokk
gének promaoter szekvenciai koriil hésokkot kovetden

A felvételen a kromatin immunoprecipitaciot (ChIP) kovetéen végzett PCR reakcidk
eredményei lathatdéak (bal oldal), melyhez az alabbi templatokat hasznaltuk: 1,
genomialis DNS (pozitiv PCR kontrol); 2-5, vad tipust névény; 6-9, nrp 1-1 nrp2-1
mutans novény; 2 és 6, immunoprecipitacio6 elsédleges ellenanyag nélkiil (negativ
kontroll); 3 és 7, input kromatin) pozitiv ChIP kontroll); 4 és 8, immunoprecipitalt
kromatin kezeletlen n6vényekbdl; 5 és 9, immunoprecipitalt kromatin hésokkolt
novényekbdl (38 °C, 1 6ra). A kromatin immunoprecipitalast hiszton H3pser10) -at
felismero ellenanyaggal végeztiik. A PCR reakciét az 4bran megjelolt gének
promdterszekvencidit felismerd primerekkel hajtottuk végre. A jobb oldali dbran az

input kromatinban talalhaté DNS etidium-bromidos festése lathat6 (futtatasi kontroll).

Az NRP fehérjék nem sziikségesek a hosokk gének atirédasahoz

Valds idejld PCR-rel teszteltiik az el6z6 kisérletben vizsgalt harom HSP gén kifejez6dését
38 °C-os hdsokkot kovetden, a dupla mutans és a vad tipusu novényekben. Kontrollként
itt is az At HSP20-szer( fehérje génjét hasznaltuk. A 17. dbra mutatja a vizsgalt gének
relativ kifejez6dését, amelyet a kezeletlen kontroll novényekben mért UBC18 ubiquitin-
konjugal6 enzim, mint haztartasi gén transzkripciojahoz viszonyitottunk. A vad tipusu és
a dupla mutans novények kozott nem talaltunk kiilonbséget ezen gének kifejez6désében,
a vizsgalt korilmények kozott. Azt is megvizsgaltuk, hogy az altalunk alkalmazott

hokezelés befolyasolja-e a PP2A, a hiszton H3(pserio), és az NRP fehérjék kozti
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kolcsonhatast. A 1udfli NRP hésokk kezelés utan is kotddott vizsgalataink soran mind a
PP2A-val, mind a foszforilalt hiszton H3-mal. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy
ludfliben a hésokk gének kifejez6désének szabalyozasaban nem vesznek részt az NRP

fehérjek.
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17. abra. Hosokk gének kifejezodésének 6sszehasonlitasa vad tipusu és nrp1-1
nrp2-1 névények kozott

Kezeletlen, ill. hdsokkolt (1 6ra 38°C-on); vad tipusu (WT) és nrp1-1 nrp2-1 mutans
novények felhasznalasaval végzett valds idejii kvantitativ PCR eredménye lathato6 a
grafikonon. A feltlintetett h6sokk gének relativ kifejez6dését egy haztartasi gén, az
UBC18 kifejez6déséhez normalizaltuk. Hirom fliggetlen biolégiai ismétlésbdl szarmazo
adatok atlagat és szorasait tiintettiik fel. Minden alkalommal harom technikai

ismétléssel hajtottuk végre a PCR reakciokat.

A ludfii NRP fehérjék sejtbeli lokalizacioja

Mivel a ludfid NRP fehérjék kolcsonhatnak hisztonokkal, feltételezhetd volt, hogy a
sejtmagban, vagy a sejtmagban is, el6fordulnak. Ennek megfelel6en a z6ld fluoreszcens

fehérjével (green fluorescent protein, GFP) fuazionalt At NRP1(GFP:NRP1) sejtmagi
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jelolédést mutatott fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalva (18.a abra). Meglepetésiinkre
azonban, a citoplazmikus frakcioban jelentek meg az NRP fehérjék az immunoblot
vizsgalatok soran, mikor is a noévényi extraktumokat szétvalasztottuk sejtmagi, ill.
citoplazmikus frakciéra (18.b abra). Hogy tovabb vizsgaljuk ezt a kérdést, GFP-vel
fuzionalt AtNRP1 génjével transzformalt protoplasztokat valasztottunk szét sejtmagi és
citoplazmas frakciora, majd immunoblottal ellendriztiik a mintakban lévé NRP fehérjék
jelenlétét. Az endogén NRP proteinek nagyrészt a citoplazmikus frakcidban jelentkeztek,
mig a GFP:NRP1 kizardlag a sejtmagban (18.c dbra). Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy
ebben az esetben a GFP toldalék felel6s az AtNRP1 sejtmagi elhelyezkedéséért.

Hogy ezt az elméletet aldtdmasszuk, immunfluoreszcencia vizsgalattal is teszteltlik az
NRP fehérjék elhelyezkedését, azzal az NRP ellenanyaggal, amelyet az immunoblot
analiziseknél is hasznaltunk. Ez a kisérlet azonban jb6l meglep6 eredményt hozott: az

intakt sejtekben az NRP proteinek a sejtmagban lokalizalédtak (12.D dbra).

Ekkor azt feltételeztiik, hogy a sejtmagok feltarasanak folyamata kozben szabadul ki a
sejtmagbdl a viszonylag kis méretli (kb. 30 kDa) At NRP 1 fehérje, amit a hozza
kapcsoldodd GFP méreténél fogva megakadalyoz. Ezért a feltaras el6tt formaldehiddel
fixaltuk a sejteket, és a folyamat kézben tobb alkalommal mintat vettiink. A 18.e abra
mutatja, hogy az NRP a fixalt sejtekben a sejtmagban talalhatd, mig a nem fixalt sejteknél
a feltiluszo citoplazmaban. A centrifugalas nem befolyasolta az NRP-k citoplazmaba val6
kiszabaduladsat (a kontroll, nem fixalt sejtekhez képest). Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy az NRP-k nem kotédnek erésen a kromatinhoz, hanem oldott,

mozgékony, allapotban vannak jelen a sejtmagban.
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18. abra. Az NRP fehérjék el6fordulasa a sejten beliil kiilonb6z6 modszerekkel

a. A ludfi transzformalt protoplasztokban a GFP-hez kotott NRP1 (GFP:NRP1) a
sejtmagban lokalizal6dik. A piros vonal 5 pum nagysagot jelol.

b. Az NRP fehérjék és a PP2Ac immunologiai detektaldsa citoplazmas (C) és nuklearis
(N) fehérje frakciékban.

c. Az endogén NRP fehérjék és a GFP:NRP1 immunolégiai detektalasa transzformalt
protoplasztokbo6l szarmaz6 citoplazmas (C) és nuklearis (N) fehérje frakciékban.

d. Az NRP-k detektalasa indirekt immunfluoreszcencia vizsgalattal ludf
sejtszuszpenzidban. Bal oldalt a DAPI festés lathaté (DNS fest6dése), jobb oldalt pedig az
NRP indirekt immunfluoreszcenciaval detektalava.

e. Az NRP proteinek immunoldgiai detektalasa citoplazmas (C) és nuklearis (N) fehérje
frakciokban centrifugalas el6tt (Ctr), centrifugalas utan (Cf), ill. centrifugalas és fixalas

utan (Fix).

Tovabbi bizonyitékok az At NRP1 sejtmagi lokalizacidjara

Amikor képalkotasra el6készitjik a novényi mintainkat, emésztd enzimeket,
detergenseket alkalmazunk, hogy az ellenanyagok, festékek konnyebben bejussanak a
sejtekbe, vagy protoplasztokba. Mindezen anyagok befolydsolhatjadk a kisérlet
kimenetelét. A detergensek, enzimek ugyanis fellazithatjdk a maghdartyat, ami lehet6vé

teheti az NRP fehérjék sejtmagbdl valoé kiszabadulasat. A sejtmagi frakcié el6allitasdhoz
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hasznalt feltaré pufferben 1évd detergensek ily moédon hozzajarulhattak ahhoz, hogy
immunoblot kisérletiinkben a citoplazmat tartalmaz6 frakcioba keriiltek az NRP
fehérjék. Erre utalt az a kisérletlink, melyben 0,5% Triton X-100 detergens jelenlétében
fixalt sejteknél az NRP ellenanyaggal végzett immunolokalizacié jol detektalhatd

citoplazmikus fest6dést is mutatott a nagyrészt sejtmagi jelolés mellett (19. abra).

WEV4

DNS (DAPI) NRP (FITC)

0.1% Triton-X-100

19. abra. Kiil6nb6z6 koncentracidju detergens jelenlétében fixalt sejteken végzett
immunolokalizacié

A magas koncentraciéban alkalmazott detergensek segitik a sejtmagi NRP fehérjék
kiszabadulasat és citoplazmatikus megjelenését. Csokkentett koncentracidju Triton X-
100 mellett az NRP proteinek kevésbé jutottak ki a citoplazmaba. Az immunolokalizaciét
a fixalt sejteken NRP elleni els6dleges, és FITC festékkel ellatott masodlagos
ellenanyaggal végeztiik. A sejtmagokat DAPI festékkel tettiik lathatova.

Hogy a detergensek és protoplasztaldé enzimek hatasat kizarjuk, kovetkezd
kisérletiinkben detergensek alkalmazasa nélkiil formaldehidben kozvetleniil
mechanikailag (pengével) feltart sejteken végeztiink immunolokalizaciot. Ekkor a FITC
masodlagos ellenanyaggal megjelolt NRP jel kizardlag a sejtmagban volt lathaté (20.

abra).
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20. abra. NRP immunolokalizaci6 formaldehidben mechanikusan feltart ladfi
sejteken

Detergensek és enzimek kizarasaval 5% formaldehidben pengével mechanikusan
megsértve tartunk fel ludfi sejteket, majd immunolokalizaciét végeztiink rajtuk NRP
ellenanyaggal. [ly médon NRP-jelet csak azokban a megvagott sejtekben lathatunk,
amelyekbe az ellenanyagok bejutottak.

A. DAPI festés (DNS)

B. NRP immunolégiailag detektalva

C. Etidium-bromid festés (citoplazma, RNS-ek megjelolésére)

D. Fehér ates6 fényben lathato sejtek

Az NRP-Kk hosokk hatasara erosen kotodnek a kromatinhoz

A kovetkezo kisérletiinkben azt vizsgaltuk meg, hogy a hésokk befolyasolja-e az NRP-k
sejten belilli lokalizacidjat. A 21.a abran lathat6, hogy erds hésokk (>45°C, 1 o¢ra)
hatasara az NRP-k sejtmagban maradtak a sejtmag preparalas soran, mig gyengébb
ho6sokk (37°C) hatasara kiusztak a citoplazmat tartalmazo feliiliszéba. Tovabb vizsgalva
ezt a kérdést megallapitottuk, hogy mar fél 6ra 45°C-os kezelés elegendd a sejtmagi
kotott allapot eléréséhez, ami a hdkezelést kovet6en hosszu ideig (vizsgalatunkban 42
oran at) fennmaradt (20.b abra). Azt is megallapitottuk tovabba, hogy a 45°C-os kezelést
megel6z6 37°C-os eldkezelés nem befolyasolta az NRP-k sejtmagban val6 maradasat

(20.c 4bra)

Ezt a jelenséget tovabb kutattuk immunfluoreszcencia vizsgalattal, kontroll és hékezelt

fixalatlan sejtekbdl preparalt sejtmagokkal. Az NRP fehérjéket felismer6 ellenanyag a
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hokezelt sejtmagokban nagy mennyiségben mutatott ki NRP proteineket, a kontroll

magok ezzel szemben alig mutattak fluoreszcens festédést (20.d abra).

4 Citoplazma Sejtmag bcmcmem cmcwm

25 37 45 50 25 37 45 50 °C1h Oh 0.5h 1h 30h 42h
45°C-on 1h 45 °C-ot kévetéen

d

C Sejtmag

B

25 37 37945 45 °C

20. abra. Az NRP fehérjék a sejtmagban maradnak 45°C-os h6sokk utan

a. Az NRP fehérjéket a citoplazmaban detektaltuk immunoblot médszerrel 25 és 37°C
esetén; 45, vagy 50°C-os kezelés utan viszont a sejtmagban.

b. Az NRP fehérjék a sejtmagi preparatumban mar 30 perc 45°C-os kezelés utan
felhalmozddtak, és a kezelést kovetéen legaldbb 42 6ran at kotédve maradtak.
(Immunoblot detekcid.)

c. Az NRP fehérjék a sejtmagban halmozdédtak fel 45°C-os kezelés utan, 37°C-os
el6kezelést kovetden is. (Immunoblot detektacio.)

d. Az NRP fehérjéket indirekt immunfluoreszcencia vizsgalattal tettiik lathatéva, kontroll
(fels6 abrasor), és hésokkolt (als6 abrasor) 1udfli novényekbdl izolalt sejtmagokban.
Ugyanezen sejtmagok DAPI-festése, és ates6 fehér fényben késziilt képe is lathatd. A

piros vonal 5 pm nagysagot jelol.

Az NRP fehérjék h6 hatasara torténd sejtmagi immobilizal6ddsahoz tovabbi bizonyitékot
szolgaltatott a fluoreszcencia kiégetéses (fluorescence loss in photobleaching, FLIP)
kisérletiink. Ebben a vizsgalatban GFP:NRP1 molekulat kifejez6 transzformalt ludfi
protoplasztokat hasznaltunk. A fluoreszcens jelet mutaté sejtmagokat egy pontban erds
lézerrel vilagitottuk meg, és kozben egy masik pontban mértiikk a fluoreszcencia

erdssegét. A kezeletlen protoplasztokban a 1ézerrel vald kiégetés azt eredményezte,

53



hogy a mobilis GFP:NRP1-nek koszonhet6en az egész sejtmagban folyamatosan
csokkent a fluoreszcencia. Ezzel szemben a h6kezelt protoplasztokban a GFP emisszio
kizardlag a megvilagitott pontban veszett el, ami arra utalt, hogy a GFP:NRP1 mobilitasa

ezekben a sejtekben megsziint (21. abra).
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21. abra. A sejtmagi NRP fehérje magas ho hatasara immobilizalodik

A GFP:NRP1-et kifejez6 ludfti protoplasztok FLIP vizsgalata soran keésziilt felvételeken
,n” a sejtmagvacskat jeloli, piros karikakkal a kiégetés helyét jeloltiik. A fels6 sorban egy
szobahdmérsekleten tartott protoplasztrdl készitett felvételsorozat lathatd, alatta egy
45°C-os hbékezelést elszenvedett protoplaszt id6ben egymast kovetd felvételeit tlintettiik
fel. A grafikon a GFP fluoreszcencia relativ intenzitdsat mutatja, amelyet a sejtmag egy, a
kiégetés helyétdl kiviil esd teriiletén mértiink. Ot protoplaszt mérésébdl szarmazo

atlagot és a hozzatartoz6 szorast mutatja az abra.

Megvizsgaltuk azt is, hogy lehetséges-e, hogy az NRP-k nukleinsavakhoz kotédnek a
sejtmagban. A hékezelt sejtmagokon DN4az, vagy RNaz kezelést hajtottunk végre, majd

immunhisztokémiailag vizsgaltuk az NRP fehérjék sejtmagi jelenlétét. Az NRP proteinek
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ezekben a mintakban is a sejtmagban maradtak (22. dbra), ami arra utal, hogy az NRP

proteinek h6 hatasara sejtmagi fehérjékhez kotédnek, feltehetden hisztonokhoz.

kD
55 —

43 —

34 —

M kontr D D+R kontr D D+R

22. abra. Az NRP fehérjék nem nukleinsavakhoz k6t6dnek a sejtmagban

Az NRP fehérjék hére torténé immobilizal6dasat sem a DNaz, sem az RNaz kezelés nem
befolyasolja. Balra az izolalt sejtmagokbdl szarmazé etidium-bromiddal festett
nukleinsavak lathatok agaréz gél elektroforézis utan, jobbra az NRP fehérjék lathatok
ugyanazon mintakbdl immunoblottal lathatéva téve.

M - molekulastly marker

kontr - kezeletlen

D- DNaz kezelt

R-RNaz kezelt)

Az NRP fehérjék hosokkon kiviil mas fajta stressz hatasara nem koétodnek a

kromatinhoz

Hogy megvizsgaljuk az NRP fehérjék kromatinhoz val6 kot6désének egyéb esetleges
kivaltd okait, kiilonboz6 stresszkezeléseknek vetettiink ald ludfli novényeket. So6-,
nehézfém-, genotoxikus-, és UV-stresszt alkalmaztunk. Egyik kezelés hatdsdra sem
tapasztaltunk olyan jelenséget, amelyet a 45°C-os hésokkndl értiink el, azaz az NRP
fehérjék mindig a citoplazmas frakcioba kertltek ezek kozott a korilmények kozott,
vagyis mobilisak maradtak (23. abra). Az NRP proteinek kromatinhoz valé kotédése

tehat nem altaldnos stresszvalasz.
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23. abra. Kiilonb6z6 stressz kezelések hatasa az NRP fehérjék mobilitasara

Az NRP fehérjék sejtmagban torténé megkotédése nem altalanos stresszvalasz.
Nehézfém (CdCl2) (a), s6 (b), genotoxikus stressz (bleomicin) (c), és UV-C sugarzas (d)
kezelések egyikére sem tortént meg az NRP proteinek sejtmagi frakciéban (M) valo
megjelenése. Mindegyik esetben a citoplazmat tartalmaz6 frakciéban (C) detektaltuk az

NRP fehérjéket immunoblot vizsgalataink soran.

Az At NRP1-tiltermeld névények ellenérzése

Ludfli novényekbdl rendelkezésiinkre allt néhany At NRP1-et tiltermel6 transzformalt
nem tartalmazé null szegregans egyedeket hasznalva. Immunoblot technikaval
ellendriztiik a novényekben 1évé AtNRP1 fehérje szintjét. Ehhez harom hetes egész
csiranovényeket hasznaltunk. A 20.a abra tanusaga szerint a tultermel6 noévények
valéban nagyobb mennyiségben tartalmaztak NRP fehérjéket, a kontroll

csiranovényekhez képest. A tdltermeld novények nem mutattak eltéré fenotipust a null
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szegregans és a vad tipusu novényekhez képest az altalunk alkalmazott laboratoriumi
korilmények kozott, sem kiilonb6z6 s6- és hormonkezelések hatasara. Azt is
megvizsgaltuk, hogy a tultermel6 vonalban hogyan alakul az NRP proteinek
kromatinhoz val6 kotottsége kezeletlen, ill. 45°-0s hdsokknak kitett novényekben.
Ezeknél a vonalaknal is hasonlé eredményt kaptunk, mint a vad tipusi névényeknél:
hésokk hatasara nagy mennyiségben halmozdédnak fel NRP fehérjék a sejtmagi
preparatumban (24.b abra). Ellendriztiik a tultermeld novényekben a hiszton H3pser10)
altalanos szintjét is. A csiranévényekben nem talaltunk jelentds kiilonbséget a hiszton

H3pser10) mennyiségében a tultermeld és a szegregans novények kozott.

a Null ’ ,. 5
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o Null szegregans Tultermels
100 —
r A A
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: s | E :
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24. abra. Az At NRP1 fehérjét tultermel6 és a null szegregans ludfii né6vények

immunoblot visgalatai

a. A tiltermeld novényekben joval magasabb az NRP fehérjék mennyisége a null
szegregans novényekhez képest. A hiszton H3(pSer10) mennyisége azonban nem mutat
jelentGs eltérést.

b. Az NRP fehérjék lokalizaciéjat megvizsgaltuk null szegregans és tultermel6
novényekben is. Kezeletlen kontroll, ill. 45°C-on h6kezelt n6vényeket frakcionaltunk
sejtmagi és citoplazmas részekre, majd NRP ellenanyaggal immunoblot vizsgalatnak

vetettiik ald a mintakat.
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Az AtNRP1-taltermel6 novények hotiirése

Azt is megvizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség hotiirés tekintetében a két vonal kozott.
Ennek érdekében 6 és 8 napos ludfi csirandovényeket tartottunk 45 illetve 60 percen at
45°C-on, majd egy hét elteltével megszamoltuk a megsargult, elhalt, ill. a z6ld, még é16
egyedeket. A tultermeld vonal 15-20%-kal nagyobb tulélést mutatott mindegyik altalunk

alkalmazott kezelés utan (25. abra).

120

Csiranovények tulélése 45°C utan .
M Null szegregans

100
Tultermel§

-

80

1ili

6 napos, 45 perc 6 napos, 60 perc 8 napos, 45 perc 8 napos, 60 perc

% tulélés

25. abra. Ludfii névények hétiirése

6 és 8 napos ludfli csiranovényeket kezeltlink 45, vagy 60 percen at 45°C-on, majd egy
hét elteltével megszamoltuk az elhalt, ill. az é16 egyedeket. Atlagosan 200 egyed
értékelésébol nyertiik az adatokat. A szoras értékek a Petri-csészénkénti (50 egyed)

eltéréseket mutatjak.

Hogy pontosabban megvizsgaljuk ezt a kérdést, megmértiik a csirandvények klorofill
tartalmat a hdsokkot kovetd els6, masodik, és harmadik napon. A névények
klorofilltartalma ugyanis szorosan osszefiigg azok életképességével. Oregedd és
haldoklé levelekben a klorofill nagymértékben bomlasnak indul. A pigment

mennyiségének kimutatasara egy nagyon egyszeri modszert alkalmaztunk: kék fénnyel
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26. abra. Ludfii csiranévények Kklorofill fluoreszcenciajanak mérése

Ludfd csiranovények klorofill fluoreszcencia intenzitdsat mértiik hésokk kezelés nélkiil
(0 nap), valamint 1, 2, és 3 nappal a h6sokk kezelést (1h 45°C) kévetden. 100%-nak
vettiik a null szegregans csiranévények 0.napon mért klorofill fluoreszcencia értékeinek
atlagat. Mérésenként atlagosan 15 csiranovény mérésébdl szarmazo atlagot
jelenitettiink meg a diagramon, jobb oldalon pedig ezek egy-egy reprezentativ példaja

lathato.

s sz

az Image] szoftver segitségével analizaltuk. A tdltermel6 vonal kevéssel magasabb
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klorofill fluoreszcencia értékeket mutatott 2 nappal és 3 nappal a h6kezelés utan, a null

szegregans csirandvényekhez képest (26. abra).

Megvizsgaltuk ezen kiviil a kétfajta ludfii torzsbdl szarmazo protoplasztok talélését is. A
protoplasztokat is 45°C-on hékezeltiik, majd Evans Kék festékkel festettiik ket meg. Ezt
a festéket az intakt sejtek nem veszik fel, az elhalt sejtek viszont igen. Emiatt a sejthalal
kimutatasara alkalmas ez a festés. Kezelésenként és vonalanként kb. 1000 protoplaszt
megszamolasaval az eddigiekhez hasonlé tulélési aranyt kaptunk, azaz csekély

kiilonbséggel, de a tiltermel6 névények mutattak nagyobb tulélési hanyadot (27. dbra).

120 Protoplasztok tulélése (Evans Kék festés)
==¢=null szegregans
100 eres
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80
°\° T
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27. abra. Protoplasztok tulélése Evans Kék festékkel detektalva

45°C-on egy 6ran at tartott protoplasztokat Evans Kék festékkel festettiink, és
megszamoltuk az elhalt és €16 sejteket 1, 6, 24, és 30 6raval a h6kezelés utan. A nem
fest6dott €16 sejtek két fiiggetlen kisérletbdl szarmazé szazalékos aranyat abrazoltuk

szorasokkal egyitt.

Sem az Evans Kék festéssel, sem a klorofill fluoreszcencia mérésekkel nem kaptunk arra
utalé meggy6z6 eredményeket, hogy az At NRP1 szerepet jatszik a novények hdstresszre
adott valaszaban. Ugyan mutatkozott némi eltérés a tultermel6 és a null szegregans
novények kozti tulélési hanyadban, ezek a kiilonbségek azonban statisztikailag nem

voltak szignifikansak.
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Eredményeink 6sszefoglalasa

A noévényi NRP fehérjék in vitro gatoljak a szerin/treonin foszfatazokat.

A ludfii NRP1 gatolja a hiszton H3 defoszforilalasat in vitro.

A novényi NAP1 és NRP fehérjék szerepe a PP2A gatlasban atfedd lehet.

A ladfd NRP-k kolcsonhatnak a PP2A és a hiszton H3pser10) molekulakkal in vivo.
A héindukalta génexpresszid a hiszton H3pser10)-et tartalmazé kromatinhoz
kotodik.

Szobah6mérsékleten az At NRP1 a sejtmagban taldlhat6 szolubilis allapotban.
Erés hdstressz hatasara az AtNRP1 keresztkotédik sejtmagi fehérjékhez és
immobilizal6dik.

Az At NRP1-et tultermel6 Arabidopsis névények normal koriilmények k6zott nem

mutatnak fenotipusos valtozast.

61



Az eredmények értékelése

A novényi NRP fehérjék hatasa a szerin/treonin foszfatazokra

Eukariota sejtekben a fehérjék reverzibilis foszforildldsa és defoszforilalasa
kulcsfontossagli  szabalyzé folyamatok. Kisérleteinkben a két legfontosabb
szerin/treonin foszfatdz, a PP1 és a PP2A aktivitasat vizsgaltuk. Mindkét enzim
szamtalan folyamat irdnyitasat végzi mind allati, mind névényi sejtekben. Hogy e nagy
szamu folyamatban részt tudjanak venni, maguk a foszfatazok is szigord szabalyzas ala
kell hogy essenek. Mindkét enzim katalitikus alegységéhez tobbféle szabalyzé alegység
kapcsolddhat, megszabva a holoenzim sejtbeli funkciéjat. Ezen kiviil pozitiv és negativ
regulatorok is kot6édhetnek hozzajuk, tovabb finomitva a foszfataz aktivitas

specificitasat. Az egyik ilyen negativ szabalyzé faktor allatokban a SET/1,PP24,

A human SET/I;PP2A foszfataz gatlé hatasat a fehérje egy hasitott, 20 kD-os formajaval
mutattak ki. Ezt a fehérje valtozatot a 32 kD-os SET/I>PP2A proteolitikus hasitasa
eredményezi [8]. Novényi sejtekben nem ismert az NRP proteinek ilyen hasitasa,
poliklonalis At NRP1 ellenanyagunk egy er6s savot ismer fel a névényi kivonatokban
amely a teljeshosszusagu fehérjének felel meg. Ezért mi a teljes méretdi novényi NRP

fehérjéknek vizsgaltuk a foszfatazok aktivitasara kifejtett hatasat.

Eredményeink azt mutattak, hogy a 1udfti, és a lucerna NRP fehérjék in vitro gatoljak az
allati PP2A aktivitasat. Az At NRP1 ezen feliil gatolja az immunoprecipitalt ludfi PP2A
enzimet, és in vivo kolcsonhat vele. Allatokban is kimutattdk a SET/I,PP2A és a PP2A
katalitikus alegység kozvetlen kolcsonhatdsat [8]. In vivo bizonyitékunk sajnos még
nincsen a novényi NRP fehérjék foszfataz gatlé hatasarol. Ez a tény allatokban is csak
kozvetetten bizonyitott: az ecetmuslica SET/I;PP2A azokon a helyeken halmozddik fel a
kromatinon, ahol hiszton H3(pser10) talalhaté, annak mennyiségét pedig a PP2A

szabalyozza hésokkot kdvetden.

Erdekes azonban, hogy mig az At NRP1 a PP2A mellett a PP1 foszfatazt is jelentds

meértékben gatolta, addig az allati SET/I>PP2A kizarolag a PP2A enzimet gatolja. S6t,
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hiszton H1 szubsztratok PP1 enzim altali defoszforilalasat in vitro [91].

Kilonbséget a PP2A aktivitasaban nem taladltunk a vad tipust és az NRP hianyos
novények kozott, immunoprecipitalt PP2A enzimet vizsgalva. Ennek egyik lehetséges
oka az, hogy a PP2A enzimmel csak elenyész6 mennyiségii NRP tisztitodik egyiitt, ami
nem okoz szemmel lathat6 eltérést az altalanos PP2A aktivitdsban. Az is lehetséges
azonban, hogy az NRP proteinekkel homolég NAP1 fehérjék komplemetaljak az NRP
fehérjék hianyat a novényi sejtekben. Ezt alatamasztja az a megfigyelésiink, miszerint a
NAP1 fehérjék is in vitro PP2A gatl6 hatassal birnak, habar kevésbé hatékonyak, mint az
NRP fehérjék.

Emberben a PP2A és a SET/I,PP2A fehérjék egylittesen szabalyozzak androgén hormonok
termelését a citokrom p450c17 defoszforilaci6janak befolyasolasa révén. A citokrom
p450c17 ugyanis szerin oldallancokon foszforilalt formaban fejti ki liaz aktivitdsat, ami
sziikséges a szteroid hormonok szintéziséhez. Hogy a novényi sejtekben milyen faktorok
defoszforildlasat szabalyozzdk az NRP proteinek a PP2A enzimen keresztiil, arrél még
nincs ismeretiink. Kisérleteinkben nagy affinitdssal gatoltdk a hisztonok
defoszforilaciéjat, igy valdszin(, hogy a veliikk rokon NAP1 proteinekhez hasonl6an a
novényi NRP fehérjék is részt vesznek a kromatin atformalasaval kapcsolatos

folyamatokban. Ennek tisztazasa azonban tovabbi kisérleteket igényel.

Az NRP fehérjék lehetséges szerepe a transzkripcioé szabalyzasaban a

hiszton H3 pser10) defoszforilacidjan keresztiil.

A hiszton fehérjék N-termindlis vége gyakran megy Kkeresztil atalakuldsokon a
nukleoszémaban. Ezek koziil a leggyakoribbak az acetilacié, a metilacid, a foszforilacié, a
ubiquitinacié és az ADP-ribozilacio [92]. E modifikaciék befolyasoljak a hisztonok
szerkezetét és funkcidjat. A hiszton H3 foszforilaci6 a kromoszéma dekondenzaciéval, a
transzkripci6 aktivalasaval, az apoptdzissal és a DNS karosodasok javitasaval fligg 6ssze

[93]. Novényekben a hiszton H3 sejtciklus fiiggd foszforilacidjat irtak le [94].

Allatokban a hiszton H3 tizedik szerinen torténd foszforilalédasa a transzkripci6

aktivalasaval fliigg o6ssze [95], [96]. Novényekben ez az oOsszefliggés még kevésbé
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tisztazott, habar kimutattdk, hogy a hiszton H3(pseri0) szint atmenetileg hirtelen
megemelkedik hideg, sd, és abszcizinsav kezelésre, csakugy, mint a stresszvalasz gének
atirédasa [97]. A hiszton H3 foszforilacié esetleges szerepét a hdsokk gének

atirédasaban még nem tartak fel novényekben.

Kisérleteink azt mutattak, hogy a névényi NRP fehérjék jelen vannak a hiszton H3pser10)
molekulat felismerd ellenanyag altal megkotott kromatinban. Ez a megfigyelés az NRP
fehérjék foszfataz gatldé hatasaval egyiitt azt sugallja, hogy az NRP proteinek szerepet

jatszhatnak a kromatin atrendez6désében és a transzkripcié szabalyzasaban.

Elesztében a hiszton H3 Ser10 foszforilaciéja csak bizonyos gének kifejezédésénél fordul
el6. Ez valdszint(isithet6 mas eukariéta él61ényeknél is. Mivel ecetmuslicanal ezt a fajta
hiszton modifikaciét a hésokk gének atirédasakor tapasztaltdk, mi is a hsokk fehérjék
(HSP, heat shock protein) kifejez6désének vizsgalatara koncentraltunk. Harom ladfd
hésokk gén vizsgalatat vettiik bele kisérleteinkbe (AtHsp18.2 AtHsp70.1, és AtHsp100),
amelyek a novényekben hésokk soran kifejez6d6 harom f6 HSP csaladot reprezentaltak.
A hdsokk fehérjék elnevezése és osztalyokba sorolasa molekulasulyuk alapjan torténik
[98] [99]. A nOvényi hdsokk fehérjéknek ot csoportjat kiilonitjiik el, ezek a Hsp100,
Hsp90, Hsp70, Hsp60 , és a kis méretli Hsp fehérjék csaladja. Genetikai kisérletek
bizonyitottak, hogy a Hsp100 csalad tagjai sziikségesek a termotolerancia
megszerzéséhez [100]. A Hsp70 csalad tagjai chaperone-ként szintén fontos szerepet
toltenek be a novénysejtek hdstressz elleni védelmében [101]. A kis méretli HSP

fehérjék pedig hozzajarulnak a membran integritas fenntartasahoz, és megakadalyozzak

e

Hipotézisiinket az NRP-hianyos nrp1-1 nrp2-1 dupla mutans novényeken teszteltiik.
Valés idejli polimeraz lancreakciéval vizsgaltuk hésokk gének kifejez6dését, kiilonbséget
azonban nem taladltunk a dupla mutdns és a vad tipust névények kozott az altalunk
vizsgalt gének tekintetében. Ez arra utal, hogy a ladfii NRP fehérjék nem vesznek részt a

hdsokk gének kifejez6désének szabalyozasaban.

Zhu és munkatarsai microarray kisérletben vizsgaltadk az NRP-mutacié hatdsat a gének
kifejez6désére. Szamos olyan gén kifejez6dése valtozott meg a mutdnsban a vad tipusu
novényekhez képest, amelyek atiréddsa hé, vagy patogén fert6zés hatasara is

megvaltozik [79]. Azt is megfigyelték tovabbd, hogy az nrpl-1 nrp2-1 mutansokban

64



genotoxikus stressz folyaman korabban elcsendesitett gének atirédasa felszabadul a
gatlas aldl [79]. Mindezeket figyelembe véve nem kizart az NRP fehérjék szerepe a
stresszindukalta génexpresszié szabalyzasaban. Ennek megerdsitése azonban tovabbi

kisérleteket igényel.

A ludfi NRP proteinek sejtbeli elhelyezkedése

Az NRP fehérjék allati homolégja, a SET/I2PP2A egy multifunkcios fehérje, amely szerepet
tolt be tobbek kozott a PP2A gatlasban, a transzkripcio, a hiszton deacetilacio, az
apoptdzis, a DNS-metilacio, és a sejtosztédas szabalyzasaban. Ezen funkcidk egy része a
sejtmaghoz kotédik. Ennek megfelel6en a SET/12PP24 sejtmagi lokalizaciét mutat, tovabba
kimutattak, hogy a kromatinhoz kotédik. Ismereteink a novényi NRP fehérjékrdl
korlatozottabbak, mégis tgy tlinik, hogy ezek a fehérjék is szdmos funkcidéval birnak.
Befolyasoljak a sejtosztddast, a géncsendesitést, és a DNS karositdé agensek iranti

érzékenységet.

Ezeknek a folyamatoknak a nagy része is sejtmagi lokalizaciot igényel, ezzel
egyetértésben mi is a sejtmagban mutattuk ki a fluoreszcens fehérjékkel megjeldlt ludf
NRP proteineket. Eredményeink azonban azt mutattak, hogy standard kérilmények
kozott az At NRP1 a sejtmagban oldott allapotban van, és er6sen mobilis. Ez teszi
lehetdve azt, hogy a sejtek feltarasa soran konnyen kijut a sejtmagbol. Azt is
megfigyeltiik, hogy magas hémérsékleten végzett h6sokk kovetkeztében az NRP fehérjék
kotott formaba keriilnek. Az NRP proteinek ilyenkor sejtmagi fehérjékhez, vélhet6en
hisztonokhoz kotédnek, amit az NRP fehérjék, és a hiszton H3 koimmunoprecipitalassal
kimutatott kolcsonhatdsa tamaszt ald. Ez a kot6dés stabilan fennmarad (kisérleti
koriilményeink kozott legalabb 42 6raig), és alacsonyabb homérsékleten (37°C) torténd

stresszkezelés nem valtja ki.

Az NRP mutacio és az At NRP1 tultermelésének hatasai

A dupla mutans névényekben nem talaltunk eltérd foszfohiszton H3 szintet, és eltérd

génkifejez6dést hésokk utdn a vad tipusd noévényekhez képest. Ennek azonban az is
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lehet a magyarazata, hogy szobah6meérsékleten az At NRP1 szabad allapotban fordul el
a sejtmagban, és csak erds hdsokk (45°C) hatasara kotédik meg, feltételezhetden hiszton
H3 molekuldkhoz. Igy elképzelhets, hogy az NRP fehérjék, az erés hésokkra adott
valaszban betoltenek a kromatinnal kapcsolatos valamilyen szerepet. Ezt azonban eddig
még nem sikerilt igazolnunk, mivel a dupla mutans és vad tipusu novények nem
mutatnak eltérést a 45 9C-os kezelésre adott valaszban (Domoki Monika kisérletei
alapjan). Mindazonaltal az is valdszin(sithet6, hogy az NRP proteinekkel rokon NAP1

fehérjék részben atveszik az NRP proteinek szerepét a mutansokban.

Az At NRP1-et tultermeld vonal nem mutat semmilyen szemmel lathat6 fenotipust. A
dupla mutans noévényekhez hasonléan nem tapasztaltunk benniik eltéré hiszton
H3@pser10) szintet sem a kontroll novényekhez képest. Szembetling kilonbséget
feltehet6en azért sem varhatunk, mert az NRP fehérjék a vad tipust novényekben is
nagy mennyiségben vannak jelen (immunoblot kisérleteink soran minden koérilmény
kozott erds jelolédést kaptunk NRP ellenanyaggal). Igy elképzelhets, hogy az amugy is
nagy mennyiségben jelenlévé At NRP1 fehérje tiltermeltetése nem okoz a ndvényekben
olyan jelent6s valtozast, amit biokémiai eszkozeinkkel kimutathatnank. Ezért az NRP
hidnyos nrp1-1 nrp2-1 mutansok vizsgalata nagyobb lehet6ségekkel kecsegtet. A
jovében tervezziikk a dupla mutins ndvények mélyrehatébb vizsgalatat, kiilonos
tekintettel az NRP fehérjék hotlirésben és a kromatinszervezddés szabalyozasaban

betoltott szerepére.

Felvet6dott benniink az a kérdés, hogy az At NRP1 magas hémérséklet okozta
immobilizalédasat mi okozza. Vajon specifikus kot6édésrdél van szo, vagy csupan a
héstressznek valamiféle fixal6 hatasa folytan kovetkezik be? Allati sejtekben ismeretes
ugyanis, hogy h6sokk hatasara a sejtmagi fehérjék aggregalddnak. Ennek a jelenségnek a
szerepe nem tisztazott, habar a hore bekovetkezd fehérjeaggregaci6 meértéke
osszefliggésben van a HeLa sejtek hotlirésével [103]. Novényekben is el6fordul hdre
bekovetkez6d fehérjeaggregacié: hosszu ideig tartd hdéstressz hatasara: a kis méretl
hésokkfehérjék hdésokk granulumokat alkotnak [104]. A hésokk granulumok olyan
citoplazmas 40 nm nagysagi komplexek, amelyek egyediilalléan fordulnak eld
novényekben, és fontos szerepiik van a novénysejtek hotlirésében [104]. Mi is

megvizsgaltuk ezért a magas hdmérsékleten (45°C) kezelt novények hotlirését.
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Kilonb6z6 modszerekkel megvizsgalva a novények tulélését azt tapasztaltuk, hogy a
tultermeld novények csekély meértékben jobban tlrik az erds hdkezelést a null
szegregans novényekhez képest. A dupla mutans noévények hoétlirésének vizsgalatat
kutatocsoportunkban dr. Domoki Moénika végezte. 44°C-on végzett hdsokkot kovetden a
dupla mutans névények talélési aranya 15-30% volt, mig a vad tipusu névényeké 60%.
Mindezekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az NRP proteinek jelenléte hozzajarul a ladfi
novények hétliréséhez. A mutans és tultermel6 névények eltérd hétliré képessége arra
utal, hogy az NRP fehérjék magas hdmérsékleten torténd immobilizdlédasa nem jar azok

funkci6janak elvesztésével, s6t, valamilyen formaban hozzajarul a sejtek megvédéséhez.

A novények hétilirése sok faktoron mulik. Ezek kozé tartozik a membranszerkezet
fenntartasa, ozmotikumok felhalmozasa, reaktiv oxigén gyokok artalmatlanitdsa, és
hésokk fehérjék atirodasa [105]. Ezek kozott sok olyan folyamat van, amely hiszton
modifikaciotél, kromatin atrendezdédéstl fligg. Hogy az NRP proteinek milyen
folyamatot inditanak magas hémérséklet hatdsara, még nem tudjuk. Izgalmas feladat
lesz a jovOben feltarni a novényi NRP fehérjék szerepét ebben a sokrétili és szévevényes

rendszerben, a hGsokkvalaszban.
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Osszefoglalé

A hisztonok négy fajtdja, a hiszton H2A, H2B, H3 és H4 egy oktamer (8 részbdl alld)
egységet alkotva az alapjat képezi a nukleoszomaknak. Erre tekeredik a DNS, minden
egyes hiszton oktameren két csavarulatot alkotva. A sejtciklus S fazisaban tértén6é DNS
replikacié sordn a hisztonok levalnak a kromoszomakrol, hogy a leanysejtekben
Ujraszervezddve ismét kromatinna alakuljanak a DNS molekulakkal. A hisztonok
cserélédése, atszervezédése azonban nem csak mitézis alatt toérténik. Ujonnan
szintetizalodott hiszton variansok épiilnek be a kromatinba transzkripcio, DNS javitas,
és rekombindcié soran is. A hiszton chaperone-ok a hisztonokhoz koétédnek, és részt
vesznek a kromatin folytonos ujraszervezddésében, ezen kiviil megakadalyozzak az

erésen pozitiv toltési hisztonok és az er6sen negativ toltésii DNS spontan aggregacidjat.

A hiszton H2A és H2B proteinek hiszton chaperone-ja a NAP1 (nucleosome assembly
protein 1), amely segiti azok kromatinna csomagol6dasat mit6zis soran. A NAP1
fehérjékrdl kialakulé kép azt mutatja, hogy a hiszton H2A és H2B fehérjék
nukleoszémaba valé beépiilésén tul segitik azok sejtmagba torténd szallitasat, és
szabalyozzak a kromatinszerkezet aktiv atalakuldsait. Mindemellett a kromatinnal
kolcsonhatva, mint szovetspecifikus faktoroknak, szerepiik van a sejtosztéodas és a

génkifejez6dés szabalyozasaban.

A NAP1 fehérjecsalad tagjai savas karakterll fehérjék. Mindegyikiik tartalmaz egy
konzervalt kézponti NAP domént. Ezen kiviil hordoznak egy erdsen savas C-terminalis
domént, és egy valtozé hosszlisagi N-terminalis kezdeti szakaszt. ElesztSben
(Saccharomyces cerevisiae) egyetlen NAP1 fehérje fordul el6. Ezzel szemben a tobbsejtii
organizmusok szamos NAP1, és NAP1-szerili fehérjével rendelkeznek. Novényekben a
NAP1 fehérjéknek szamos fajtaja fordul el§, nem egy gén altal kddoltak. A NAP1 fehérjék
mellett a noévények rendelkeznek a NAP1 fehérjével rokon az NRP (NAPI1-related
protein) fehérjékkel is. Ezek a fehérjék rokonok a human SET/I;PP2A fehérjével, mely a
NAP1 csalddon beliil kiilon csoportot képez. A 1udfii NAP1 csaldd négy NAP1 fehérjét
(NAP1;1, NAP1;2, NAP1;3, és NAP1;4), és két NAP1 rokon NRP fehérjét (NRP1 és NRP2)

tartalmaz.
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Az NRP fehérjék human homolégja, a SET/I2PP2A ismert Protein Foszfataz 2A (PP2A)
gatlo. Delécios mutansok segitségével kimutattdk, hogy a PP2A-gatlashoz
elengedhetetlen a SET/I2PP2A 25-119-ig terjedd aminosav szekvenciaja. Mivel ez a régio
nagyfoku hasonlésagot mutat a 1udfi és lucerna névények azonos helyen 1év6 aminosav
szekvenciajaval, mi is megvizsgaltuk a novényi NRP fehérjék foszfataz gatlo
tulajdonsagat. Kisérleteinkben a két legfontosabb szerin/treonin foszfataz, a PP1 és a
PP2A aktivitasat vizsgaltuk. Mindkét enzim szamtalan folyamat irdnyitasat végzi mind
allati, mind noévényi sejtekben. Eredményeink azt mutattdk, hogy a 1udf, és a lucerna
NRP fehérjék in vitro fokozottan gatoljak az allati PP2A aktivitasat. Az Arabidopsis
thaliana NRP1 (At NRP1) ezen feliil gatolja az immunoprecipitalt ludfli PP2A enzimet, és

in vivo kolcsonhat vele.

Mivel ecetmuslicdban az At NRP proteinekkel nagyfokd homoldgiat mutaté SET/I;PP2A
szerepet jatszik a hiszton H3 molekula defoszforildlasaban hdésokk folyaman, mi is
kivancsiak voltunk, vajon kolcsonhat-e az At NRP1 a hiszton H3 molekulaval, és
befolyasolja-e annak defoszforilalodasat. Ezen kivil az At NRP1 hdsokkban betoltott

esetleges szerepét is tisztazni kivantuk.

Kisérleteinkben mind a ludf{i, mind a lucerna NRP fehérjék nagy affinitassal gatoltak a
hisztonok defoszforilaciéjat in vitro, valamint in vivo koélcsonhatottak a hiszton H3
molekulaval. igy valészinii, hogy a veliikk rokon NAP1 proteinekhez hasonléan a névényi

NRP fehérjék is részt vesznek a kromatin atformalasaval kapcsolatos folyamatokban.

Allatokban a hiszton H3 tizedik szerinen torténd foszforilalédasa (hiszton H3(pser10)) a
transzkripcié szabalyzasaval fiigg Ossze. Mivel ecetmuslicanal ezt a fajta hiszton
modifikaciot a hdsokk gének atirédasakor tapasztaltak, mi is a h6sokk fehérjék (HSP,
heat shock protein) kifejez6désének vizsgalatara koncentraltunk. Valos ideji polimeraz
lancreakcioval vizsgaltuk hdésokk gének kifejez6dését, kiilonbséget azonban nem
talaltunk a dupla mutans nrp1-1 nrp2-1 és a vad tipusu novények kozott az altalunk
vizsgalt gének tekintetében. Kimutattuk azonban, hogy a hdindukalta génexpresszié a
hiszton =~ H3(pser10)-et  tartalmazé  kromatinhoz  kotédik. Ennek a  fajta
hisztonmodofikacionak a szerepét korabban még nem mutattak ki a h6sokk kozvetitette

génkifejez6désben névényekben.

69



Az NRP fehérjék allati homolégja, a SET/I>PP2A egy multifunkcios fehérje, amely szerepet
tolt be tobbek kozott a PP2A gatlasban, a transzkripcid, a hiszton deacetilacio, az
apoptdzis, a DNS-metilacio, és a sejtosztédas szabalyzasaban. Ezen funkcidk egy része a
sejtmaghoz kotddik. Ennek megfelel6en a SET/12PP2A sejtmagi lokalizaciét mutat, tovabba
kimutattak, hogy a kromatinhoz kotddik. Ismereteink a novényi NRP fehérjékrol
korlatozottabbak, mégis ugy tiinik, hogy ezek a fehérjék is szamos funkciéval birnak.
Befolyasoljak a sejtosztddast, a géncsendesitést, és a DNS karosité agensek iranti

érzékenységet.

Ezeknek a folyamatoknak a nagy része is sejtmagi lokalizaciot igényel, ezzel
egyetértésben mi is a sejtmagban mutattuk ki a fluoreszcens fehérjékkel megjelolt ladfi
NRP proteineket. Eredményeink azonban azt mutattdk, hogy standard korilmények
kozott az At NRP1 a sejtmagban oldott allapotban van, és er6sen mobilis. Ez teszi
lehet6vé azt, hogy a sejtek feltdrdsa soran konnyen Kkijut a sejtmagbdl. Azt is
megfigyeltiik, hogy magas hémérsékleten végzett h6sokk kovetkeztében az NRP fehérjék
kotott formaba keriilnek. Ez a kotédés stabilan fennmarad (kisérleti koriilményeink
kozott legalabb 42 6raig), és alacsonyabb hémérsékleten (37°C) torténd stressz kezelés,
valamint mas tipusu stressz kezelések (sd, nehézfém, UV, és genotoxikus stressz) nem
valtjak ki.

Hogy az NRP fehérjék szerepét jobban megértsiik, kisérleteinkbe bevontunk nrp1-1
nrp2-1 dupla mutans, és az At NRP1 fehérjét tdltermeld 1udfi novényeket is. A dupla
mutans noévényekben nem taldltunk eltér6 foszfohiszton H3 szintet, és eltérd
génkifejez6dést hdsokk utan a vad tipusi novényekhez képest. Az At NRP1-et tultermel6
vonal nem mutat semmilyen szemmel lathat6 fenotipust. A dupla mutans névényekhez
hasonléan eltér6 hiszton H3(pserio) szintet sem tapasztaltunk benniik a kontroll
novényekhez képest. Kilonb6zd modszerekkel megvizsgalva a novények tulélését
azonban azt tapasztaltuk, hogy a tultermel6 névények csekély mértékben jobban tiirik
az er@s hbkezelést a null szegregans novényekhez képest. Hogy az NRP proteinek milyen
folyamatot inditanak magas hémérséklet hatasara, még nem tudjuk. Izgalmas feladat
lesz a jovOben feltarni a n6vényi NRP fehérjék szerepét ebben a sokrétli és szévevényes

rendszerben, a hGsokkvalaszban.
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Summary

During the S-phase of the cell cycle, histone proteins are synthesized in parallel with
DNA replication. Nucleosome assembly occurs by the initial deposition of the H3-H4
tetramer, then H2A-H2B onto replicating DNA. NAP1 (nucleosome assembly protein 1)
represents the primary chaperone of H2A and H2B and is highly conserved from yeast to
human. In Saccharomyces cerevisiae, NAP1 is encoded by a single gene. In mammals and
plants, NAP1 belongs to a multigene family (four genes encoding close NAP1
homologues are present in the genome of Arabidopsis thaliana). In addition, plants
contain genes encoding more distantly NAP1-related proteins (NRPs), which form
adistinct phylogenic group more closely related to the animal SET/I>PP2A proteins. SET

was identified first as the product of a translocated gene in acute undifferentiated

leukemia. In biochemical assays, SET/I;PP2A proteins stimulate replication of the
adenovirus genome (Nagata et al.,, 1995) and inhibit protein phosphatase 2A (PP2A) (Li
et al, 1996). The SET/I;PP2A protein was also identified in protein complexes with

histone acetylation and methylation enzymes (Adler et al., 1997; Shikama et al., 2000),

with B-type cyclins (Kellogg et al., 1995), with the granzyme A-activated DNase NM23-
H1 (Fan et al,, 2003), and with transcription factors (Telese et al., 2005).

Recently, the Arabidopsis thaliana SET/I;PP2A homologues, named as NAP1-related
protein 1 and 2 (NRP1, At1g74560 and NRP2, At1g18800) have been shown to have
roles in cell cycle regulation and root meristem formation in addition to be
characterized as potential histone chaperones. As a consequence, the Arabidopsis nrp1-
nrp2 double mutants exhibit a short-root phenotype and extreme sensitivity against
genotoxic stress. Furthermore, the expression of the Medicago sativa NRP gene has been
found to be upregulated by the auxin analogue 2,4-dichlorophenoxy acetic acid and
during somatic embryogenesis.

Analysis of deletion mutants revealed that the region between amino acids 25-119 of the
human SET/I>PP2A protein is required for its PP2A inhibitor property (Saito et al. 1999).
As this region exhibits 75-77% similarity between the plant and the human proteins, we

tested the phosphatase inhibitor capacity of plant NRPs. Phosphatase activities were
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determined with either phosphorylase a or phosphohistone substrates. The
recombinant Arabidopsis thaliana NRP1 (At NRP1) protein was able to inhibit the
activity of both PP1 (protein phosphatase 1) and PP2A (protein phosphatase 2A)
enzymes (purified from rabbit skeletal muscle) on both substrates in a dose dependent
manner. However, there was a considerable difference in their efficiency: the At NRP1-
mediated inhibition was more efficient on the catalytic subunit of PP2A (PP2Ac) than on
PP1. The results also indicated that the phosphatase inhibition power of NRP1 is
substrate specific, the protein acts more effectively on phosphohistone substrates in
vitro, as compared with phosphorylase a. Similar results were obtained with a purified
Medicago sativa NRP protein indicating that this inhibitory activity of plant NRP proteins

is likely a general feature.

We tested the effect of At NRP1 on immunoprecipitated Arabidopsis thaliana PP2A as
well, using histone H3(pser10)substrate (histone H3 phosphorylated at the tenth serine
residue). When increasing concentrations (0.5-2 uM) of purified At NRP1 were added to
the phosphatase reaction, the dephosphorylation reaction was inhibited in a dose
dependent manner in vitro. An unrelated His tagged protein (His-Ms ROP6) had no effect
on the phosphatase, proving that the inhibition was not caused by the basic tag of the

fusion proteins.

In order to support the assumption that NRPs can serve as PP2A inhibitors in vivo, pull
down assays were carried out. PP2A catalytic subunit antibody co-immunoprecipitated
NRP proteins from Arabidopsis as well as from Medicago cell extracts. The presence of
the Arabidopsis NRP protein in histone H3(pser10) antibody-precipitated chromatin was
also demonstrated These assays clearly indicate the potential interaction of NRPs with

PP2A and histone H3(pser10) in planta.

NRP proteins have been reported to possess histone chaperone-like properties, to
influence cell division, gene silencing, and sensitivity against DNA damaging agents.
Most of these functions require nuclear localization of the NRP proteins and indeed, we
detected fluorescent protein-NRP fusions in the nuclei. Our results indicate, however,
that under normal conditions NRPs are not chromatin-bound but soluble: they are
readily released from the nuclei during their isolation and are highly mobile within the

nuclei as determined by a FLIP assay (fluorescence loss in photobleaching). Interestingly
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however, these proteins get strongly bound to the chromatin following short heat-
treatment of cells/seedlings. Only strong heat-treatment (>42°C) of Arabidopsis cells
resulted in the nuclear retention of NRPs, in contrast to the untreated, or mild-heat
(379C) treated cells. Immobilization of these proteins seemed to be persistent: nuclei of
heat-treated cells still keep NRPs at 42 hours after the treatment. Other stress
treatments, including salt, heavy metal, genotoxic and UV stress, did not resulted in the

nuclear retention of NRPs.

We tested the effect of deletion and overexression of At NRP1. Neither the mutant, nor
the overexpressing plant lines showed differential levels of histone H3(pser10), as
compared with the wild type or null segregant control plants. The At NRP1
overexpressing transgenic plants did not show any apparent phenotype, however, they

possess slightly elevated heat tolerance capacity.

Taken together, our data show that in plants NRPs are among the mobile, soluble
nuclear proteins that can form stable complex with the chromatin in response to heat.
They inhibit the serine/threonine phosphatase activity of PP1 and PP2A enzymes in a
substrate-specific manner. Nevertheless, Arabidopsis NRP proteins interact with PP2A
and histone H3(pser10) based on co-immunoprecipitation experiments, suggesting a role

in the regulation of histone dephosphorylation.
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