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Відомо, що підродина протеїнкіназ SnRKl бере участь 
у  регулюванні вуглеводного обміну та енергетичного 
балансу. Ці ферменти характеризуються своєю бага- 
тофункціональністю та можуть приймати участь в 
багатьох інших важливих процесах у клітині. В да
ній роботі вивчаїїи роль протеїнкіназ SnRKl (KIN10 
та KIN 11) у  регуляції клітинного поділу Arabidopsis 
thaliana. Для цього використовували мутантні лінії 
kinlO /kinll A. thaliana (http://arabidopsis.info/), но- 
каутні по генах KIN 10 та KIN 11. В цих мутантах 
було зафіксовано низький мітотичний індекс та по
казано знижений рівень експресії маркерів клітинної 
проліферації — генів CYCB1;! (циклін В) та рослинно
го гомолога BRCA1 (Breast Cancer Suppressor Protein). 
Значно нижчий мітотичний індекс та рівень експресії 
CYCB1;! і BRCA1 спостерігали саме у мутантах, які 
були вирощені за умов енергетичного голодування. Та
кож було зафіксовано підвищену експресію CYCB1;1/ 
BRCA1 та KIN10/KIN11 у суспензійній культурі 
A. thaliana в порівнянні з інтактними проростками. 
Такі дані можуть свідчити про можливу роль про
теїнкіназ KIN 10/KIN11 у регуляції проліферативної 
активності.
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Вступ. Протеїнкінази родини SnRK є важливи
ми компонентами сигнальних та регуляторних 
процесів вищих рослин [1,2]. Підтверджено, що 
ці ферменти відіграють ключову роль у форму
ванні адаптивної відповіді рослин на дію стре
сів біотичної та абіотичної природи [3]. Одне
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з найбільш важливих функціональних значень 
має підродина протеїнкіназ SnRKl також відо
мих, як SnRKa, — найближчих рослинних гомо
логів АМФ-активованих протеїнкіназ тварин 
(AMP activated protein kinases) та протеїнкіназ 
комплексу SNF1 (Sucrose non-fermenting 1) з 
дріжджів [4-6]. Функціонально активні рослин
ні протеїнкінази SnRKl — це гетеротримери, 
до складу яких обов’язково входять каталітичні 
субодиниці SnRKa (SnRKa-l/KIN 10/At3g01090 
або SnRKa-2/KINl 1/At3g29160) [7].

Незважаючи на значну кількість робіт, при
свячених рослинним протеїнкіназам SnRKl, їх 
функціональна роль розкрита лише частково. 
Встановлено, що протеїнкінази SnRKl є одним 
з ключових компонентів сигнальних каскадів 
енергетичного гомеостазу рослинної клітини 
[8—11]. Доведено, що ці ферменти ініціюють 
процеси, що сприяють перемиканню від ана
болізму до катаболізму та є важливими регуля
торами транскрипції. Відомо, що протеїнкінази 
SnRKl впливають на експресію генів, які беруть 
участь у регуляції росту, онтогенезу, аутофагії 
та ін. [12—15]. Було продемонстровано важли
ву роль цих ферментів у формуванні відпові
ді рослин на дію стресових факторів, зокрема 
темряви, дефіциту поживних речовин, холоду, 
посухи та ін. [16—18]. Також є підтвердження 
участі протеїнкіназ SnRKl у формуванні стій
кості рослин до сольового та осмотичного стре
сів [19]. Таким чином, фізіологічна відповідь 
рослин на дію стресових чинників може ре
гулюватися за допомогою протеїнкіназ KIN 10 
(SnRKl.1) та KIN1 l(SnRK1.2).
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Нещодавно нами за допомогою біоінформа- 
тичних методів було встановлено гомологію між 
протеїнкіназами SnRKl рослинного походження 
і протеїнкіназами BRSK ссавців [7]. Так, іс
нує значна подібність амінокислотних послі
довностей, доменної архітектури та просторо
вої структури каталітичних доменів рослинних 
SnRKl і BRSK1 людини [7, 20]. За результатами 
спільної філогенетичної кластеризації повного 
кіному A. thaliana і протеїнкіназ BSRK людини, 
найвищий рівень гомології було знайдено для 
протеїнкінази BRSK1 та двох рослинних про
теїнкіназ SnRKl — SnRKa-1/KINlO і SnRKa-2/ 
KIN11. Отже, оскільки ці протеїнкінази є най
ближчими рослинними гомологами протеїнкі
нази BRSK1, можна припустити, що SnRKl по
тенційно здатні виконувати подібні до BRSK1 
функції і в рослинних клітинах. Так, врахову
ючи консервативність амінокислотних послі
довностей утубуліну рослин та тварин [21], 
нами було висунуто припущення щодо можли- 
вісті фосфорилювання протеїнкіназою KIN10 
амінокислотного залишку Seri 31 у-тубуліну 
A. thaliana [7], а також щодо можливої участі 
цих ферментів у процесах, пов’язаних з клі
тинним поділом.

З метою підтвердження або спростування 
даного припущення щодо участі протеїнкіназ 
KIN 10 (SnRKa-1 /KIN 10/At3g01090) та KIN 11 
(SnRKa-2/KINl 1/At3g29160) у клітинному по
ділі та у фосфорилюванні у-тубуліну, нами було 
досліджено мутантні лінії A. thaliana, нокаутні 
по генах KIN 10 та KIN11. Зокрема, розрахо
вували мітотичний індекс та досліджували ко
реляцію рівнів експресії маркерних генів клі
тинної проліферації, а, саме, CYCB1 та BRCA1 
[22, 23] за нормальних умов та за умов енерге
тичного дефіциту. Також було порівняно рівні 
експресії цих маркерних генів та генів проте
їнкіназ KIN10 та KIN 11 у суспензійній куль
турі клітин [24, 25] та інтактних проростках 
A. thaliana.

Матеріали та методи. У дослідженні було 
використано насіння мутантних ліній кіп 10 та 
kin ll A. thaliana (SALK 139618C та SALK_ 
127939С), отриманих з Європейського стоко
вого центру арабідопсиса (The European Arabi- 
dopsis Stock Centre, http://arabidopsis.info/), та, 
як контроль, дикого екотипу A. thaliana (Col-0). 
Насіння стерилізували протягом 10-ти хв в гі

похлориті натрію, тричі відмивали стерильною 
водою та висаджували на живильне середови
ще Мурасіге-Скуга, МС (Murashige and Skoog 
salts, Duchefa, Нідерланди), що містило поло
винний набір мікро- і макросолей МС, вітаміни 
(тіамін і міоінозитол) (2 г/л), 10 г/л сахарози 
та 8 г/л агару, pH 5,7. У випадку моделювання 
умов енергетичного дефіциту насіння мутант
них ліній та дикого типу висаджували на ана
логічне середовище, однак без додавання саха
рози. Висаджене насіння спочатку стратифіку- 
вали при температурі +4 °С протягом 24 год, 
а далі культивували протягом 7 та 14 діб при 
+22 °С та довжині світлового періоду 16 год 
на добу.

Аналіз нокаутних мутантних ліній кіп 10 та 
кіп 11 проводили за допомогою ПЛР зі зворот
ною транскрипцією (ЗТ-ПЛР).

Для підрахунку кількості клітин у стадії мі
тозу корені 14-денних проростків витримували 
2 год у холодній воді (+4 °С) для синхроніза
ції мітозів, після чого фіксували за допомогою 
модифікованого нами фіксатора Кларка (льо
дяна оцтова кислота 1:3,  ацетоалкоголь 96 %) 
впродовж 24 год. Після 3-кратного промивання 
у 70%-ному етиловому спирті, корені поміщали 
у 4%-ний ацетоорсеїн і нагрівали на спиртів
ці до «прихованого» кипіння з наступною ви
тримкою у барвнику впродовж 1 год. Давлені 
препарати виготовляли в 45%-ному розчині мо
лочної кислоти. Мітотичний індекс обрахову
вали за формулою:

МІ Е(77 + М +  А + 7) 
І ( / +  П +  М + А +  Т) * 100 %,

д е Е ( 7 7 + М + Л  + 7) — сумарна кількість клі
тин, які знаходяться у профазі (/7), метафазі 
(М), анафазі (А), телофазі (7), X (7 + П + М + 
+ А + 7) — сумарна кількість клітин, які зна
ходяться у інтерфазі (7), профазі (77), метафазі 
(М), анафазі (А), телофазі (7).

Значення КМ1 обраховували як співвідно
шення значень МІ для оброблених варіантів з 
контролем:

КМІ
МІ вар. 

МІ контроль

Підрахунок мітотичного індексу та цитоло
гічний аналіз здійснювали за допомогою мі
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кроскопу Axioskop 40 (Carl Zeiss, Німеччина) 
з об’єктивами Plan-Neofluar 40х/1.3 і 100х/2.6 
Immersion Oil. Отримані дані обробляли за 
допомогою програмного забезпечення Ахіо- 
VisionsRel4.7 (CarlZeiss, Німеччина). Матема
тичну обробку даних здійснювали методом 
дисперсійного аналізу з використанням MS 
Excel (2010).

Для дослідження кореляції рівнів експресії 
цільових генів відбирали 7-ми денні проростки 
A. thaliana.

Суспензійну культуру A. thaliana. [24, 25] 
вирощували вродовж 7-ми діб на модифіко
ваному середовищі Гамборга [26], що містило 
2,5 мг/мл 2.4-Д, 2,5 мг/мл кінетину, а також 
10 г/л сахарози та 8 г/л агару, pH 5,7.

Загальну РНК виділяли за допомогою TRIsol- 
реагенту (Тепло Fisher Scientific, США) відпо
відно до протоколу, рекомендованого компа- 
нією-виробником. Якість виділеної РНК ви
значали спектрофотометрично та за допомо
гою електрофорезу у агарозному гелі. Кон
центрацію РНК у різних зразках доводили до 
рівного значення. Синтез кДНК проводили з 
використанням набору RevertAid RT cDNA 
Synthesis Kit (Termo Fisher Scientific, CILIA) 
відповідно до протоколу компанії-виробника.

Рівень експресії генів CYCB1;1/BRCA1 та 
KIN10/KIN11 визначали за допомогою кількіс
ної ПЛР (AACt метод) [27]. Ампліфікацію спе
цифічних фрагментів генів проводили за вико
ристання набору SYBR® Green JumpStart™Taq 
ReadyMix™ (Sigma-Aldrich, США). Реакційна 
суміш загальним об’ємом 25 мкл містила 2 мкл 
кДНК, 1 мкл прямого та зворотнього прайме- 
рів. ПЛР проводили з інтеркалюючим барвни
ком SybrGreen (490 нм) на ампліфікаторі iQ5 
(Bio-Rad, США) за наступним протоколом: 
95 °С 5хв; наступні 40 циклів ампліфікації були 
виконані таким чином: 30 с при 95 °С, 30 с 
при 55 °С та 30 с при 72 °С, фінальна елонга
ція — при 72 °С впродовж 4 хв. Рівень флюо- 
ресценції вимірювали на стадії синтезу амплі- 
конів. Для порівняння рівнів експресії генів, 
як референтний використовували ген актину 
(.AtActin). Фрагменти генів CYCBI;1, BRCA1 та 
KIN 10, KIN 11 ампліфікували з використанням 
наступних праймерів:

CYCB1; l_for 5'CTGTTGAGAGTGAATGGA-
GG3',

1 2 3 4 М

Рис. 1. Аналіз експресії KIN 10 та KIN 11 у нокаут- 
них лініях SALK 139618C та SALK_127939C. 1 -  
контроль KIN 10, 2 — контроль KIN 10, 3 — SALK_ 
139618С (kin 10), 4 -  SALK 127939C (kin 11)

Нормальні Без додавання 
умови сахарози

Рис. 2. Мітотична активність клітин кореневої апі
кальної меристеми А. ікаїіапа (Со1-0) та мутантних 
ліній кіпІО/кіпІІ, за нормальних умов, та за умов 
енергетичного дефіциту (без додавання сахарози)

СУСВ 1;1_ГЄУ 5ТААСССАСААСААСССАТССЗ'; 
ЬЖСАІґог З'САГТСАТТССАТТААСССС- 
ТСЗ',
БШСАІгєу ТААССТССТТСТССТАТТССЗ'; 
КШІО ґог 5'ССТСААСССТСААААСТТССЗ', 
КШ10_гєу5'ТОСАТАСССССАСТАССТТСЗ'; 
КІШ 1_ґог5'ССССОАТССТСАТТТТСТААЗ',
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Col-0 kinlO kin 11
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Рис. 3. Рівні експресії маркерних генів CYCB1 та 
BRCA І (%) по відношенню до конститутивного 
рівня експресії гена актину (AtActin) у контрольній 
та мутантних лініях A. thaliana з нокаутованою 
експресією KIN 10 та KIN 11 за нормальних умов (а) 
та за умов енергетичного дефіциту (б)

KIN 11_rev 5'AATCCAG'CCCTCAGCACATT-
CCAGCA3',
AtActrev GGACTAAAACGCAAAACGAA3'.

Після ампліфікації якість продуктів оціню
вали на підставі аналізу кривої плавлення про
дуктів ПЛР. Рівні експресії генів визначали 
окремо для кожної пари праймерів. Для оцінки 
якості та підтвердження відтворюваності ре
зультатів реакції, експерименти проводили у 
трьох повторах.

Результати та їх обговорення. В ході прове
дення аналізу мутантних ліній kinlO та кіп 11 
було підтверджено відсутність продуктів генів 
KIN 10 та KIN 11 за допомогою ЗТ-ПЛР (рис. 1).

Для вивчення ролі протеїнкіназ SnRKl у 
процесах клітинного поділу визначали мітотич

ний індекс клітин кореневої апікальної мери- 
стеми у кіп /6>Д/я/7-нокаутних лініях А. іішііапа 
за нормальних умов та за умов енергетичного 
дефіциту. Порівняно з контролем, було зафік
совано набагато нижчий мітотичний індекс у 
мутантних ліній як за нормальних умов, так і 
за умов енергетичного дефіциту (рис. 2).

Також у кіп 10/кіп 1 /-нокаутних лініях дослі
джували кореляцію рівнів експресії маркерних 
генів клітинної проліферації СУСВІДта В ЯСА1 
[22, 23, 28] за нормальних умов та за умов енер
гетичного дефіциту (рис. 3). Встановлено, що 
у обох мутантних лініях рівні експресії генів 
СУСВ1Д та ВЯСА1 були значно нижчими, ніж 
у дикого типу.

Гомологи ВЛСАІ ссавців було знайдено у 
рослинних організмах, а саме в А. ДаИапа. Бу
ло показано, що подібно до тваринного ВИ.СА1 
рослинний гомолог бере участь в регуляції клі
тинного циклу та дублюванні центросом [23]. 
Існують експериментальні данні, що свідчать 
про участь цього білку в процесах нуклеації 
мікротрубочок шляхом убіквітинування у-ту- 
буліну [29]. Отже, зниження рівня експресії ге
ну цього ферменту може негативно впливати на 
функціонування у-тубуліну. Загалом зниження 
рівнів експресії генів СУСВ1Д та ВЯСА1 свід
чить про затримку клітинної проліферації та 
порушення процесів нуклеації мікротрубочок 
[22, 23].

Варто зазначити, що у мутантних лініях 
кіпЮ та кіпії, вирощених в умовах енергетич
ного дефіциту, експресія СУСВ1Д та ВЯСА1 бу
ла значно нижчою, ніж у рослин, вирощених 
за нормальних умов. Відомо, що представни
ки протеїнкіназ БлЯКІ здійснюють особливо 
важливі функції під час енергетичного голо
дування. Адже активність цих ферментів зале
жить від енергетичного балансу клітини [ЗО]. 
Зниження енергетичного балансу призводить 
до активації КПЧІО та КШ11, які сприяють 
вмиканню процесів катаболізму в клітині, ви
микаючи всі можливі еиергозатратні механіз
ми. Тому нокаутні лінії мутантів цих генів, що 
були вирощені в умовах енергетичного дефі
циту значно вразливіші, ніж вирощені за нор
мальних умов. Відповідно, клітини таких рос
лини можуть мати нижчий рівень клітинної 
проліферації. Таким чином можна припустити,



що активність генів KIN 10 та KIN 11 пов’язана 
з клітинним поділом.

Для підтвердження гіпотези про можливість 
існування певної позитивної кореляції між ін
тенсивністю клітинного поділу та рівнем екс
пресії генів KIN 10 та KIN 11 було проведено та
кож порівняння рівнів експресії цільових генів 
у суспензійної культури клітин A. thaliana та в 
інтактних проростках. Відомо, що суспензій
ні клітини A. thaliana характеризуються зна
чно вищим мітотичним індексом у порівнянні 
із клітинами проростків [24]. На нашу думку, 
цей показник також може корелювати з рівнем 
експресії генів досліджуваних протеїнкіназ 
KIN 10 та KIN11.

Так, у клітинах суспензійної культури A. tha
liana нами було зафіксовано більше, ніж в 
два рази вищі рівні експресії генів KIN10 та 
KIN11 у порівнянні з проростками арабідоп- 
сису (рис. 4.). Враховуючи значне перевищен
ня рівнів експресії генів KIN 10 та KIN 11 у 
суспензійній культурі, можна припустити, що 
один з механізмів дії цих протеїнкіназ може 
бути пов’язаний саме з клітинним проділом.

Для підтвердження того, що суспензійна 
культура має високий мітотичний індекс, по
рівнювали також рівні експресії маркерних ге
нів клітинної проліферації — CYCB1;1 та BRCA1 
у суспензійної культури клітин A. thaliana та в 
інтактних проростках (рис. 5). Було встанов
лено вищий рівень експресії CYCB1;! та BRCA1 
саме у суспензійній культурі, що може свідчи
ти про високий рівень клітинної проліферації. 
Посилена клітинна проліферація та високий 
рівень експресії генів каталітичних субодиниць 
KIN10/KIN11 протеїнкіназ SnRKi у суспензій
ній культурі підтверджує можливість участі цих 
ферментів у регуляції клітинного поділу.

На сьогодні відсутні будь-які данні, які екс
периментально підтверджували би нашу гіпо
тезу стосовно участі протеїнкіназ SnRKi у ре
гуляції клітинного поділу. Цікавим фактом є 
також те, що найближчим гомологом проте
їнкіназ SnRKi у тваринній клітині вважається 
АМФ-активована протеїнкіназа BRSK1 [20]. 
Цей фермент пов’язаний з регуляцією клітин
ного поділу у тваринних клітинах [31—33]. Фос- 
форилюючи у-тубулін, протеїнкіназа BRSK1 ре
гулює подвоєння центросом. Відомо, що саме

Рис. 4. Рівні експресії генів KIN10 та KIN 11 (%) по 
відношенню до конститутивного рівня експресії ге
на актину (AtActin) в проростках A. thaliana (Col-0) 
та суспензійній культурі A. thaliana

Рис. 5. Рівні експресії маркерних генів CYCBI та 
BRCA1 (%) по відношенню до конститутивного 
рівня експресії гена актину (AtActin) у проростках 
A. thaliana (Col-О) та суспензійній культурі A. thaliana

у-тубулін є одним з найбільш важливих еле
ментів, що регулюють збирання мікротрубо- 
чок та утворення веретена поділу [34]. Оскіль
ки протеїнкінази SnRKi було визначено як 
найближчі рослинні гомологи протеїнкінази 
BRSK1, можна припустити, що вони потен
ційно здатні виконувати подібні функції також 
у клітинах рослин (рис. 6). Попередні біоін- 
форматичні дослідження підтвердили значну 
структурну подібність протеїнкіназ BRSK1 та 
SnRKi [7]. Відповідно до отриманих нами да
них, нами було висунуто припущення, що са
ме представники SnRKi, можуть брати участь 
у регуляції процесів клітинного поділу за поді
бним до тваринних BRSK1 сценарієм.

Отримані нами результати показують, що 
мітотичний індекс та рівні експресії маркерів
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клітинної проліферації СУСВ1;1 та BRCA1 у 
нокаутних лініях SALK 139618C та SALK_ 
127939С A. thaliana, мають значно нижчі по
казники ніж у контрольній лінії. За умов енер
гетичного дефіциту експресія даних генів та
кож знижувалась. У суспензійній культурі A. tha
liana, яка характеризується інтенсивним клітин
ним поділом, було встановлено високий рі
вень експресії як маркерних генів, так і KIN10/ 
KIN11, у порівнянні з рослинами дикого типу 
(контроль).

Отже, отримані дані можуть розглядатись 
як додаткове підтвердження нашого попере
днього припущення стосовно можливої участі 
каталітичних субодиниць протеїнкіназ SnRKl 
(KIN10 та KIN11) у регуляції процесів клітин
ної проліферації вищих рослин, шляхом фос
форилювання у-тубуліну. Також можна припус

тити важливу роль цих ферментів у клітинно
му поділі рослин, що зростають за умов енерге
тичного дефіциту.
POTENTIAL ROLE OF PROTEIN KINASES 
SnRKl IN REGULATION OF CELL DIVISION 
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carbohydrate metabolism and energy balance. These 
enzymes are multifunctional and can participate in 
many other important cellular processes. In this work, 
the role of protein kinases SnRKl (KINIO and KIN 11) 
in the regulation of the cell division of Arabidopsis tha
liana was studied. For this purpose, A. thaliana kin 10 
and kin 11 knockout lines (http://arabidopsis.info/) we
re used. The cells of these mutant lines exhibited the 
low mitotic index. The expression level of the cell pro
liferation markers — CYCB1, 1 (cyclin B) and plant 
BRCA1 homolog (Breast Cancer Suppressor Protein) 
was reduced too. A significantly smaller mitotic index 
and expression level of CYCB1, 1 and BRCA1 genes 
were found in the mutants that were grown under 
energy starvation conditions. High level of expression 
of CYCB1, 1/BRCA1 and KIN10/KIN11 genes in A. 
thaliana cell suspension culture was also revealed in 
comparison to Arabidopsis seedlings. Obtained data may 
indicate the possible role of protein kinases KINIO/ 
KIN 11 in regulation of cell proliferative activity.

ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ РОЛЬ SnRKl 
ПРОТЕИНКИНАЗ В РЕЕУЛЯЦИИ 
КЛЕТОЧНОЕО ДЕЛЕНИЯ 
ARABIDOPSIS THALIANA

Е.Е. Краснопёрова, Д.Д. Буй, И. И. Горюнова,
С. В. Исаенков, П.А. Карпов, Я. Б. Блюм, А. И. Емец

Известно, что подсемейство протеинкиназ SnRKl 
участвует в регуляции углеводного обмена и энер
гетического баланса. Эти ферменты многофунк
циональны и могут принимать участие во многих 
других важных клеточных процессах. В данной ра
боте изучали роль протеинкиназ SnRKl (KINIO и 
KIN 11) в регуляции клеточного деления Arabidopsis 
thaliana. Для этого использовали мутантные линии 
kinlO/kinll A. thaliana, нокаутные по генам KIN 10 
и KIN11 (http://arabidopsis.info/). В данных мутантах 
был установлен низкий митотический индекс и по
казано снижение уровня экспрессии маркеров кле
точной пролиферации — CYCB1, 1 (циклин В) и 
растительного гомолога BRCA1 (Breast Cancer Sup
pressor Protein). Значительно меньший митотичес
кий индекс и уровень экспрессии CYCB1, 1 и 
BRCA1 наблюдали именно в мутантах, которые 
выращивали в условиях энергетического голодания. 
Также было зафиксировано высокую экспрессию 
генов CYCB1, 1/BRCA1 и KIN10/KIN11 в суспен
зионной культуре A. thaliana по сравнению с про
ростками арабидопсиса. Такие данные могут свиде
тельствовать о возможной роли протеинкиназ 
KIN10/KIN11 в регуляции клеточной пролифера
тивной активности.
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СКОРОЧЕННЯ:

PRL1 -  Protein pleiotropic regulatory locus
FUS3 — B3 domain-containing transcription factor
SKP1 S-phase kinase-associated protein 1
WRI1 -  WRINKLED1 transcription factor
bZIP -  Basic Leucine Zipper Domain
IDD8 -  INDETERMINATE DOMAIN-containing
transcription factor
GRIK1/2 — Glutamate ionotropic receptor kainate 
type subunit 1/2
PAD1 — Proteasome subunit alpha type-7-A 
SNF4 -  SNF1-related protein kinase regulatory su
bunit beta-2
AT4G1 — SNF1-related protein kinase regulatory su
bunit beta-2
CDK1 — Cyclin-dependent kinase 1
RIMS1 — Regulating synaptic membrane exocytosis 1
WEE1 -  Well-like protein kinase


