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1. A téma megnevezése:

Rho-tipust GTPazokat szabalyozo receptor-szerii citoplazmatikus kinazok:

egy Uj jelatviteli kapcsolat ndvényekben
2. A munka kezdete és befejezése: 2005.01.01-2008.12.31.
3. Hattér, elézmények

A Rho GTPazok a kis molekulatomegii GTP-koté Ras fehérje szupercsalad tagjai. Ezek a
fehérjék molekularis kapcsolokként miikodnek: GTP-kotdtt formaban jelatviteli utakat
aktivalnak, GDP-kotott formaban ez az aktivitasuk megsziinik. A Rho csalad tagjai
specifikusan a sejtvdz dinamikus valtozasaival kapcsolatos celluldris folyamatokban
(sejtmozgas, sejtosztddas, sejtalak valtozasok, intracelluléaris transzport) vesznek részt. Ezen
kivil szerepiik van a plazmamembran NADPH-oxiddz enzim aktivalasiban (,,oxidative
burst”) illetve génexpresszios valtozasok elinditasdban MAP-kinaz kaszkadok aktivalasan
keresztlll. Sokrétii funkciéjuk megkoveteli, hogy GTP/GDP-kotott allapotuk illetve fehérje-
fehérje kolcsonhatasaik szoros szabalyozas alatt alljanak. Ennek megfeleléen a Rho fehérjék
GTPaz ciklusét, és igy jelatviteli aktivitasat, szd&mos szabalyozé (regulator) fehérje
befolyasolja (1. abra). A szabalyozo fehérjéken keresztiil érkezo jelek az aktiv Rho

GTPazokrol valtozatos jeltovabbito (effektor) fehérjékre keruilnek (1. dbra).
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1. abra A Rho GTPa4z ciklus és illeszkedése a jelatviteli rendszerbe. GEF — guanin nukleotid
kicserél6 faktor; GAP — GTP hidrolizist aktival6 fehérje; GDI — guanin nukleotid disszociacid

inhibitor; Rop — névényi Rho GTPaz



A jeltovabbités specifitasat noveli az egyes fehérjék sejt- illetve szdvetspecifikus expresszidja,
intracellularis lokalizaci6ja. A névényi Rho (tovdbbiakban Rop, mint ,,Rho-of-plants™)
fehérjékkel és partnereikkel kapcsolatos jelenlegi ismereteket a kozelmultban egy, az
OTKA tamogatasat is feltiintetd, attekintésben foglaltuk 6ssze és tettik kozzé. Ebben
elséként analizaltuk atfogéan az Arabidopsis Rop GTPéazokhoz-kapcsolt jelatvitel
szerepléinek génexpresszios mintazatat in silico, aminek alapjan javaslatot tudtunk
tenni specifikus jelatviteli halézatok tagjaira.

Az eukaridtakra jellemz6 Rho GTPaz csalad tagjai alapvetden konzervalt struktdraval
rendelkeznek. A ndvényi Rop GTPA&zok azonban az alapvetd, evoluciésan konzervalt, jellegek
mellett is jellegzetesen eltérnek az élesztOben illetve az allatokban leirt rokon fehérjékt6l és
kilén csaladot alkotnak. Az eltérések elsésorban azokat a fehérjerégiokat érintik, amelyek
mas fehérjékkel (effektorokkal, regulatorokkal) valo kapcsolddast teszik lehetéve vagy segitik
eld. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a ndvényekben, legalabbis részben, eltéré Rho GTPaz-
kapcsolt jelatviteli mechanizmusok alakultak ki az evollcié sordn. Ezt a kdzelmult Rop
GTPéazokkal kapcsolatos kutatasi eredmeényei alatdmasztottdk. Ezek kozé tartoznak az
altalunk az aldbbiakban bemutatott eredmények, melyek a Rop GTPéazok és egy ndvény
specifikus kinaz csalad (RLCK VI) tagjai kozotti jelatviteli kapcsolatot tartak fel. Elézetes
kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy lucerna RLCK VI kindzok (RRK1 és RRK2)
képesek a Rop GTPazok foszforilacidjara in vitro, ezért feltételeztiik, hogy funkciéjuk a
GTPazok aktivitdsanak szabalyozasa. Jelen pélyazat keretében végzett tovabbi
kisérleteink azonban ennek az ellenkezdjét igazoltak: az RLCK VI kinazok aktivitasa
fugg aktiv Rop GTPazokkal val6 kapcsolatuktal.

Ezeknek a kutatasoknak a jelentdségét az adja, hogy mig €lesztd és allati sejtekben 1étezik egy
jol definialhatd domen szerekezettel és specifikus Rho-GTPaz-koté szekvencia motivummal
(PBD vagy ,,P21-binding domain”; CRIB vagy ,,CDC42-RAC-interactive-binding motif”)
kindz csalad (PAK vagy ,,P21-aktivated kinase”), addig novényekben hasonld szerkezetii
kinazokat nem sikerllt kimutatni. Ez azért is varatlan eredmény volt, mert a PAK kindzok
alapvetd szerepet toltenek be mind a sejtvaz szervezodésének, mind a sejtosztodasnak, mind
génexpresszids valtozasoknak a szabdlyozasaban élesztd és allati sejtekben. Ehhez jarul még
az a felismerés, hogy névényekben nincsenek Ras GTPazok sem, amelyek pedig a mitogén
jelatvitel kozponti szerepldi allati sejtekben. Igy novényekben a Rop GTPazok az egyetlen
olyan kis GTP-kot6 fehérje csalad, amelyek teoretikusan részt vehetnek kinaz kaszkadok
aktivaldsdban. Erre azonban napjainkig nem volt kozvetlen kisérletes bizonyiték. Ezt a

bizonyitékot szolgéltatjak azok az in vitro biokémiai Kisérleteink, amelyek alapjan



elmondhatjuk, hogy a Rop GTP&azok képesek aktivalni egy PBD-domént illetve CRIB-

motivumot nem tartalmazo6 névényi kindz csalad tagjait.

4. A palyazat célkitiizései

Laboratériumunkban harom kiilonb6z6 lucerna Rop GTPaz cDNS-t azonositottunk és
izolaltunk és jellemeztik, részben jelen palydzat keretei kdzott. Kiilonb6zd MsRop6
muténs formékat (dominans pozitiv —-GTP-kotottilletve negativ) Aallitottunk elé és
jellemeztiink, majd fehérje-fehérje kdlcsonhatdsokat tartunk fel. Jelen péalyazat keretében
ezeknek a kolcsonhatod partnereknek a tovabbi kutatasat tiztiik ki célul, kiilonds tekintettel a
Rop GTP&zokkal kdlcsdnhatd receptor-szerti citoplazmatikus kinazok egy csaladjara (RLCK
VI). Elozetes kisérleteink alapjan azt feltételeztiik, hogy ezek a kindzok a Rop GTPéazok
Lupstream” regulatorai, ezért eredeti célkitlizéseink is ebbe az irdnyba mutattak.

1. Rho GTP&zok foszforilacidja RLCK kinazok &ltal, és hatdsa a Rop GTPéazok

aktivitasara in vitro és in vivo
2. RLCKVI kindzokkal kdlcsonhatd fehérjék azonositésa jellemzése
3. Arabidopsis RLCKVI gén csalad expresszios jellemzése

transzgenikus novények eldallitasa, transzgenikus novények jellemzése,
funkciondlis vizsgalatok, RLCKVI kindzok hatdsa Rho GTPazok funkcidjéra in
vivo

5. Az elvégzett feladatok, eredmények ismertetése a palyazati célkitiizések alapjan

1. Rho GTPéazok foszforildciéja RLCK kinadzok ltal, és hatdsa a Rop GTPazok
aktivitasara in vitro és in vivo

Az éleszté két-hibrid rendszerben kordbban azonositott, a konstitutivan aktiv. MsRop6
(MsRop6CA) GTPézzal kdlcsdnhatd Medicago truncatula RRK1 illetve RRK2 kinazokat
bakterialis expresszios vektorokba klonoztuk és megtisztitottuk, hasonloképpen az MsRop GTPaz
fehérjéhez illetve annak mutans forméaihoz. Ezekkel a fehérjékkel in vitro kindz reakciokat
végeztiink el radioaktiv gamma-P32-ATP jelenlétében. Megallapitottuk, hogy mindkét lucerna
RRK kindz képes az MsRop6 GTPAaz-t foszforilalni, ezzel szemben egy Arabidopsis MAPK
illetve egy lucerna RLK nem volt erre képes. Ezek alapjan feltételeztiik, hogy a Rop GTPéaz nem
tekintheté egy altalanos Ser/Thr kinaz szubsztratnak, hanem az RRK tipust RLCK kinazoknak

egy specifikus szubsztratja.



2. abra. Az RRK1 kinaz foszforilalja a maltoz-
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Kisérleteinket parhuzamosan két iranyban folytattuk: 1) a foszforilacid helyének meghatarozésa; 2) a

foszforilacié hatdsa a GTPaz biokémiai funkciojara.

Eziranyl kisérleteinkben segitségiinkre voltak azok az irodalmi adatok, amelyek szerint az allati Rho tipusi
GTPazok kozul a Racl illetve a Cdc42 GTPazrol is kimutattak, hogy foszforilacids szabalyozas alatt is all.
Réadasul a ndvényi Rop GTPazok rendelkeznek ugyanazzal a foszforilacios motivummal, amellyel a fent
emlitett &llati GTP&zok. In silico analizis a kérdéses 74. szerin aminosav foszforilaciojanak valdszinliségét
szintén magasra értékelte. Ezért elhataroztuk ennek az aminosavnak a médositasat, és létrehoztuk az S74A nem-
foszforilalhato illetve az S74E foszforilaciot mimikalé MsRop6 valtozatokat. Az ezekkel a fehérjékkel végzett
kisérletek azonban meglepd eredménnyel jartak: az RRK1 kinaz képes volt foszforilalni az S74A, de nem volt

képes foszforilalni az S7T4E mutans GTP fehérjét (3. abra).

3.4bra Az RRK1 kinaz foszforildlja az aktiv (CA)

RRKA1 -Ir. .“ S74A de nem az S74E MsRop6 mutans formét in

vitro. — vad tipusi GTPé4z; CA konstitutiv aktiv,
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Nem tamasztottak ala feltételezéseinket a foszforiladlt MsRop6 GTPéaz fehérje szekvendlasaval kapott
eredmények sem. Ezekben a kisérletekben tomegspektroszkdpidval kiséreltik meg meghatarozni a proteaz
emésztett foszfo-MsRop6 fehérjébdl nyert foszfo-peptidek aminosav sorrendjét. A kapott eredmények nem az
S74 aminosav foszforilacidjat igazoltdk, hanem kimutattak, hogy a fehérje extrém N-terninalisan jelenlevd szerin
aminosavak valtak foszforilalhatéva. Ez annak volt a kévetkezménye, hogy a fehérje tisztitdshoz N-terminalisan
a GTPA&z fehérjéhez kapcsoltunk egy 6xhisztidin (6xHIS) jel616t (tag) és igy olyan extra aminosavak kertltek a
kérdéses szerin csoportok elé, amelyek eldsegitették azok foszforilacids helyként vald felismerését az RRK
kindzok altal (részleteket lasd ). Az MsRop6 GTPaz foszforilacidja az RRK kinazok altal tehat egy kisérleti

hibanak tekinthetd.



Ez a felismerés nem magyarazta meg ugyanakkor, hogy az S74E mutans esetében ez a szerin csoport miért nem
foszforilalodik. Ugyanakkor el6térbe keriilt az a lehetdség, hogy nem a kinaz szabalyozza a Rop GTPazt, hanem

forditva. Tovabbi kisérleteinkben ezekre a kérdésekre kerestiik a valaszt.

A 3. &brén is lathatd, hogy az RRK1 kinaz in vitro aktivitasa fiigg a GTP jelenlététél. Korabban azt gondoltuk,
hogy a kinaz csak az aktiv, GTP-koétott, GTPazt foszforilalja, ugyanakkor természetesen az is lehetséges, hogy a
kindzt csak az aktiv GTP&z aktivalja. Ez utobbi lehetdséget igazoltadk a mielin bézikus fehérje, mint &ltalanos

Ser/Thr kinaz szubsztrat, alkalmazéasaval végzett kisérleteink 4. abra, illetve részletekeért lasd ).
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4. dbra Az RRK1 kindz csak az aktiv (CA vagy GTP-kotott) MsRop6 GTPaz jelenlétében foszforilalja

hatékonyan a mielin béazikus fehérjét.

Hasonl6 eredményeket értiink el az RRK2 kinézzal is. Ezzel tehat igazoltuk, hogy az RRK
kinazok feltehetéen nem regulatorai, hanem effektor fehérjéi a Rop GTPazoknak. Hogy ezt a
feltételezést megerdsitsiik, bevontunk a vizsgalatokba egyéb kindz illetve Rop GTPaz
fehérjéket. Mivel az Arabidopsis genom teljesen ismert, ezért tudjuk, hogy ebben a
novényfajpban 14 RLCK VI kindz és 11 Rop GTPaz fehérje génje taldlhatd meg. Ezek
mindegyikét megkiséreltiik PCR technikaval klénozni. Végil 8 Arabidopsis Rop GTPaz és 10
RLCK VI kindz cDNS-¢t sikeriilt igy bevonnunk a kisérletekbe. El6sszor egy kolesonhatasi
matrixot hoztunk létre éleszté két-hibrid rendszerben végzett vizsgalatok alapjan. Ezek
eredményeként megallapithattuk, hogy a szekvencia hasonl6sag alapjan két csoportra oszthat6
RLCK VI kindzoknak csak egyik csoportja (RLCK VI_A, kivéve RLCK VI_A7) képes a Rop
GTPazokkal val6 kdlcsdnhatésra ebben a rendszerben. Ugyanakkor a vizsgélt Rop GTP4azok
mindegyike képes volt erre a kolcsonhatasra, amely er6sebb volt az aktiv (CA) GTPaz formék

esetében. Néhany més RLCK csaladba tartozd kindzt is bevontunk a vizsgélatokba, ezek sem



mutattak kolconhatdst a GTPazokkal. Azt is kimutattuk, hogy a megfelel6 lucerna és
arabidopsis fehérjék is kdlcson hathatnak egymaéssal. In vitro kindz aktivitdsmérésekkel azt is
igazoltuk, hogy az Arabidopsis RLCK VI_A, de nem az RLCK VI_B vagy egyeb RLCK,
kindzok aktivitdsa szintén Rop GTPaz fiigg6. Ezekben a kisérletekben is megvolt a fajok
kozotti atjarhatosag.

A paélyazat hatterének ismertetése kapcsan emlitésre kertiilt, hogy az élesztd illetve allati Rho
GTPaz-figgd kinazok rendelkeznek specifikus Rho GTPaz-k6td6 doménnel. Ugyanakkor, az
RLCK VI kinazokban hasonl6 szekvencia régido nem ismerheto fel, s6t egyes esetekben a
fehérje alig hosszabb, mint a tényleges kindz domén. Erdekes kérdés, hogy ebben az esetben
milyen fehérje régiok, szekvencia motivumok lehetnek felelosek a GTPaz kotésért illetve
milyen mechanizmus alapjan aktivalodhat a kindz? Nyilvanvaldan ezek a mechanizmusok
alapvetéen eltérnek az egyéb eukaridtakban tapasztaltaktol. Ennek megvalaszoldsara
leroviditett RRK1 fehérje valtozatokat termeltettiink az éleszté két-hibrid rendszerben. Azt
tapasztaltuk, hogy a Rop GTP&zokkal vald kdlcsdnhatds csak nagyon rovid N- illetve C-
termindlis roviditést (kb. egy tucat aminosav) tolerdl, azaz gyakorlatilag a teljes kinaz

szekvencia sziikséges a hatékony GTPaz kotéshez. Ezért feltételezhetd, hogy a kindz tobb

VA

Az élesztd illetve allati Rho GTPazok esetében az is ismert, hogy részben az (n. Rho-inszert
régiojuk felelds az effektorok kotéséért és leginkabb az aktivalasaért. A Rop GTPazok Rho-

inszert régioja eltér az egyéb eukariota Rho GTP4azokétdl és a funkcidjara vonatkozd adatok
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régidjuk, azt a néhany aminosavat helyeztilk a Rop GTPazba ami ehelyett taldlhaté meg a Ras
GTPazban, igy a térszerkezetet nem tettlik tonkre, csak megvaltoztattuk). Azt tapasztaltuk,
hogy az inszert régié hianya nem akadalyozza meg az RRK1 kinazhoz val6 kotodést, viszont
megakadalyozza a kindz aktivilasat. Ezek alapjan feltételezhetjik, hogy a Rop GTPéazok
specifikus inszert régidja felelds lehet a specifikus Rop GTPaz effektorok, de legaldbbis az

RRK kinazok, aktivalasaért.

Ezeknek az eredményeknek a fényében felmerul Gjra a kérdés, hogy az S74E MsRop6
mutécio esetében miért marad el a GTPaz foszforilacija amikor az S74A mutacié nem okoz
ilyen valtozast? Tudnunk kell, hogy a 74. szerin az Un switch Il régiéban van, amely egyrészt
a GTP kotésben szerepel, mésrészt kozismerten a Rho effektorok kotési helye. Az S74

aminosav mutécioja igy kdzvetlenil hathat a GTP4z aktivitaséra illetve az effektor kotésre ill.



aktivalasra. Kimutattuk, hogy az S74E, de nem az S74A, mutacid6 megakadalyozza az
MsRop6 fehérje GTPaz aktivitasat (5. abra). Tovabba, differencialt médon befolyasolja
regulator illetve effektor fehérjék kotddését/aktivalasat (6. abra). Az S74E mutécid
kombinalva a dominans pozitiv CA mutéacioval nem befolyésolja a névényi CRIB- motivumot
tartalmazé adaptor fehérjék (RIC vagy Rop-interacting CRIB-domain containing protein)
illetve az RRK kinazok kapcsolodasat, de megakadalyozza a GTPaz pozitiv regulatoranak a
PRONE domént tartalmaz6é GEF fehérjének a kotddését. Ugyanakkor az RRK kindzokat sem
képes aktivalni (6.4bra). Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a Rop GTPéazok konzervalt 74.
szerin aminosav csoportja valoban egy potencialis foszforil4cios szabalyozé hely, hasonléan
foszforilacidjat nem az RRK kinazok végzik el. A Rho GTPéazok foszforilaciés szabalyozéasa
részleteinek feltardsa tovabbi kutatdsokat igényel.

GTP4z aktivitas, MsRop6 5. dbra MsRop6 és mutans formainak (S74A ill.
S74E) in vitro GTPAaz aktivitasa
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6. dbra MsRop6 S74 mutansok éleszté két-hibrid fehérje-fehérje kotése (A) illetve in vitro RRK kinaz aktivalasa
(B). A) A szelektiv koriilmények kozott koloniat képzd, a jelzett fehérjéket egyiittesen termeld, élesztok fehérje-

fehérje kolcsdnhatast jeleznek. B) Az MsRopS74A mutans képes az RRK kinazt aktivalni, az S74E mutans nem.



2. RLCKVI kindzokkal kdlcstnhat6 fehérjék azonositésa jellemzése

Az RRK1 kindzzal ujabb éleszt két-hibrid sziirést végeztiink, a jelatviteli halozat tovabbi

elemeinek azonositisara. Szamos potencidlis partnert azonositottunk (7. &bra).
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7. dbra A lucerna RRK1 kinaz élesztd két-hibrid rendszerben azonositott potencidlis partnerei.

Els6 kozelitésben néhany kivalasztott fehérjét baktériumokban megtermeltettiink ¢és
megvizsgaltuk, hogy szubsztrétjai-e az RRK1 kindznak. Csak egy kivélasztott fehérje, egy
potencidlis kromatin mddositd faktor (Mi-2) esetében tudtuk ezt igazolni (8. &bra). Egy
részleges dynamin fehérje esetében a foszforilaciét nem, de az in vitro kdlcsénhatast ki tudtuk
mutatni (8. &bra).

6xHis-MtRRK1 6xHis-MtRRK2

’ ‘TREgT ’
6xHis-MtRRK1 . w 6xHis-MtRRK2

46,7kDa__ « 49,7kDa G | MBP-Dynamin—s

 eooee : 0kDe)

MsROP6-CA- - 3 MsROP6-CA- *

z’; ’7‘::)5_' 2,;. ;::15 += GHERRKD — .

e o (491Da)
PVDF filter X-Rav film

8. dbra Potencidlis RRK1 kdlcsonhatd/szubsztrat fehérjék tesztelése kinaz esszében (A) illetve in vitro

kolcsdnhatéasban.



Tovabbiakban a fotoreceptor kdlcsonhatd fehérjét (PIL) és egy méasik BTP/POZ domént
tartalmazé fehérjét (RIP) is megvizsgéltuk, abban a reményben, hogy egy potenciélis
receptort is azonosithatunk rajtuk keresztiil. Els6 megkozelitésként a RIP fehérjét
termeltettlik, tisztitottuk, illetve a fehérjével szemben ellenanyagot is készitettiink. Részletes
vizsgélataink azonban nem igazoltak egyértelmiien az RRK2 kinazzal vald kapcsolatot, és
nem bizonyult RRK2 kindz szubsztrdtnak sem. A PIL fehérjét kodolé cDNS-t tébb
probalkozas utan sem sikertiilt teljes hosszasagban eldallitani, igy ezzel a fehérjével sem

foglalkoztunk tovabb.

Az RRK1 kdlcsonhato fehérjék kozott szerepelt egy ismeretlen funkcioju, DUF315 domént
tartalmazo fehérje is. [dokozben két kutatdcsoport is megallapitotta, hogy ez a domén névényi
Rop GTPA&z-specifikus nukleotid kicserélé (GEF) aktivitassal rendelkezik és elnevezték
PRONE (,,plant Rop GTPase nucleotide exchange”) doménnek. A Rop GTPézokkal vald
kdlcsonhatast kimutattuk az azonositott lucerna RopGEF esetében is (11. abra), illetve
azonositottuk az eddig ismert lucerna RopGEF fehérje géneket és meghataroztuk expresszios
mintazatukat. A RopGEF aktivitds mérésére is tobb probalkozast tettiink, de eddig technikai

okok miatt nem jartunk sikerrel.

Ez a felfedezés kutatasaink kdzéppontjaba helyezte ezt a fehérjét, hiszen egyrészt egy
»upstream” Rop GTPA&z regulator, méasrészt a Rop GTPaz effektor RRK kinaz kdlcsdnhato
partnere. Ez egy potencidlis visszacsatolasi korre utal. Bar ez alapjan a PRONE/GEF fehérje
RRK altali foszforil4cidja lenne vérhatd, ezt in vitro kisérleteink nem tudtak igazolni sem a

teljes hosszUsagu, sem részleges RopGEF fehérjék esetében.

o o™ 11. abra Lucerna DUF315 domén illetve a domént
NS
SR L i N hordoz6 GEF fehérje kdlcsonhatdsa az RRK1
. NS AR g
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kinazzal és Rop GTPaz formakkal éleszt6 két hibrid
DUF315/pADGAL4 rendszerben. A koldniak novekedése kdlcsonhatast

GEF/pADGAL4 jeleZ.

pADGAL4

A RopGEF fehérjék funkcionalis vizsgalatat transzgenikus lucerna novények eldallitasaval
illetve Arabidopsis mutansok bevonaséaval kivanjuk vizsgalni, amely kisérletek elkezdddtek és

tovabbi tdmogatas fliggvényei.

Meg kell itt jegyezniink, hogy sikeriilt egyiittmiikodést kezdeményeznlink azzal anemet
kutatdcsoporttal, akik a PRONE domént illetve biokémiai aktivitasat elsoként leirtak (Antje
Berken, Dortmund, Max Planck Institute of Molecular Physiology). Az egyiittmiikodés



kolcsonos elényokon alapul: a dortmundi laboratorium nagy tapasztalatokkal rendelkezik
fehérje szerkezet vizsgélatok terén, igy elkezdték szamunkra a Rop/RRK komplex
kristdlyositasat és szerkezet meghatarozasat a két fehérje kapcsolddasénak eés a kind
aktivaldsdnak mechanizmusaba engedhet bepillantdst. A  csoportjuk  Kkutatisanak
kozéppontjaban allnak tovabbd a GEF fehérjékhez kapcsolddd, azokat potencialisan
foszforilalé transzmembran receptor kindzok. Ezek biokémiai aktivitdsdt mi vizsgaljuk

laboratériumunkban.

3. Arabidopsis RLCKVI gén csalad expresszios jellemzése

Az Arabidopsis genom 14 RLCK VI kindz génjét tartalmazza. Ezek biol6giai funkcioirdl
semit sem tudunk. Ezzel kapcsolatban elsddleges informéciokat nyerhetiink a kindzok
expresszidos mintazatanak vizsgalatabol. A valosidejii kvantitativ RT-PCR (RT-gPCR)
technika alkalmazasaval meghataroztuk a kinaz gének relativ kifejez6dési mintazatat
kiilonb6z6 ndvényi szervekben illetve biotikus stresszhatasoknak valamint hormon
kezeléseknek kitett csirandvényekben. Megallapitottuk, hogy a kindzok kifejezddése a
szervekben valtozatos mintazatot mutat, szamos esetben komplementer, illetve vannak stressz
alatal erételjesen és alig befolyasolt génkifejezodést mutatd6 RLCK kinazok. Ez valtozatos
biologiai funkciokra utal. Elvégeztiik az Arabidospsis in silico mikroarray hibridizacios
adatok elemzését is, de ezekbe a vizsgalatokba bevontunk minden ismert Rop GTPaz
jelatvitelben szerepet jatszo fehérje gént. Sikeriilt olyan kifejez6dési mintazatokat

megallapitanunk ami alapjan ezek a fehérjék egy-egy jelatviteli lancba rendezhet6ek.

4. Transzgenikus novények el8allitdsa, transzgenikus ndvények jellemzése,
funkciondlis vizsgalatok, RLCKVI kindzok hatdsa Rho GTPéazok funkcidjara in
Vivo

Tobb stratégiat is kovettliink transzgenikus novények eldallitasara, ezek egy része azonban
nem bizonyult sikeresnek. Az MBP-taggelt RRK1 Kkinaz konstitutiv tdltermeltetése
transzgenikus dohdny ndvényekben valosziniileg letdlis lehetett, mert nem kaptunk
transzgenikus ndvényeket, szemben a kontrol kisérletekkel. igy az RRK kinaz Rop GTPaz in

vivo kolcsonhatast tranziens expresszios rendszerekben teszteltiik.

Arabidopsis  protoplasztokat transzformaltunk kiillonb6z6 RRK kindz/Rop GTPéz

konstrukcidkkal és vizsgaltuk a jeldlt fehérjék lokalizaciojat, kdlcsonhatésat (12. abra).
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12. dbra RRK-Rop kapcsolat vizsgalata tranziens expresszids rendszeben, Arabidopsis protoplasztokban. A)
GFP-RRK1 kinaz citoplazmatikus lokalizacija transzfektalt sejtek optikai szeleteiben. B) CFP-ROP® (piros) és
YFP-RRK1 (z6ld) ko-lokalizacidja a sejt membran-kozeli régidjaban (narancs sarga). C) HA-epitoppal taggelt
RRK1 kinaz immunprecipitacioja (IP) Myc-taggelt MsRop6 WT, CA, DN (jobbrél balra) GTPazzal transzfektalt
protoplasztokbdl. D) Bimolekuléris fluoreszcencia komplementacié YFPC-MsRop6<” és RRK1:YFPN fehérjék
kozott.

Az RRK1 kinazok ndvényi fejlodésre gyakorolt hatasanak vizsgalata céljabol Arabidopsis
novényeket transzformaltunk az Arabidospsis RLCK VI_A2 (AtRRK1) kinaz cDNS
konstrukcidjaval. Mivel a konstitutiv prométerrel nem jartunk sikerrel, 6sztrogén-indukalhat6
promoterrel vezérelt génkonstrukcidt hoztunk létre. Mivel kinazok esetében a tdltermeltetés
gyakran nem okoz fenotipust (pl. a ko-faktor, mint a Rop GTPaz, tultermelésének hianyaban)
ezért nagyobb hangsulyt fektettlink az RNS interferencia (RNAI) konstrukciokra, amelyek a
géneket kikapcsoljak. Ebben az esetben is az 6sztrogén indukalhaté promoétert hasznaltuk. In
silico olyan rovid cDNS szakaszokat azonositottunk, amelyek egy-egy RLCK VI gént
specifikusan kapcsolnak ki. igy az alabbi RNAI transzformansokat hoztuk létre: rickVI_Al,
rickVl_A2, rickVI_A3, rickVI_A4, rickVI_AS5, rlckVIl_A6, rlickVl_A7, rlckVl_B2, rlckVl_B3,
rickVI_B6, rickVl B7. Az RLCK VI A2 taltermel6 novénybdl a T2, azb RNAi vonalakbol a
T1 generacidval rendelkeziink. Jelenleg folyik a homozigéta transzformansok azonositasa,

amelyekkel a részletes vizsgalatokat elvégezhetjiik. Eddig még csak eldzetes eredményekkel
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rendelkeziink. Igazoltuk a taltermeld transzformansokban az RLCK VI_A2 kinaz mRNS
szintjének 0sztrogén hatasara valé megemelkedését 13. abra) és azt, hogy ennek hatasa van a
levélsz6rok morfologiajara (13. abra). A csokkent elagazast mutat6 trichomék gyakorisdganak
megemelkedése a mikrotubulusokkal kapcsolatos sejtvdz  valtozasokra utal a
transzformansokban. A transzformans pollecsovek novekedését is vizsgaltuk in vitro,
osztrogeén jelenlétében. Megndvekedett aranyban figyeltlink meg abnormaélis, eldgazé illetve
gombszertien felfivodott végii pollencsdveket. Hasonld fenotipust okoz konstitutivan aktiv

Rop GTPazok illetve aktiv GEF fehérjék pollencsdben valo kifejeztetése.

A Rop GTPazok szerepe a sejtvaz szabalyozasadban és a poléaris sejtndvekedésben, igy a
ezek a megfigyelések biztatbak az in vivo RLCK VI_A/Rop kodlcsonhatds bioldgiai
jelentdsége szempontjabol. Hasonldéan biztatdé az egyik RNAi transzformans pollencsd
novekedésének megfigyelése. Ebben az esetben is a pollencsé polaritasanak az elvesztése volt

megfigyelhetd 6sztrogén jelenlétében.
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13. é4bra Arabidopsis RLCK VI transzformansok elézetes jellemzése. A) Esztradiol-indukélt RLCK VI
expresszid novekedés az RLCK VI A_2 tultermeld transzforménsokban. B) 1,2 illetve 3 eldgazassal rendelkezd
trichémak aranya esztradiol kezelt kontrol és transzgenikus (RLCK VI_A2 ER2, ER3) ndvényekben. C)
Esztradiolon nétt kontrol (fent) és transzgenikus (lent) ndvény trichomai. D) Pollencsé novekedés esztradiol

jelenlétében. Balra kontrol, kozépen RLCK VI A2 termeld, jobbra RLCK VI A5 RNAi novény.

12



A transzformansok részletes jellemzése meghaladta jelen palyazat idétartamat, de ezeket a
vizsgélatokat mindenképpen szeretnénk folytatni és ehhez tovabbi tamogatést probalunk

elnyerni.

5. Fébb eredmények sszefoglalasa, kapcsolodd publikaciok

Els6ként jellemeztiik (cDNS izolalas, térképezés, génexpresszio) harom lucerna (Medicago
sativa L.) Rop GTP&z génjet. Megallapitottuk a gének differencidlis expressziojat a
gyokérgiimé illetve szomatikus embrio fejlédés soran. (Sziics A, Dorjgotov D, Otvis K, Fodor C,

Domoki M, Gyorgyey J, Kald P, Kiss GB, Dudits D, Fehér A: Characterization of three Rop GTPase
genes of alfalfa (Medicago sativa L.). Biochimica et Biophysica Acta (2006) 1759, 108-115. If.: 2.293)

Az MsRop6 GTPéz dominans pozitiv mutdnsaval végzett ¢€leszté két-hibrid sziirés
eredményeként fiatal lucerna gydkérgiimébdl azonositottunk két RopGTPaz-kdlcsénhatd
kindz (Rop-interacting receptor-like kinase, RRK) cDNS-t. Megallapitottuk, hogy mindkét
kindz az RLCK VI kindzcsalad tagja. A lucerna GTPaz és RRK kinaz fehérjéket bakterialis
rendszerben megtermeltettilk és igazoltuk a kdlcsonhatést, illetve az RRK kinaz specifikus in
vitro aktivalésat a GTP-kotott (aktiv) Rop GTPaz altal. Ezek az eredmények az els6k amelyek
névényekben igazoljak RopGTPazok és kindzok kozvetlen funkcionalis kapcsolatat, illetve az
RRK kindzok az els6 novényi Rop effektor kinazok. Arabidopsis RLCK VI csalad tagjainak
vizsgélataval megallapitottuk, hogy a Rop GTPaz/RLCK VI kindz kdlcsonhatés és in vitro
aktivalas specifikus az RLCK VI csaldd egyik alcsalédjara (RLCK VI_A). Meghatéroztunk a
fehérjéken olyan strukturdlis régiokat/motivumokat, amelyek a kdlcsdnhatasban, aktivalasban

részt vesznek. (Dorjgotov D, Jurca ME, Dunainé-Fodor C, Sziics A, Otvis K, Klement E, Bir6 J, Fehér
A (2009) Plant Rho-type (Rop) GTPase-dependent activation of receptor-like cytoplasmic kinases in vitro.
FEBS Letters, accepted for publication, If.: 3.372)

Meghatéroztuk az Arabidopsis RLCK VI csaldd 14 tagjanak génexpresszids profiljat
kiilonb6z6 ndvényi szervekben, illetve kiilonféle abiotikus stresszhatasok valamint
hormonkezelések alatt. Megallapitottuk, hogy a csalad tagjai valtozatos génkifejezodési
mintazatot mutatnak, ami valtozatos biolégiai funkcidkra utal. Korrelaltuk a mintazatot a

csalad tagjainak rokonsagi fokaval. (Jurca ME, Bottka S, Feher A (2008) Characterization of a family
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of Arabidopsis receptor-like cytoplasmic kinases (RLCK class VI). Plant Cell Rep 27:(4) 739-748 If.;
1.974)

Osszefoglaltuk a Rop GTP4z jelatvitelrdl jelenleg rendelkezésre 4llo ismereteket. Korrelaciot
allapitottunk meg a Rop GTPAaz jelétvitelhez kapcsolhatd egyes Arabidopsis fehérjék
génjeinek expresszids mintdzata kozott, ezzel meghatarozva specifikus Rop GTPaz fiiggd

jelatviteliutak potencialis résztvevoéit. (Fehér A, Jurca ME, Fodor-Dunai C, Dorjgotov D

(2008) Regulation of ROP GTPase Signalling at the Gene Expression Level: A Review. The Open Plant
Science Journal 2: 37-46, If.:-)

In silico azonositottuk Medicago RopGEF fehérjék cDNS-eit és specifikus primerek

segitségével meghataroztuk expressziés mintazatukat ndvényi szervekben. (Dunainé-Fodor C,
Fehér A (2008) Investigation of the elements of Rho (Rop) GTPase-depent signalling in Medicago sp.:
Identification of Rop guanine nucleotide exchange factors (ROPGEFs) in Medicago truncatula Acta Biol
Szeged 2008, 52(1):123-125, If.:-)

Azonositottunk RRK1 kindzzal kolcsonhato fehérjéket. Ezek kodzott azonositottunk egy
RopGEF fehérjét, amely a Rop GTP&zok aktivald faktora. Ezzel egy potencidlis, eddig

ismeretlen, visszacsatolasi kort tartunk fel a Rop GTPéazok szabalyozédsaban. (nem publikalt,
tovabbi kutatasokat igényel)

In vitro kisérletekkel megallapitottuk, hogy az MsRop6 GTPé&z S74E, foszforil4ciot mimikalo,
mutécidja gatolja a GTP hidrolizist és differencialisan befolydsolja a GTPaz kdlcsonhatasat

regulatorokkal és effektorokkal. (nem publikalt, tovabbi kutatasokat igényel)

In vivo Kkisérletekben igazoltuk az RRK kindzok és Rop GTPazok kdlcsonhatasat. A
funkciondlis vizsgalatokhoz transzgenikus ndvenyeket hoztunk létre. Kezdeti eredményeink

igazoljak az RRK kindzok funkcionalis szerepét a Rop GTPaz-medialt jelatvitelben, a sejtek

=77
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6. Az eredmények értékelése a kutatasi teriilet fejédésének tiikrében, a

tovabblépés lehetdségei

A Rop GTPézok és kapcsolt jelatviteli hildzatok kutatasa napjainkban a névenyi molekuléris
sejtbioldgia homlokterében all. Ezek a kis molekularis kapcsoldok szamos alapvetd fejlédési
folyamatban (pl. sejtek alakjanak, polaritdsanak kialakulasa, fenntartasa, sejtosztodas,
kérokozé vélasz, oxidativ folyamatok szabalyozésa, szallitd elemek differencialodasa, sejtfal
szintézis stb.) szerepet jatszanak, de a pontos molekularis mechanizmusok alig ismertek. Csak
akozelmultban keriiltek azonositisra azok a potencialis fehérje partnerek, amelyek a Rop
GTPazok felé, vagy azokrdl a sejt egyéb alkotoi felé, a jeleket tovabbithatjdk. Ezek kozé a
fehérjék kozé tartoznak az altalunk azonositott RRK kindzok. Bar hasonlé kindzokat mar
azonositottak a kozelmultban, mi voltunk az els6k akik biokémiai médszerekkel ki tudtak
mutatni, hogy ezek a kindzok potencidlis Rop GTPaz effektorok. Ennek a jelentdségét az adja,
hogy bar az éleszt6 és allati sejtekben hasonld jelatviteli kapcsolatok (Rho GTPaz — kinéz)
elterjedtek és alapvetd fontossagtiak, novényekben erre eddig nem volt példa. Felismerésiink
Uj lendiiletet adhat a Rop GTPazok és a MAPkinaz kaszkadok kozotti kapcsolat kutatasanak
névenyekben.

Rendkivil izgalmas az a kérdés is, hogy hogyan torténik meg az RRK kindzok aktivalasa a
Rop GTPazok &ltal. Mivel az RRK kinazok ndvényspecifikusak és teljesen eltérnek mas
eukariotdk Rho GTPaz-kapcsolt kindzaitol, ez a mechanizmus nyilvanvaléan mas, mint amit
¢lesztd illetve allati sejtekbdl ismeriink. Az RRK-ROP komplex kristalyositésa, szrekezetének
azonositasa fontos lépés lehet akar egy teljes 0j kinaz aktivalasi mechanizmus feltardsanak. A
kotédésben szerepetjatszd aminosav csoportok azonositasa révén akar tovabbi potencialis Rop

effektor kindzok, fehérjék in silico azonositasa is lehetségessé valna.

Erdekes az eredmények evollicids vonatkozasa is. A Rho GTPaz jelatviteli Gt egyes elemei
jellegzetes eltéréseket mutatnak az egyes €lélénycsoportok kozott. Tobb esetben eléfordul
hasonld fehérje domének/motivumok eltérd funkcidkra vald specializalédasa (Pl. CRIB

motivum) illetve azonos funkciok eltéré domének altali ellatasa (pl. GEF/PRONE domének).

Fontos felismerés az RRK kindzok és a RopGEF fehérjék kolcsdnhatdsa, ami egy eddig

ismeretlen ndvényspecifikus Rop GTP4z szabalyozo jelétviteli kor feltardsahoz vezethet.
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