SZAKMAI ZARO JELENTES

1. A téma megnevezése:

2. A Rho GTPazok foszforilaciojanak szerepe a korokozdkkal szembeni védekezésben és a

novényi egyedfejlodésben
3. A munka kezdete és befejezése: 2006.01.01-2008.12.31.
4.  Hattér, elézmények

A pélyazat szorosan kapcsolddott a T49491 jelit OTKA palyazathoz. Célja az altalunk azonositott,
és a kapcsolodd OTKA pélyazatban jellemzett, Rop GTP&z-kdlcsonhatd RRK (RICK V1) kinazok
vizsgélatdba a német partner (Prof. Karsten Niehaus, Bielefeldi Egyetem) bevondsa. Az alébbi
specifikus célok szerepeltek a palyazatban:

e A receptor kindz és Rop GTPaz jelatvitel kapcsolatanak igazolasa RLCK VI kindzok
funkciondlis jellemzésén keresztil

e A Rop GTPaz foszforilacidjanak szerepe a novények fejlédésében és a novény-patogén
interakciokban

5. Eredmények

A palyazat eredményei, mivel kiegészité palyazatrél van szo, szorosan kapcsolédnak a T49491
palyazat eredményeihez, ezert a T49491 palyazat z&rdjelentésében mar szerepld eredményekre

részletesen nem térek ki.

A pélyazat készitésekor még ugy VEltik, hogy az RLCK VI (RRK) kinadzok foszforilaljdk az
MsRop6 GTPazt. Ezért kerllt a Rop GTPaz foszforilacidé biologiai szerepének vizsgélata a
célkitiizések kozé. A pélyazat kdzben végzett kisérletek eredményeként Kider(lt, hogy ez nem igy
van, hanem az RLCK kindzok a Rop GTPazok effektorai. Ez a felismerés hangsuly eltolodést
okozott a kutatdsokban, 0j megkdzelitéseket tett szilkségessé, mig a tervezettek egy részét
feleslegessé. Minderre fokozatosan, a kisérleti eredmények fiiggvényében keriilt sor. Ugyanakkor
ez az uj felismerés nem csokkentette, inkdbb novelte az eredmények tudomanyos jelentdségét,

mivel névenyi Rop GTPAaz effektor kinazok eddig nem voltak ismertek.

A kezdeti vizsgalatokat irodalmi adatkra illetve in silico predikciora alapoztuk. Ezek alapjan az
S74A aminosav foszforilaciojat valoszintsitettitk. Ezért elvégeztik az S74 aminosav kicserélesét
alaninra (S74A) illetve glutaminsavra (S74E). Az el6bbi a potencidlis foszforilaciot gatolni, az
utébbi azt mimikalni hivatott. Az S74E mutaciér6l kimutattuk, hogy gétolja a GTP-hidrolizist

illetve differencialisan befolyasolja a GTPaz kapcsolodasat més fehérjékhez szemben az S74A



mutacioval. Ebbo] arra kovetkeztettiink, hogy az S74 foszforilacionak lehet biologiai szerepe.
Ezekhez a vizsgélatokhoz a bielefeldi egyetem munkatarsai rendelkezésiinkre bocsatottak a lucerna
RopGDI (Rop ,,guanine nukleotide dissociation inhibitor”) illetve RIC (Rop-interactive CRIB-
containing protein) fehérje cDNS-ét. In vivo fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalatokat a
bimolekularis fluoreszcencia komplementacié maddszerével (BiFC) végeztiink el (1. abra). Tovabbi
részleteket a mutans GTPaz fehérjék egyeb fehérjékkel vald kdlcsonhatasardl a T49491 palyazat

zarbjelentése tartalmaz.

A MBP-MRIC

-Trp, -Leu

-Trp, -Leu, -His

6xHIS-Ms Rop6 874K CA

6xHIS-Ms Rop6 CA

-Trp, -Len, -His, -Ade

Input a-MBP

Ric AD  Ric_AD  Ric_AD

a-HIS
MsRop6-BD DN CA S74ECA  BDonly
Bound o-HIS p ki
o-HIS
»vrpRIC - .
¢ vreMsRop6 ca CAS,E

1.abra A RIC fehérje és a RopGTPaz kélcsonhatasat nem befolyasolja az S74E foszfomimetikus mutacié. A) in vitro,

B) in yeast, C) in planta kdlcsonhatas.



RIC Interaction Fluorescence Complementation
Intensity Measurement Results

Red bar: Cumulative average intensity
of 10-20 cells. (3 different parts of each
cell measured)

Max and min intensity
recorded. Longer bars indicate higher
variation of intensity for a given
transformation experiment.

GDI Interaction

2. abra Bimolecularis fluoreszcencia komplementacios kisérletek kiértékelése fluoreszcencia intenzitas alapjan. A S74A
(SA) illetve ST4E (SE) MsRop6 mutacidk alapvetéen nem befolyasoljak a RIC illetve GDI fehérjékkel valo

kolcsdnhatast.
Kivancsiak voltunk arra is, hogy az MsRop6 S74 mutaciok hogyan befolyasoljak a GTPaz
nukleotid kotését. Ezeket a kisérleteket szintén a bielefeldi egyetem munkatarsai végezték el,

fluoreszcens GTP/GDP anal6gokat hasznalva. A 3. abran lathat6, hogy az S74E mutacié gatolja a
GTP kotést.
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3. dbra. Fluorescens energia transzfer (FRET) vizsgalat MsRop3 vad tipust (WT) és S74E mutans és fluoreszcens GTP
(Mant-GTP) kozott. A gorbe vallamakidébeni novekedése GTP kotést jelez.



Ezekkel a kutatasokkal parhuzamosan a bielefeldi egyetem munkatéarsainak segitségével kiséreltiik
meghatarozni a Rop GTPazon a foszforilacié helyét, killonds tekintettel az S74 aminosavra. Ennek
az aminosavnak a potencidlis foszforilacidjara irodalmi indikaciot talaltunk allati sejtek esetében,
illetve in silico vizsgalatok is prediktdltak ezt. A Bielfeldben a fehérjemintainkon elvégzett
tomegspektroszkdpids vizsglatok azonban nem igazoltak az S74 foszforilacid tényet. Késébb
lehetévé valt modernebb modszerekkel az SZBK proteomikai laboratéoriumaban megismételni
ezeket a vizsgalatokat, amelyek kimutattdk, hogy a Rop GTPA&z in vitro foszforilacidja az RRK1
kinaz altal egy kisérleti artifakt: a foszforilaciora a cDNS klonozas kovetkeztében a fehérje N-

termindlisara kerult plusz aminosavak jelenléte miatt keruilt sor (3. dbra).
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3. dbra Az MsRop6 GTPAaz foszforilacidja az extrém N-terminalison torténik, és az N-terminalis HIS-taggal fligg 6ssze.

Mivel kutatdsaink sorén kiderilt, hogy az RRK kindz nem a Rop GTPéz szabalyozoja, azaz nem
foszforilalja azt, hanem a Rop GTP&z az RRK kinéz aktivétora (), kutatdsaink hangsulya ennek a
kapcsolatnak az in vitro és in vivo igazolasara terel6dott (T49491 zarojeletés). A foszfo-mutans Rop
GTPazokkal (S74A, S74E) nem végeztink noveny transzforméciot, mert nem éreztiik az in vitro

adatokat meggydzonek abbdl a szempontbol, hogy kapnank-e értékelhetd fenotipust.

Viszont megkiséreltink ~ RRK1 taltermelé transzgenikus ndvényeket létrehozni, amelyek
jellemzésében a bielefeldi egyetem munkatarsaira is szdmitottunk. Azonban tébb nekifutisara sem
sikerilt az RRK1 kinazt expresszalo transzgenikus dohany névenyeket felnevelni, bar a kontrol
kisérletek pozitivak voltak. Ez a kinaz egyedfejlodést gatld vagy letalis hatésdra utalt. Ezert
kiserleteinket részben tranziens expresszids rendszerben végeztik el, masrészt indukélhato
promoterrel miikodé génkonstrukciokat készitettiink (lasd T49491 zérGjelentés). Ezekkel
Arabidopsis névenyeket transzforméaltunk, az Arabidopsis rendszer gyorsasaga miatt. Tébb RLCK
VI kinazt illetve RNS-interferencia konstrukciét hordozo6 vonalat neveltiink fel, amelyek most a T1
generacioba vannak, részlegesen jellemezve. A molekuldris jellemzést kovetéen a bielefeldi

egyetem kutatoival kozdsen fogjuk elvégezni a novények patogénekkel szembeni reakcidjanak



jellemzését. Elézetes kisérleteink arra utalnak, hogy a kinazok kifejezodése illetve annak gatlasa
egyéb Rop GTPaz fliiggd folyamatokat jelentdsen befolyasol, azaz az in vivo jelatviteli kapcsolatot

minden valdszinliség szerint igazolni tudjuk.

A bielfeldi egyetemmel kdzos publikéacio a kisérletekbol még nem sziiletett, de sor keriilt két kozos
EU FrameworkVIl Marie Curie ITN pélyazat beadasara. Mindkét pélyazat tematikdja lucerna
Rop/Rab GTPazok szerepének feltarasa a gyokérgiimé képzédés és elsdsorban a rhizobium sejetek
endocitdzisanak a folyamataban. Az elsd palyazat eljutott az értékelés végsd fazisdba, de nem
forrashiany miatt nem kapott tdmogatést. A mésodszor beadott javitott palyazat szintén eljutott az
utolso értékelési fazisig, de végsé dontés még nem all rendelkezéstinkre (FP7-PEOPLE-ITN-2008,
Proposal acronym: EndoTraffic, Proposal number: 238388). Jelen IN kiegészitd palyazat alapvetd
jelent6ségi volt ezeknek a palyazatoknak az elokészitésében és abban, hogy egyaltalan

bekerulhettlink kutatasi/képzési konzorciumba.

Osszességében, bar a palyazat eredeti célkitiizéseit csak részben sikeriilt teljesiteni, a német
partnerrel val6 kapcsolatteremtés sikeres volt, a kapcsolodd T49491 pélyazatot megfeleléen
tamogatta. Az eredetileg tervezett kutatdcseréket is csak részben tudtuk teljesiteni: egy esetben a
bielefeldiek egyetemi elfoglaltsagai miatt hiisult meg, egy esetben a PhD hallgatonk kiutazasa eldtt
a labat torte. Osszességében két PhD hallgatonk jart Németorszagban, ahol Gj laboratériumi
technoldgiakkal ismerkedtek meg és nemzetkdzi tapasztalatot szereztek. Rendszeresen kutatasi
anyagokat ¢és informéciokat cseréltiink. Jomagam nyilt szakmai eldadést tarthattam a bielefeldi
egyetemen és Uj szakmai kapcsolatokat épithettem ki. Két palydzat beadésara is sor kerilt, amik
kapcsan tovabbi kutatocsoportokkal sikeriilt kapcsolatba keriilniink, s amelyek lehetdséget adhatnak
a kutatasok folytatasara és kiszélesitésére. A bielefeldi egyetem munkatarsaival az egyiittmitkodést

tovabb folytatjuk, amely feltehetden kozos publikdciokhoz is el fog vezetni.



