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1. Bevezetés

A novények és az allatok életmodja nagymértékben eltér egymastol, hiszen a
novények életmodja helyhez kotott, mig az allatok képesek a helyvaltoztatasra. Ennek
kovetkeztében a ndvények esetében nyitott egyedfejlodési programrol beszélhetiink, ami
azt jelenti, hogy a kornyezeti hatasok jelentds mértékben befolyasoljak a ndvények
egyedfejlodését. A kornyezet Kis valtozasa is szamtalan novényi gén mikodését
befolyasolja, hiszen a ndvényi szervezetek igy alkalmazkodnak a megvaltozott kdrnyezeti
feltételekhez. A novények €s a kornyezet szoros kapcsolatara utal a novényi gének nagy
szama iS. A ludfi (Arabidopsis thaliana) és az ember egyedfejlodését, életfolyamatait
kozel azonos szamt (25-35000) gén szabalyozza. Ez meglepd lehet, ha arra gondolunk,
mekkora kiilonbség van a ndvényi €s emberi szervezetek bonyolultsagat illetden. Egyes
géncsaladok tekintetében azonban mar nagy kiilonbségeket tapasztalhatunk a két faj
kozott, hiszen vannak olyan csaladok, amelyek az egyik fajban jelen vannak, a masikbol
hianyoznak, vagy a csaladokat alkoto tagok szamaban, a kodolt fehérjék szerkezetében is

kiilonbozhetnek egymastol.

Ezek az eltérések konnyen azonosithatoak, hiszen mar a ludfii és az ember teljes
génallomanyat is sikeriilt feltérképezni. Az emberi génallomany huasz heterotrimerikus G-
fehérje a alegységet, illetve ezernél is tobb, ezeket a fehérjéket szabalyozo G-fehérj¢hez
kapcsolt receptort (GPCR) koédol. Bar ezek a gének szamos alapvetd sejtfolyamatot
szabalyoznak allatok és ¢€lesztok esetében a sejtosztddastdol a programozott sejthalalig,
Arabidopsisban egyetlen klasszikus GPCR sincs (Urano és mtsai. 2012). Az Arabidopsis
genomban a heterotrimer G-fehérjéknek is csak egy a-, egy B-, és két y-alegységét kodolo
génjét sikeriilt azonositani (Johnston és mtsai. 2007; Johnston és mtsai. 2007; Jones 2002;
Jones és mtsai. 2004), valamint kisérletesen sikeriilt azt is igazolni, hogy a klasszikus Ga-
alegység elrontasa alig észrevehetd hatasokkal jar (Ullah és mtsai. 2001; Wang és mtsai.
2001). A kis molekulasulyt GTP-azok (RAS szupercsalad) esetében is jelentds eltérések
figyelhetdéek meg, ndvényekbdl ugyanis a sejtosztodast szabalyozé RAS GTP-azok teljesen
hidnyoznak. A stresszvalaszokat és a sejtvaz szervezddését szabalyozd6 Rho GTP-azok is
csupan egyetlenegy alcsaldddal képviseltetik magukat novények esetében, mig allati
sejtekben harom alcsaladot (Rho, Rac, Cdc42) is megkiilonboztethetiink. A ndvényi Rho
GTP-azok specifikus alcsaladjanak neve a ROP (Rho of Plants) G-fehérje alcsalad,
amelynek Arabidopsis-ban 11, kukoricaban 9, rizsben pedig 7 génjét azonositottak (Yang

2002; Winge és mtsai. 2000; Christensen ¢és mtsai. 2003). A novények esetében hianyzo G-
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fehérje tipusok sokszor a GTP-azokhoz kapcsolodo jelatviteli fehérjék és fehérje
komplexek hianyat is eredményezik, ilyen példaul az allati sejtekben ismert p21-aktivalt
kinazok (PAK: p21-activated kinase) hianya a ndvényi sejtekben (Zheng és mtsai. 2000).

Az éllati és novényi jelatviteli Gtvonalak kozotti kiillonbségek vizsgélata érdekes
betekintést ad az evolucié folyamataba. A ndvények és allatok gyakran eltérd fehérjéket ill.
fehérje doméneket hasznalnak hasonlé molekularis mechanizmusokban, mig mas
esetekben ugyanaz a fehérje (domén) teljesen mas folyamatban vesz részt a két
organizmusban. Laboratoriumunkban az elmult években a ndvényi Rho-tipusu G-
fehérjékhez kapcsolodd jelatviteli utvonalakat vizsgaltuk, amely szamos példat
szolgaltatott a fentiek aladtdmasztidsara. Tobbek kozott megallapitottuk, hogy a ndvényi
Rho-tipusu (ROP) GTP-azok p21-aktivalt kinazok hianyaban egy névényspecifikus kinaz
csalad (receptorszerli citoplazmatikus kindz VI A; RLCK VI A) tagjait aktivaljak
(Dorjgotov és mtsai. 2009). Ezek a kinazok szerkezetiikben teljesen eltérnek az allati (és
¢lesztd) PAK kinadzoktol (Jurca és mtsai. 2008). Tobbek kozott, hidnyzik beldlik a PAK
kinazokra jellemz6 Rho GTP-az-kété motivum (Cdc42/Racl-interactive-binding; CRIB
motivum). A kutatocsoporthoz csatlakozva az lett a feladatom, hogy azonositsam azokat a
novényi ROP GTP-az aktivalt RLCK VI A kinazokra jellemz6 aminosav motivumokat,
melyek részt vehetnek a kinaz-GTP-az kapcsolat €s az attol fiiggd kinaz aktivitas

szabalyozasaban.



2. Irodalmi attekintés

2.1. RHO GTP-az fehérjék

A Rho csaladba tartozo kis molekulastlyt Rho-tipusu GTP-ko6té fehérjék vagy G-
fehérjék olyan konzervalt molekularis szabalyozo fehérjék, amelyek kdzponti kapcsoldként
funkcionalnak eukariota jelatviteli halozatokban (Bishop és mtsai. 2000). Szabalyozo
szerepik pedig a GTP-koté és GTP-hidrolizalo képességiikon alapszik, amely lehetové
teszi, hogy a sejtes szabalyozasi folyamatokban molekularis kapcsoloként vegyenek részt.
Aktiv allapotuk a GTP-kotott forma, ekkor ezek a fehérjék jelatviteli folyamatokat
aktivalnak, mig bels6 GTP-az aktivitasuknak kdszonhetéen a fehérjék visszatérnek a GDP-

kotott allapotba, amely az aktivitasuk és a jelatvitel befejezddését jelenti (1. abra).
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1. abra: Rho GTP-az fehérjék jelatviteli folyamatokban betoltott szerepe (Fehér
Attila abraja). Eukariotakban a Rho GTP-azok kulcsfontossagi szerepet toltenek be
szamos cellularis folyamatban, mint pl. a sejtmozgés, sejtosztddas, sejtalak valtozasok,
intracellularis transzport. Ezekben a folyamatokban molekularis kapcsoloként vesznek
részt: GTP-kotott formaban szignalizaciés ttvonalakat aktivalnak Reakcio fehérjéken
keresztiil, mig GDP-kotott formaban ez az aktivitas megsziinik.

Eukariota sejtekben a Rho-tipusi GTP-az fehérjéknek elsédlegesen a sejtvazzal
kapcsolatos funkciokban van kulcsfontossdgu szerepe, valamint a génatirddast és a
plazmamembran NADPH-oxidaz aktivitasat is szabalyozza (Bishop és mtsai. 2000, Berken
¢és mtsai. 2008, Brembu és mtsai. 2006). Konzervalt funkcidjuk ellenére a Rho csalad tagjai

harom alcsaladba: Rho, Rac és Cdc42 sorolhatéoak (2. 4bra). Allatokban és fonalas



gombakban megtalalhatdak mindharom alcsalad képviseldi, élesztOkben viszont csak a
Rho és Cdc42 alcsalad fordul el6. Emlésokben 10 kiilonb6zé Rho GTP-4zt kiilonboztetiink
meg, amelyek koziil néhanynak tobbféle izoformaja is Iétezik (A.J. Ridley 2000).
Novényekbdl viszont hianyoznak a Ras csaladba tartozé kis GTP-az fehérjék, amelyek
¢lesztékben és allati sejtekben az extracellularis jelek tovabbitasaért felelnek. Tehat a Rho
csalad egyediili képvisel6i novényekben a ROP (Rho of plants) GTP-az fehérjék,
amelyekre néha novényi RAC fehérjeként is hivatkoznak, mert aminosav szekvencia
szinten legnagyobb azonossagot a Rac GTP-az fehérjékkel mutatnak (Winge és mtsai.
1997; Cheung és mtsai. 2003). Filogenetikai elemzések alapjan elmondhat6, hogy a ROP
GTP-azok a Rho, Cdc42 és Rac fehérjék kozos 0sétdl szarmazhatnak, viszont a novényi
ROP GTP-az fehérjék szerkezetileg kiillonboznek a tobbi eukaridtaban jellemzden
eléforduld Rho-tipusi GTP-az fehérjét6l (Berken és mtsai. 2008, Brembu és mtsai. 2006;
1. tablazat; 2. abra).
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2. abra: A Rho csaladba tartozé kis molekulasulya GTP-az fehérjék filogenetikai
kapcsolatainak abrazolasa (Nagawa és mtsai. 2010).

A ROP GTP-4z fehérjék a novényi sejtes folyamatok szabalyozofehérjéi. Elesztd és
allati képviseldikhez hasonléan a ROP-ok szintén részt vesznek a citoszkeleton
szervezOdésének ¢és dinamikdjanak szabalyozasaban, a vezikularis transzport és
sejtpolarizacié irdnyitdsaban, valamint a polaris ndvekedés és sejtalak valtozasok
szabalyozasaban (Kost és mtsai. 1999; Fu és mtsai. 2001; Molendijk és mtsai. 2001; Gu és
mtsai. 2005). Ezen kiviil a ROP GTP-az jelatvitellel kapcsolatos ismereteink nagy része

kapcsolodhat a pollencsdvek cstcsi novekedésének alapjaul szolgdlo mechanizmusok és a
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levél epidermalis sejtek morfogenezisének tanulmanyozasahoz (Gu és mtsai. 2006; Klahre
¢s mtsai. 2006; Zhang és McCormick 2007; Yang 2008). A ROP GTP-azokkal kapcsolatos
masik intenziven tanulményozott terillet a ndvényi védekezd mechanizmusok
szabalyozasaval kapcsolatos. A ROP-ok szintén szabalyozzdk a génexpresszios
valtozasokat a hormonalis és abiotikus stresszre adott valaszfolyamatok alatt (Tao és mtsai.
2002; Zheng és mtsai. 2002; Tao és mtsai. 2005). Tovabba a ROP GTP-az szignalizacio
szintén szerepet jatszik a zarosejtek mozgasanak fény kozvetitette szabalyozasaban (Jeon
¢s mtsai. 2008).

A Rho-tipusi GTP-azok a jelatviteli utvonalakhoz szabalyozé illetve effektor
fehérjéken keresztiil kapcsolodnak (1. tablazat). A GTP-kotott Rho-tipusa GTP-az fehérjék
célfehérjéikkel konformaciospecifikus moédon hatnak koleson (Bishop és mtsai. 2000; 1.
hogy ezek a fehérjék, a sejten beliili jelatviteli folyamatokban ,ki-be” kapcsold szignalként
szerepelhessenek (1. abra). Ezeket a GTP-az fehérjéket szamos szabdlyozasi 1épés
kontrollalja illetve finomhangolja (Boguski és McCormick 1993; Berken és mtsai. 2008,
Brembu ¢s mtsai. 2006, Nagawa ¢és mtsai. 2010; 4. abra). A Rho GTP-4zok aktivacidja
elsésorban a guanin nukleotid kicserélé faktorok (GEF; Guanine nucleotide exchange
factor) altal szabalyozottak, ez a fehérje felelds ugyanis a GDP molekulak GTP-re valo
kicserélésért (Miyawaki és mtsai. 2014, Fehér és Lajké 2015; 3. abra). El6szor allatok és
¢lesztok esetében azonositottak tobb mint 30 GEF fehérjét, amelyek elosegitik a GDP —
GTP cseréjét ezekben a folyamatokban (Van Aelst és D'Souza-Schorey 1997; Kjoller és
Hall 1999). Az allati GEF fehérjék szerkezetileg nem mutatnak rokonsagot a novényi
GEF-ekkel (1. tablazat). A nem-ndvényi Rho GTP-azokat szabalyozd6 GEF fehérjék
jellemzden tartalmaznak egy Dbl homolog (DH) vagy DOCKI180 katalitikus alegységet,
amely a katalitikus aktivitasukat kodolja (Cherfils és Chardin 1999; Hart és mtsai. 1994),
valamint egy ehhez kapcsolddd pleckstrin homolog (PH) alegységet. A PH alegységrol
feltételezziik, hogy lipid-kotés révén kozvetiti a membran lokalizaciét (Rameh és mtsai.
1997; Zheng és mtsai. 1996), emellett strukturalis és biokémiai bizonyitékokkal is
alatdmasztottdk, hogy a DH alegység aktivitasat kozvetleniil is befolyasolja. A ndvényi
RopGEF fehérjék viszont egy specifikus novényi ROP nukleotid kicseréld (PRONE; Plant
ROP nucleotide exchanger) alegységgel rendelkeznek (3. abra). Annak ellenére, hogy a
szignalizadcidban résztvevd fehérjék kiilonboznek egymastol, a kisérleti eredmények
alatamasztjak, hogy ndvényi sejtekben (Berken és mtsai. 2008; Miyawaki és mtsai. 2014) a
receptor kindzok szintén GEF fehérjéken keresztiil szabalyozzdk a ROP GTP-az

11



szignalizaciot, mint ahogy az allati sejtek (Schiller 2006) esetében is ismeretes (1.
tablazat). Novények esetében az egyetlen Rop GEF fehérje, amely DOCKI180 alegységet
tartalmaz, a SPIKE1 fehérje, amelyet Arabidopsis-ban irtak le (Qiu és mtsai. 2002).

RLK
'
RopGEF LM
()
GTP GDP
@ — @
* "
GDP Pi GTP

3. abra: A ROP GTP-az fehérjék aktivalodasanak sematikus abrazolasa (Berken és
mtsai. 2008). Novények esetében a plazmamembranban 1év6 receptor-szerii szerin/treonin
kinaz fehérjék (RLK) felelosek a kornyezeti jelek érzékeléséért/fogadasaért, ezt kovetden a
ROP GTP-az fehérjék aktivacioja pedig a specifikus PRONE alegységet tartalmazd Rop
GEF fehérjék kozremiikodésével megy végbe, amely kiilonbozoé jelatviteli utak
aktivalodasat eredményezi.

A Rho GTP-azok inaktivacidjaért a GTP-az gyorsito fehérjék (GAP; GTPase
accelerator proteins) felel6sek, hiszen a G-fehérjék bels6é, GTP-hidrolizalé aktivitasat
stimulaljak, elésegitve ezzel a Rho GTP-azok mihamarabbi visszatérését az inaktiv, GDP-
kotott allapotba (Lamarche és Hall 1994). Ez a tulajdonsaguk pedig a GAP fehérjék azon
képességének koszonhetd, hogy a GTP-azok alapallapota és atmeneti allapota kozotti 20°-
os rotacios képessége lehetové teszi, hogy a GAP-fehérje "arginin-finger" motivuma
belépjen a GTP-az aktiv helyére, ezzel stabilizalva az atmeneti allapot. A guanin nukleotid
disszociacios inhibitor (GDI; Guanine nucleotide dissociation inhibitors) fehérjék pedig
stabilizaljak a G-fehérjék inaktiv allapotat, azzal, hogy szabdlyozzak a Rho GTP-az
membranhoz valo kapcsolodasat és blokkoljak a GTP-azok spontan aktivalodasat. A Rho
fehérjék tovabbi fontos biokémiai jellemzéje a lipid poszttranszlacios modositasok, amely
meghatarozza a membranfehérjékkel vald specifikus kolcsonhatasukat. Aktivalt allapotban
a Rho GTP-azok kolcsonhatasba 1épnek a C-terminalis szakasz gerailgeranil lipid
poszttranszlaciés modosulasai révén a plazmamembrannal (Adamson és mtsai. 1992; Cox
és mtsai. 1992), mig inaktiv allapotban a Rho és Rac fehérjék a RhoGDI fehérjékkel
szolubilis komplexként vannak jelen a citoplazmaban. Ugy tiinik, hogy a RhoGDI fehérjék

felelnek a GDP-kotott Rho GTP-azok elkiilonitéséért a citoplazman beliill valamint a
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spontan GDP - GTP csere megakadalyozasaért, azonban ez a szabalyozési folyamat még
nem teljesen tisztazott (Olofsson 1999). A GDI fehérje Rho GTP-azhoz valdé kotédése
valoszintlileg egy immunglobulin-szerti C-termindlis alegységen keresztiil torténik, ezen a
teriileten talalhatd egy hidrofoéb zseb is, amely a geranigeranil lipid befogadasaért felel,
mig a flexibilis N-terminalis alegység pedig gatolja a GDP — GTP cserét (Keep és mtsai.
1997; Gosser és mtsai. 1997; Longenecker és mtsai. 1999; Hoffman és mtsai. 2000). A
Rho-fehérjék expressszids mintazata, szerkezete ¢€s poszttranszlacidos modosulasai
szabalyozzak a GTP-az fehérjék sejten beliili elhelyezkedését, az aktivitasukeért felelds
regulator fehérjékkel wvalé kolcsonhatdsaikat, tovabba az Aaltaluk szabalyozott
célfehérjékkel vald kapcsolodasukat is. Ezek a térben és idOben szabalyozott jelatviteli
kapcsolatok teszik lehet6vé, hogy ezek a Rho GTP-azok kifinomult modulatorai
lehessenek a rendkiviil bonyolult és sokrétiien 6sszetett sejtes folyamatoknak.
Arabidopsis-ban a ROP GTP-az alcsaladnak 14 tagja van, mig rizsben 7 fehérje
jellemzd (Christensen és mtsai. 2003). Szamos molekularis mechanizmus jol konzervalt az
¢lesztOk, allatok és ndveények esetében, ezek feleldsek azért, hogy a GTP-az fehérjék
felismerj€k és tovabbitsdk a szignalizacids jeleket, mig mas mechanizmusok specifikusan
jellemzoek egy-egy alcsalad tagjaira (Brembu és mtsai. 2006; 1. tablazat). Novényekbdl
példaul hianyoznak az allati Rho-tipusi GTP-4zok mikodését befolyasold receptor tirozin
kinaz fehérjék, illetve a GTP-4z fehérje kapcsolt receptor fehérjék (Shiu és mtsai. 2003,
Urano ¢s mtsai. 2013). Azonban a novények szamos receptor-szerii szerin/treonin kinaz
fehérjével rendelkezek (Shiu és mtsai. 2003; 3. abra), amelyek receptorként érzékelik a

jelatviteli utak aktivalodasat kivalto jeleket.

13



1. tablazat: A szovegben emlitett f0 fehérje csaladok osszefoglalasa (Fehér és Lajko

2015 alapjan).

Név Rovidités  Molekularis funkcié Novények Elesztok és/
vagy Allatok
Kis molekulasulyu G-fehérjék:
RHO OF PLANTS ROP GTP-az aktivitassal rendelkezd, IGEN NEM
kis GTP-kot6 fehérje, RHO-
tipust
CELL DIVISION CYCLE 42 CDC42 GTP-az aktivitassal rendelkezd, NEM IGEN
kis GTP-kot6 fehérje, RHO-
tipusu
RAS-RELATED C3 RAC1 GTP-az aktivitassal rendelkez6, NEM IGEN
BOTULINUM TOXIN kis GTP-kot6 fehérje, RHO-
SUBSTRATE 1 tipust
RAS-HOMOLOG RHO GTP-az aktivitassal rendelkezd, NEM IGEN
kis GTP-kot6 fehérje, RHO-
tipusu
RAT SARCOMA RAS GTP-az aktivitassal rendelkezd, NEM IGEN
kis GTP-kot6 fehérje, RAS-tipust
Kis G-fehérjék szabdlyzofehériéi:
GUANINE NUCLEOTIDE GEF eldsegiti a GDP-GTP cserét,
EXCHANGE FACTOR ezaltal aktivéalja a RHO-tipusu kis
-DBL-homolég alegységgel -DH G-fehérjéket, az egyes fehérjék NEM IGEN
-Dedicator of cytokinesis 180 -DOCK180  kiilonbdzd katalitikus IGEN IGEN
alegységgel alegységekkel rendelkezhetnek
-Plant ROP nucleotide -PRONE (alabb felsorolva) IGEN NEM
exchanger alegységgel
GTPASE ACCELERATOR GAP elésegiti a GTP-hidrolizisét, IGEN IGEN
PROTEIN amely a G-fehérje jelatviteli
funkciojat inaktivalja
GUANINE NUCLEOTIDE GDI szabalyozza a G-fehérjék IGEN IGEN
DISSOCIATION INHIBITOR membranhoz valé kétddését és
blokkolja azok spontan
aktivalodasat
Kis G-fehérjék célfehérjéi:
PLASMA MEMBRANE plasma szuperoxidot el6allito membran IGEN IGEN
NICOTINAMIDE ADENINE ~ membrane  kotott enzimkomplex (gyorsan
DINUCLEOTIDE NADPH  H,0,-da alakul)
PHOSPHATE-OXIDASE oxidase
P21-ACTIVATED KINASE PAK CDC42/RAC1-aktivalt fehérje NEM IGEN
kinaz, CDC42/RACI fehérje kot
(CRIB) alegységgel
RECEPTOR-LIKE RLCK ROP-aktivalt citoplazmatikus IGEN NEM
CYTOPLASMIC KINASE VIA kinaz fehérje
CLASS VI GROUP A
ROP-INTERACTIVE CRIB RIC ROP®"™-kélesonhaté scaffold IGEN NEM

MOTIF-CONTAINING
PROTEINS

fehérjék, CDC42/RACI fehérje
koté (CRIB) motivummal

A tablazatban szerepld RHO-tipusu GTP-azok szabalyozodfehérjéinek és célfehérjéinek
felsorolasa nem teljes, csak a szovegben eléforduld fehérjéket tartalmazza (Bishop és
mtsai. 2000; Berken és mtsai. 2008; Brembu és mtsai. 2006; Nagawa ¢s mtsai. 2010).
IGEN; NEM - jelolik, hogy az adott fehérjék, illetve azok szerkezeti homologjai jelen
vannak-e ndvényekben, élesztokben és/vagy allatokban; ? — ellentmondasos informaciokat

jeldl.
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2.2. ARHO GTP-azok célfehérjéi

Mivel a Rho-tipust GTP-azok altal szabalyozott sejtes folyamatok kore
meglehetésen nagy, nem meglepd, hogy nagyszamu célmolekulahoz, un. effektor
fehérjéhez képesek kapcsolodni (2. tablazat). Az effektor fehérjék nagyon specifikus
kolcsonhatast alakitanak ki a GTP-kotott Rho GTP-azokkal. A GTP- és GDP-kotott GTP-
az fehérjék konformacios kiilonbségeit elsésorban két flexibilis hurok szabalyozza,
amelyeket kapcsold régid 1 és II-nek neveztek el (lhara és mtsai. 1998; Wei és mitsai.
1997). GTP-kotés hatasara a kapcsold régiok konformacidja megvaltozik, aminek
kovetkeztében olyan aminosavak keriilnek a fehérje felszinére, amelyek lehet6vé teszik és
elosegitik az effektor fehérjék kapcsolodasat. Az effektor fehérjek a GTP-azok tobb
teriiletével is kolcsonhatasba lépnek. A Rho, Rac és Cdc42 GTP-azok effektor régidiban,
azaz az l-es kapcsold régioin belill, szdmtalan pontmutaciot hoztak létre kisérletesen,
aminek kovetkeztében azt tapasztaltak, hogy egyes célfehérjék nem voltak képesek kotddni
a GTP-az fehérjékhez, mig mas fehérjék kotodését nem akadalyozta a mutacio. Példaul a
PAK kindzok kdlcsonhatasat a Cdc4?2 illetve Rac GTP-azokkal megakadalyozta a Tyr40 —>
Cys mutacio, mig a Phe*” —> Ala aminosav csere nem gatolta a fehérjék kdlcsonhatdsat
(Lamarche és mtsai. 1996). A Rho-tipusi GTP-azok egyik legjellemz6bb effektor fehérje
csaladja, a CRIB (Cdc42/Rac interactive binding) motivumot tartalmazo kinaz csalad.
Ilyen kinazok példaul élesztdkben a Ste20 kinazok illetve allatokban (Hofmann és mtsai.
2004) a P21-aktivalt (PAK) kinazok (2. tablazat). A konzervalt GTP-az koté konszenzus
hely, azaz a CRIB motivum jellemzéen megjelenik a Rac- illetve Cdc42-koté fehérjék egy
részénél, de nem mindegyiknél. Ez a motivum sziikséges, de nem elégséges, hogy a GTP-
azok és az effektor fehérjék kozott 1étrejojjon egy erds kdlesonhatds. A CRIB motivumot
tartalmazo kinazok aktivaldsanak legaltalanosabb és leggyakoribb mechanizmusa élesztok
és allatok esetében mikor a Cdc42/Rac GTP-azok a specifikus CRIB motivumon keresztiil
kapcsolodnak a p21-aktivalt kindzokhoz. A kindz rendelkezik egy autoinhibitor doménnel,
ami alapallapotban elfedi a kinaz aktiv centrumat, gatolva ezzel az aktivitasat. Ezen az
autoinhibiciés doménen taldlhato a specifikus CRIB motivum, amely specifikusan koti a
GTP-kotott, aktiv Rho GTP-azokat. A kotédés konformacio valtozast okoz, felszabaditva a
kindz domént a gatlas alol (Bagrodia és Cerione 1999; Tu és Wigler 1999).

Bér a Metazodk csoportjaban jellemzden tobb szdz Rho GTP-4z effektor fehérje
talalhato, ebbdl koriilbeliil 30 az olyan kindz, amely rendelkezik Cdc42-Rac interaktiv

kotohelyet tartalmazo (CRIB) motivummal (Bishop és mtsai. 2000, Hofmann és mtsai.
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2004). A CRIB motivumot tartalmazé fehérjékrdl korabban bebizonyitottak, hogy a Cdc42
talalhato Asp aminosav kdlcsonhat a CRIB motivumon 1évé ketté His aminosavval. A 38-
as pozici6 kivételével az 1. és II. kapcsolodasi régio altalaban azonos a Rho, Rac és Cdc42
fehérjék esetén. Rac és Cdc42 esetén a 38-as pozicioban Asp talalhatd, mig a Rho
fehérjéknél ugyanebben a pozicidban Glu jellemz8. A Cdcd2 GTP-4z Asp®® elmutaltatisa
Glu-ra nagymértékben csokkentette a PAK3 kinaz aftnitasat (Leonard és mtsai. 1997). Ez
alapjan gy tiinik, hogy minden CRIB motivummal rendelkez6 fehérje az Asp38 alapjan
kiilonbozteti meg a Rac/Cdc42 fehérjéket a Rho GTP-4zoktél. A PAKI1 kinazok, mas kinaz
fehérjékkel szemben hasonld aktivitassal kotddnek a Rac és Cdc42 GTP-azokhoz is
(Manser és mtsai. 1994).

Altalanossagban jellemz6, hogy a CRIB motivumot tartalmazd fehérjék
konformacios szerkezete megvaltozik a Cdc42/Rac fehérjékhez valdo kapcsoldodaskor.
Ekkor a GTP-azok kapcsolodasi régioi kozt egy szoros, intermolekularis 3-red6 alakul ki; a
kinazok C-terminalis szekvencidja és a CRIB motivumot tartalmazé régio kozott pedig egy
B-hajtiikanyar és egy rovid a-hélix konformacids valtozas jon létre. A Rho fehérjék
(REM: Rho effector homology) keresztiil kapcsolodnak, amely harom ismétlésben
tartalmaz leucin-zipzar-szeri, HR1 motivumokat. Ezek a motivumok egymastol
fiiggetleniil ktédhetnek a Rho GTP-azokhoz, de csak az elsdre jellemz6, a GTP-fliggd
kotédés (Flynn és mtsai. 1998). Mikor az els6 HR1 motivum kapcsolodik a Rho fehérjével,
hasonlo masodlagos szerkezeti valtozasok mennek végbe, mint ahogy azt a Cdc42/Rac
GTP-azok és effektoraik esetében is tapasztaltak.

A novényi ROP GTP-azok az allati Rho-tipusit GTP-azoktol fliggetleniil fejlodtek
¢s alakultak ki, és az eukariotékra jellemzé Rho csalddon beliil egy szerkezetileg kiilonallo
csoportot alakitottak ki (Berken és mtsai. 2008, Brembu és mtsai. 2006, Nagawa ¢€s mtsai.
2010; 2. abra). A ROP GTP-azoknak csak néhany effektor fehérjéje egyezik meg a tobbi
eukaridta szervezetre jellemzé effektor fehérjékkel (2. tablazat), ilyen példaul a
plazmamembran NADPH-oxid4z vagy egyes aktin-nukle4ciés komplex fehérjék (Brembu
¢s mtsai. 2006). Szamos olyan novényspecifikus ROP GTP-az célfehérjét (2. tablazat)
ismeriink, amelyeknek szerepe is ndvényspecifikus folyamatokhoz kapcsolhatd, mint
példaul a sejtfal szintézis, az auxin jelatvitel és a ndvény-patogén kolcsonhatasok
szabalyozasa, illetve tobb kisméretii scaffold fehérje is ismert (Berken €s mtsai. 2008,

Brembu és mtsai. 2006, Nagawa és mtsai. 2010; Wu és mtsai. 2001; Li és mtsai. 2008).
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Mas fehérjék, illetve fehérje komplexek ROP GTP-azokhoz vald kapcsolodasat ezek az
adaptorfehérjék teszik lehetdvé. Az egyik ilyen csoport: a CRIB motivumot tartalmazé kis
adaptor fehérje csalad, amelyet ennek megfeleléen ,,ROP interaktiv CRIB motivumot
tartalmazo fehérjének” (RIC; ROP-interactive CRIB motif-containing protein) neveztek el
(Wu és mtsai. 2001). A RIC fehérjék mellett mas tipusi ROP GTP-az effektor vazfehérjék
is vannak (Berken és mtsai. 2008, Brembu és mtsai. 2006, Nagawa és mtsai. 2010),
amelyeket RIP illetve ICR fehérjeként ismeriink (RIP: ROP-interacting protein; ICR:
Interactor of constitutively active ROP). Ezek a fehérjék egy rajuk jellemzé ROP-koto
motivummal rendelkeznek (Bloch és mtsai. 2008). Ezekrdl a fehérjékrél bebizonyitottak,
hogy specifikus szerepet toltenek be a ROP GTP-az kozvetitette jelatviteli folyamatokban,
viszont tovabbi kdlesonhatd fehérjéikrél még meglehetésen sziikos a tudasunk (Craddock
¢és mtsai. 2012).

Felmertilhet a kérdés, hogy ha a CRIB motivumot tartalmazé kindzok hidnyoznak
novényekbdl, akkor a CRIB motivumot tartalmazé kisméreti RIC scaffold fehérjék
kozvetithetik-e a ROP GTP-azok altali kinaz aktivaciot? Kérdésiinkre pontos valaszt még

nem tudunk adni.
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2. tablazat: A kiillonb6z6 RHO GTP-az effektor fehérjék jelenléte (+) élesztok, allatok
és novények esetében (Fehér és Lajko 2015 alapjan).

Név RHO-kot6 motivum Novény  Eleszté  Allat
Nem enzim fehérjék:

Formin ? + +
Par6 CRIB +
SPEC CRIB +
CIP4 +
IQGAP + +
WASP/WAVE CRIB + + +
P140°™ +
POR1 +
POSH +
Borg CRIB +

RIC CRIB +

ICR/RIP RIP +

RACKI1A +

Enzim fehérjék:

Kinadzok: PAK CRIB + +
ACK CRIB +
MRCK CRIB +
MLK CRIB +
MEKK CRIB ? +
p70>" ? +

RLCK VI_A +
Lipid médositok: PI5K ? ? +
PI3K ? ? +
Synaptojanin-2 ? +
DAG kinaz ? ? +
PLD ? ? +
Egyéb enzimek: NADPH oxidaz + ? +

CCR1 +

UGT +

CRIB: Cdc42/Rac-koté motivum; RIP: ROP-k6t6 motivum.
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2.3. A ROP GTP-azok és fehérje kinazok jelatviteli kapcsolatai

Novényekben, mivel a genomjuk RAS GTP-azokat nem kodol, a ROP GTP-4z
csalad az egyetlen képviseldje a jelatviteli szerepti kis molekulatomegii G-fehérjéknek
(Berken 2006). A ROP GTP-azok-hoz kapcsolodo jelatviteli utvonalak azonban még
jelentds mértékben feltaratlanok. Ennek egyik oka, hogy a ROP GTP-azok és az allati
illetve ¢leszt6 Rho GTP-azok effektor fehérjéi 1ényegesen eltérnek (lasd fentebb). Az egyik
legjellegzetesebb kiilonbség a CRIB motivumot tartalmazo kinazok hidnya névényekben
(Fehér és Lajko 2015). Ennek ellenére, szamos megfigyelés utal arra, hogy a ROP GTP-
azok novényekben 1is kapcsolodnak, kozvetve vagy kozvetleniil, a fehérje kinaz

jelatvitelhez. Az ezzel kapcsolatos eddigi eredményeket az alabbiakban foglalhatjuk dssze.

2.3.1. A ROP GTP-azok kozvetve szabalyozzak az Snfl-rokon 2-es tipusu kinaz
fehérjéket

Az aktiv ROP11 GTP-4z kolcsonhatasba 1éphet az abszcizinsav-inszenzitiv 1 és 2
(ABI1/2: abscisicacid-insensitive 1/2) PP2C-tipusu foszfatazokkal, melyek az abszcizinsav
jelatvitel negativ szabalyozo fehérjéi (Yu és mtsai. 2012). Abszcizinsav hianyaban az ABI
1/2 fehérjék tartjak inaktiv, defoszforilalt allapotban az Snfl-rokon 2-es tipusu kinaz
fehérjét (SNRK2), igy ezen keresztiil a szignalizacidban tavolabb elhelyezked6 célfehérjék
is blokkolt allapotban lesznek. Ilyen tavolabbi célfehérjék lehetnek példaul az abszcizinsav
altal szabalyozott transzkripciés fehérjék, ioncsatornak és ROS-termelé enzimek is
(Nakashima és mtsai. 2013). Aktiv, GTP-kotott AtROP11 GTP-az jelenlétében az ABI2
fehérje foszfataz aktivitasa megemelkedett (Yu ¢és mtsai. 2012). Ez a kolcsonhatas
megakadalyozta az ABI2 fehérje sajat inhibitoraithoz, az abszcizinsav receptor
pyrabactin/pyrabactin-szeri fehérjékhez valo kotddését (Li és mtsai. 2012). Ezért az aktiv
ROP11 GTP-4z negativan szabdlyozza az abszcizinsav jelatvitelt. Bar az SnRK2-es tipust
kindz nem tekinthetd ROP GTP-az effektor fehérjének, az AtROP11 GTP-az kozvetve
mégis szabalyozza aktivitasat.

Az AtROP10 GTP-4z és AtROP6 GTP-az szerepérdl az abszcizinsav jelatvitel
negativ szabalyozasaval kapcsolatban szintén beszamoltak mar Arabidopsis-ban, azonban
az AtROP10 GTP-az nem Iép kozvetlen kdlcsonhatasba az ABI2 fehérjével, hanem
valoszinlileg az abszcizinsav jelatvitel mas elemeit szabalyozhatja (Yu és mtsai. 2012;

Fehér és Lajko 2015).
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2.3.2. A ROP GTP-azok és a mitogén-aktivalt protein kinaz kaszkadok

Allati sejtekben a kis Ras/Rho-tipusa GTP-kotd fehérjék gyakran befolyasoljak a
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) kaszkadok receptor-fliggd aktivitasat (Vojtek és
mtsai. 1995). Jelenlegi tudasunk a ROP GTP-az fehérjék MAPK  kaszkadok
szabalyozasaban betdltott szerepérdl meglehetdsen sziikos (Samajova és mtsai. 2013). Bar
a MAPK fehérjék valdsziniileg nem kozvetlen effektorai a ROP GTP-azoknak, ennek
ellenére a ROP GTP-azok és a MAPK-ok ugyanannak a szignalizacids fehérje komplexnek
is a tagjai lehetnek. Példaul megemlithetd, hogy bar az OsMAPK6 (rizs MAPK) és az
OsRAC1 (rizs ROP GTP-az) kozvetleniil nem 1épnek kolcsonhatasba éleszté két-hibrid
rendszerben, a konstitutivan aktiv. OsRAC1 ¢és az OsMAPK6  fehérjék
koimmunoprecipitalhatoak rizs sejtekb6l (Lieberherr és mtsai. 2005). Ezen kiviil az
OsMAPK3 szintén tagja az OsRACl-et is tartalmazd fehérje komplexnek, amely
foszforilacid révén szabalyozza a RAC immunitas 1 transzkripcios faktort (Kim és mtsai.
2012). Az OsMAPKG6 fehérjével nem képes komplexet képezni az OsRACI1 fehérje
dominans negativ mutans formaja, valamint a nem-izoprenildlt mutans forméja sem. Ezen
kiviil az OsRACI1 inaktiv, vagy hibasan lokalizalt mutans formainak tultermeltetése
megakadalyozta a kinazok szfingolipid elicitor altal kozvetitett aktivitalodasat (Lieberherr
¢s mtsai. 2005). Az OsRAC1 RNSi altali csendesitése csokkentette az OSMAPKG6 fehérje
szintjét és aktivitasat (Lieberherr és mtsai. 2005). Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy
az OsMAPKG6 aktivacidja egy plazmamembran-lokalizalt fehérjekomplexben, GTP-kotott
¢s izoprenilalt RAC1 GTP-az fehérje altal torténik. Ez a fehérje komplex nem alakulhat ki
OsRAC1 hianyaban, a szabad MAPK pedig valoszinlileg kevésbé stabil, ezzel
magyarazato a csokkent OsMAPKG6 fehérje szint az OsRAC1 RNSi mutdns ndvényekben.
Az aktiv GTP-az fehérje fontos szerepet tolt be az OsMAPK3/6 fehérjéhez kapcsolodo
jelatviteli Ut elemeinek plazmamembranhoz valo kapcsolasdban, pontosabban a lokalizacio
pontos helyének meghatdrozdsaban van szerepe (Samajova és mtsai. 2013, Fujiwara és
mtsai. 2009; Fehér és Lajko 2015). Tehat az OsRACI fehérje elésegiti a fehérje komplex
kialakuldsat a plazmamembran egy meghatarozott régiojan, igy kozvetett moédon pozitivan
képes szabalyozni a MAPK-fliggd jelatvitelt.

Jelenleg azonban még kevés ismeret all rendelkezésiinkre arrol, hogy a ROP
GTP-az fehérjék hogyan szabalyozhatjak a MAPK jelatviteli utakat. A ROP GTP-azok
aktivalhatnak MAPK kaszkadokat akar a NADPH-oxiddz altal kozvetitett H,O,
termel6désén keresztiil is. Szamos MAPK aktivalodik H2O; hatasara (Hung és mtsai. 2005;
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2. tablazat). Példaul a FERONIA receptor szignalizacids utvonal kozvetett médon, ROP
GTP-azok aktivalasan keresztiil kapcsolodhat a MAPK kaszkadokhoz, hiszen a MAPK
kaszkédok aktivacidjahoz sziikséges H,O, termelddés a NADPH-oxiddz ROP GTP-az
medialt aktivalasanak hatasara alakul ki (Duan és mtsai. 2010; Fehér és Lajko 2015).

Szamos fejlodési utvonal, valamint a kérokozok hatasara kialakuld védekezo
mechanizmusok fontos résztvevoi a MAPK szignalizacidos kaszkadok, ezek koziil az
utvonalak koziil néhany szintén ROP GTP-az fehérjék altal szabalyozott. Ezért nagyon
valdszinli az 4thallas ezek kozott a szignalizacios utvonalak kézott. De nem csak a ROP
GTP-azok aktivalhatnak MAPK ttvonalakat, hanem ez megtorténhet forditva is. A MAPK
fehérjek a RopGAP vagy RopGEF fehérjék foszforildlasan keresztiil képesek lehetnek a
ROP GTP-az szignalizaci6 szabalyzasara (Fehér és Lajké 2015).

2.3.3. ROP GTP-azok és lipid kinazok

A foszfatidilinozitol 4,5-bifoszfatot (PIP2) szintetizaldo foszfatidilinozitol
monofoszfat kindzok a Rho-tipusu GTP-azok jol ismert effektorai (Bishop €s mtsai. 2000;
2. tablazat). Novekvd pollencsdvek esetében a PIP2 felhalmozodik a plazmamembran
szubapikalis teriiletén. Ebben a régidban halmozodik fel a foszfatidilinozitol 4-foszfat 5-
kinaz (PIP5K) is (Kost és mtsai. 1999). A PIP2 degradacidjanak gatlasa a pollencsovek
polaritasanak elvesztését valamint a cstcsi régio megduzzadasat eredményezte (Helling és
mtsai. 2006), utalva ezzel a polaritas kialakitasaban betoltott fontos szerepére. A
foszfatidilinozitol 4-foszfat kinaz aktivitdsa fizikailag is kotheté volt, a dohany
pollencsovekbdl kitisztitott GTP-kotott ROP GTP-az (NtRACS) fehérjék jelenlétéhez,
ezzel alatdmasztva a nézetet, miszerint a PIPSK aktivitasat a ROP GTP-4zok befolyasoljak
(Kost és mtsai. 1999). A polaris novekedés alatt a ROP GTP-azok szabalyozzak a célzott
szekrécio folyamatat: a PIP2 szintézis stimulalasan keresztiil szabalyozzak az aktin
Osszeszerel6dést és az exocitotikus membran transzportot (Kost és mtsai. 1999). A PIP5K
nemcsak a ROP GTP-az altal szabalyozott szignalizacios utvonalnak lehet fontos eleme,
hanem a ROP GTP-azok szabalyozo fehérjéjeként is részt vehet a jelatvitelben (Kost és
mtsai. 2008, Ischebeck és mtsai. 2011; Fehér és Lajkdé 2015). Dohany pollencsovek
vizsgalata esetében a PIP5K11 tultermeltetése, az NtRACS esetében is tapasztalt, duzzadt
pollencsdcsucs fenotipust eredményezett. Ez a fenotipus ellenstlyozhatdo az NtRACS

negativ regulatoranak, azaz a RhoGDI2 fehérjének a koexpresszidjaval. Feltételezhetd,
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hogy a PIP5K inaktivéalja a GDI fehérjét, amelynek eredményeként a GTP-kotott NtRACS
lokalisan felhalmozodik, igy képes szabalyozni a polaritast (Ischebeck és mtsai. 2011).

2.3.4. A ROP GTP-az aktivalt receptor-szerii citoplazmatikus kinazok

A receptorszerii citoplazmatikus kindzok (RLCK) jellemzdje, hogy nem
rendelkeznek sem extracellularis, sem transzmembran doménnel de kinaz doménjiik rokon
a receptor kinazokéval (Lin és mtsai. 2013). Az Arabidopsis-ban talalhato 147, valamint a
rizsben eléforduld 379 fehérjét magaba foglalo RLCK-k nagy csaladja tovabbi kiilonbozo
csoportokba sorolhatdéak. Nagy szamuk ellenére azonban igen korlatozott informacié all
rendelkezésiinkre a kindzok biologiai funkciojaval kapcsolatban. Az eddig megvizsgalt
kindzok a hormondlis, fejlddésbeli és a kiilonbozd korokozokra adott valaszreakciok

szabalyozasaban vesznek részt (Lin és mtsai. 2013; 4. abra).

Novekedés/Sejtalak valtozasok

Polaritas \
Hormon Védekezd .. y
valaszok Mechanizmusok S -

4. abra: A ROP GTP-az aktivalt RLCK VI_A kinazok hipotetikus szerepe a novényi
szignalizaciés folyamatokban (Fehér Attila abraja). Laboratériumunkban koridbban
kimutattuk, hogy az RLCK VI A csoportba tartozé ndvényspecifikus kinazok potencialis
ROP GTP-az effektorok, melyeknek in vitro aktivitasa fligg a GTP-kotott ROP GTP-azok
jelenlététdl. Harom {6 szabalyozo fehérje befolydsolja a ROP GTP-4z aktiv és inaktiv
allapotat: a guanin nukleotid kicseréld faktor (GEF) felelds a GDP molekuldk GTP
molekuldkra vald lecserélésében, ezzel aktivalva a G-fehérjét. A GTP-az gyorsitd fehérje
(GAP) a GTP molekuldk hidrolizisét segiti eld, amely az inaktiv allapot kialakuldsahoz
sziikséges, mig a guanin nukleotid disszociacids inhibitor fehérje (GDI) az inaktiv allapot
stabilizalasaért felel.

A mai napig szamos ROP GTP-az kolcsonhato kinazt sikeriilt azonositani, olyan

¢élesztd két-hibrid technikat alkalmazva, amelyben konstititvan aktiv ROP/RAC GTP-
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azokat hasznaltak csaliként. Ezek a kinazok Medicago truncatula-bol (Dorjgotov és mtsai.
2009), Arabidopsis thaliana-bol (Molendijk és mtsai. 2008, Dorjgotov és mtsai. 20009,
Reiner és mtsai. 2014) és Hordeum vulgare-b6l (Huesmann és mtsai. 2012) keriiltek
azonositasra. Szekvencia analizis alapjan ezek a kinaz fehérjék mind a receptor-szerii
citoplazmatikus kinazok (RLCK; Receptor-like cytoplasmic kinase) nagy csaladjaba, azon

beliil pedig a VI. csalad A alcsaladjaba tartoznak.
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5. abra: Az RLCK VI _A kinizok ROP GTP-az fehérjékkel valo specifikus
kolcsonhatasi mintazatazatanak oOsszehasonlitasa az RLCK VI B Kkinazokkal
(Dorjgotov és mtsai. 2009). Az RLCK VI_A- illetve B-tipust kinazokrdl korabban éleszté
kéthibrid kolcsonhatasi matrix segitségével kimutattuk, hogy mig az A alcsalad tagjai
rendelkeznek ROP GTP-az koté képességgel, addig a B alcsalad tagjai nem. Ennek
megfelelden a B-tipusi RLCK VI kinazok aktivitasa ROP GTP-az fliggetlen.

Az Arabidopsis RLCK VI csaladnak 14 tagja van, amely 7-7 fehérjével két
alcsaladra oszthato (Jurca és mtsai. 2008). A két csoport tagjai tobbek kozott abban
kiilonboznek, hogy mig az A csoport tagjai (egy kivétellel) képesek a ROP GTP-dzok
kotésére, addig a B csoport tagjai nem (5. abra). Az Arabidopsis RLCK VI_A alcsalad
tagjai (Molendijk és mtsai. 2008, Dorjgotov és mtsai. 2009, Reiner és mtsai. 2014) mellett
a Medicago truncatula (Dorjgotov és mtsai. 2009) és Hordeum vulgare (Huesmann és
mtsai. 2012) homolog fehérjék is képesek kotdédni a GTP-kotott, azaz aktiv ROP GTP-
azokhoz in vitro élesztdben és novényi kisérletekben egyarant, mig a GDP-kotott, inaktiv
GTP-4zokhoz nem kotddnek. Ez a GTP-4z konformacio specifikus kdlcsonhatas jellemzd
az effektor fehérjékre. Ezeknek a kindzoknak a fehérje foszforilacids aktivitdsa szintén

fligg a GTP-kotott vagy konstitutivan aktiv ROP/RAC GTP-azok jelenlététdl (Dorjgotov és
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mtsai. 2009, Huesmann ¢és mtsai. 2012, Reiner és mtsai. 2014; Fehér és Lajko 2015; 4.
abra), ezért biokémiai értelemben ROP GTP-az effektor kinazként értelmezhetéek. Ennek
ellenére az RLCK VI A alcsaladba tartozd kinazok bioldgiai funkciéi még nagyrészt
ismeretlenek. A Barley ROP-kot6 kinazl-nek (HVRBK1; Hordeum vulgare ROP binding
kinasel) fontos szerepe van a lisztharmat fertézés folyamataban (Huesmann és mtsai.
2012). A HvRBKI csendesitésérél kimutattak, laboratériumunkkal egylittmiikodé német
kollégak (Ralph Huckelhoven ¢€s mtsai.) hogy megvaltoztatja a kortikalis mikrotubulusok
elrendez8dését: azok rovidekké és rendezetlenné valnak (Huesmann és mtsai.2012) A
kindz hianya a kortikalis mikrotubulus halozat felbomlasdnak kdszonhetden eldsegitette a
patogén gombdk bejutasat a gazdasejtekbe (Huesmann és mtsai. 2012). Az ezekkel a
gombakkal szembeni érzékenységet (szuszceptibilitast) az arpa Rac/Rop GTP-az fehérjek
szabalyozzak (Schultheiss és mtsai. 2002, 2003; Hoefle és mtsai. 2011; Scheler és mtsai.
2016). A konstitutivan aktiv  HYRACB, HvRAC3 vagy HVRAC1 GTP-az atmeneti
taltermeltetésének hatasara fokozodott az arpa levél sejtjeinek lisztharmattal vald
fert6zodése (Schultheiss és mtsai. 2003). Feltételezhetd, hogy a gomba korokozo az arpa
RAC GTPaz-fliggd jelatviteli utvonalait hasznalja fel a hausztorium kialakitasara
(Schultheiss és mtsai. 2002, 2003). Mivel az arpa RBK1 gén atmeneti kiiitése szintén
elosegitette a parazita gombak arpa levélbe jutasat, az arpa RAC-effektor kinaz nem a
lisztharmattal szembeni érzékenységhez, hanem az ellendlloképességhez sziikséges
(Huesmann ¢és mtsai. 2012), feltehetéen a mikrotubulusok szervezettségének/stabilitasanak
novelésén €s igy a korokozok elleni barrierek kialakitdsan keresztiil (Huesmann és mtsai.
2012). A zold fluoreszcens fehérjével jelolt HVRBKI kimutathaté a citoplazmaban és
nukleoplazmaban, mig a kostitutivan aktiv HVRACB vagy HVRACI mellett vizsgalt
HvRBKI1 fehérje mar a sejtek plazmamembranjaban volt detektalhatdo (Huesmann és mtsai.
2012), tehat a gomba korokozokkal valo kolesonhatas soran az arpa HVRAC fehérjék
illetve a HYRBKI1 egyiitt szabalyozhatjdk a mikrotubulusok felépiilésének €és lebomlasanak
dinamikajat. Az hogy a két fehérje ellentétesen szabalyozza a folyamatot (a HYRAC GTP-
azok szuszceptibilitasi faktorok, az RBK1 kinaz pedig rezisztencia fehérje) azzal fligghet
Ossze, hogy az RBKI1 kindz kozvetve negativan szabalyozza a HvVRAC GTP-azok
stabilitasat ill. mennyiségét, ami egy negativ visszacsatoldsi szabalyozasra utal a GTP-az
¢s effektor kindza kozott (Reiner €s mtsai. 2015).

Erdekes médon, a HVRBK1 legkézelebbi Arabidopsis homolégjat, az AtRLCK

VI_AS kindzt kddold génnek a csendesitése a gomba kérokozokkal szembeni fogékonysag
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fokozodasahoz jarult hozza (Reiner és mtsai. 2014), szemben az arpaban megfigyeltekkel
(Huesmann és mtsai. 2012). Ez arra utal, hogy a két fajban a szabalyozas eltérd.

Gombas fert6z6dés hatasara az Arabidopsis RLCK VI A4, vagy mas néven
AtRBK1, valamint az RLCK VI_A6 (vagy AtRBK2) fehérjék génexpresszios szintje
nagymértékben megemelkedik, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék is fontos szerepet
jatszhatnak a patogének hatasara kialakuld védekezd folyamatok szabalyozasaban
(Molendijk és mtsai. 2008).

Néhany Arabidopsis RLCK VI_A kinaz génjér6l elmondhatd, hogy erés pollen
specifikus kifejezodés jellemzi (Jurca és mtsai. 2008), amelybdl arra kovetkeztethetiink,
hogy a ROP GTP-az kozvetitett pollencsé nodvekedés szabalyozasaban ezeknek a
kindzoknak fontos szerepiik lehet. Tovabba a trachea elemek differencialodasanak
folyamata soran ezek a fehérje kindzok szintén kulcsfontossaguiak lehetnek, hiszen ez a
folyamat is nagy mértékben fligg a ROP GTP-4z fehérjék altal szabalyozott mikrotubulus
Osszerendez0déstél (Oda és mtsai. 2012). A kozelmultban kimutattak, hogy az RLCK
VI A7 kindz gén (At5g18910) megtalalhato mind a gyokérszér, mind a pollencsé
génexpresszios profiljaban, ahol a ROP GTP-azok kdzponti szerepet toltenek be a csucsi
novekedés szabalyozasanak folyamataban (Becker és mtsai. 2014). Ezek a megfigyelések
megerdsitik azt az elméletet, hogy a ROP GTP-az és RLCK VI A kindz kozvetitette
utvonalak kolcsonhatasban allnak egymadssal annak ellenére, hogy a kisérletek, amelyek
igazoljak hogy az RLCK VI A kinazok funkcidja fiigg az aktiv ROP GTP-azokkal vald
kapcsolatuktol tovabbi megerdsitésre varnak. Ennek bebizonyitdsa, a kiilonboz6 ROP
GTP-4z fehérjék valamint a kiilonb6z6 RLCK VI A kinazok szertedgaz6 és egymassal
atfedd funkcioja miatt, meglehetdsen bonyolultnak bizonyul.

Egy masik Arabidopsis RLCK-r6l tudjuk, hogy erésen expresszalodik a trachea
elemek differencialédasdnak folyamata alatt, ez a kindz a VIII. szamu alcsaladba tartozik
¢s “ciszteinben gazdag kindzként” is emlitik, tovabba fontos megjegyezni, hogy szintén
kolcsonhat a ROP GTP-azokkal (Molendijk és mtsai. 2008). Azonban a ciszteinben gazdag
kindzok ROP-fliggd aktivitdsait még nem sikeriilt kisérletesen igazolni. Ez a lehetséges
kolcsonhatas viszont felveti annak lehetdségét, hogy az RLCK VI _A alcsaladon kiviil
tovabbi RLCK kinazok is szolgalhatnak potencialis ROP GTP-4z effektorként. A ROP-
kotd RLCK fehérjék nem rendelkeznek ismert GTP-az koté motivumokkal (Dorjgotov és
mtsai. 2009, Fehér és Lajko 2015), illetve a ROP GTP-az fehérje altal kozvetitett kinaz

aktivacidhoz sziikséges szerkezeti feltételek sem ismertek még pontosan. Az RLCK VI_A
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kindzok ROP GTP-az kotésében szerepet jatszo aminosav motivumainak azonositdsa
elengedhetetlen a tovabbi lehetséges ROP GTP-az aktivalt kindzok feltérképezéséhez.
Jelenlegi tudasunk a novényekben el6fordulo, ROP GTP-dzokkal kdlesonhatd
fehérje kinazokrol meglehetdsen sziikds. A ndvényi genomok nem kodolnak a PAK
kindzokhoz hasonld szerkezetii, autoinhibiciés domént és CRIB motivumot tartalmazo
kinazokat (Dorjgotov és mtsai. 2009, Fehér és Lajko 2015; 2. tablazat). Az RLCK VI_A
tipustt kindzok ROP GTP-dzokhoz vald kotddésének és a kindzok aktivalasanak modja
tehat eltér az eddig ismert mechanizmusoktol. Munkank folyaman elsddleges célunk a
ROP GTP-az - RLCK VI_A molekularis jelatviteli kapcsolatnak a minél pontosabb

feltérképezése volt.
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3. Célkitiizések

Kutatasaink soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt.

- Az Arabidopsis receptorszert citoplazmatikus kindzok (VI. alcsalad A csoport)
milyen aminosav motivumoknak k&szonhetéen képesek kapcsoldodni a ROP
GTP-azokhoz?

- Mi a szerepe az azonositott aminosav motivumoknak a kindzok aktivalasaban?

- Mennyire elterjedtek ezek a kindz motivumok a novényvilagban?

- Mi az azonositott aminOsavak mutaciéjanak hatasa a kinazok in planta

funkcidjara?

Kisérleteinkhez korabbi munkainkra alapozva az Arabidopsis RLCK VI A2 és RLCK
VI A3 kinazokat illetve a ROP1 ¢és ROP6 GTP-azt valasztottuk.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Szekvencia analizis

Az Arabidopsis RLCK VI kinaz csalad A és B alcsaladra oszthato, ahogy azt
korabban mar ismertettilk (Jurca és mtsai. 2008). In silico analizissel kerestiink olyan
Arabidopsis RLCK VI_A kinaz szekvenciakhoz hasonld kinazokat a kiilonb6z6 taxonokba
tartozd novényekben, amelyeknek a teljes genom szekvencidja ismert, mint példaul a
Chlamydomonas reinhardtii, Physcomitrella patens, Marchantia polymorpha, Selaginella
moellendorffii és Oryza sativa, ehhez az Gsszehasonlitashoz pedig az NCBI (National
Center for Biotechnology Information) PHI BLAST (Pattern Hit Initiated Basic Local
Alignment Search Tool) programjat hasznaltuk, amely az alabbi oldalon érhetd el:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Az 0Gsszehasonlitashoz az RLCK VI_A3

(At5g65530) fehérje kinaz alegységének szekvenciajat hasznaltuk mintaként, az Gsszes
Arabidopsis RLCK VI_A kinazra jellemzé6 GXXXHXXH aminosav mintazattal, ahol az X
barmilyen aminosavat jelolhet, a végzett Osszehasonlitds varhato értéke 0.01, a PHI-
BLAST kiiszobértéke pedig 0.005. A szekvencia 6sszehasonlitas a ClustalW algoritmus
programmal tortént (Thompson és mtsai. 1994). A specificitast determinald helyek (SDP:
specificity-determining site) elemzése a JDet Software-rel (Muth és mtsai. 2012) késziilt,
amely az alabbi helyr6l tolthet6 le: http://csbg.cnb.csic.es/JDet/ (utolso felkeresés: 2017.
12. 14). Az RLCK VI_A2-es kinaz harom-dimenziés (3D) modellje a SWISS-MODEL
SERVER (http://swissmodel.expasy.org) program segitségével lett 1étrehozva (Biasini és
mtsai. 2014). A BRI1-kapcsolt receptor kinazl (BAK1: BRI1-associated receptor kinase 1)

kindz alegységének kristalyszerkezetét (azonositd: 3ulz) hasznaltuk templatként. A képi
megjelenitéshez pedig a “DeepView” Swiss-PdbViewer software-t (http://spdbv.vital-
it.ch/) hasznaltuk.

4.2. Mutagenezis

Az RLCK VI_A2 (At2G18890) és a VI_A3 (At5g65530) kindzok, valamint az
AtROP1 GTP-az (AT3G51300) cDNS klonok az Arabidopsis Biological Resource Center-
bél (ABRC; http://www.Arabidopsis.org/) szarmaznak. A cDNS-eket polimeraz

lancreakcioval (PCR) amplifikaltuk, amelyhez Phusion high-fidelity polymerase enzimet
hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A primerek szekvenciai a
Fliggelékben szerepelnek. A PCR fragmenteket a pEntry2b vektor EcoRI/Xhol helyére
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klonoztuk. Ezt a vektort kordbban modositottuk, a Sall helyet eltiintetve megvaltozott a
leolvasasi keret. A kinazok és a ROP1 GTP-az szekvencidinak megvaltoztatasa atfedo
polimeraz lancreakcié alkalmazasaval tortént (Atanassov és mtsai. 2009). Az RLCKVI_A
kindzokban a csoportspecifikus aminosavakat egyenként kicseréltiikk olyanokra, melyek a
B-tipusu kinazokra jellemzbek (6. abra). Az LP-IDE motivum esetében az RLCK VI _A2/3
kinazra jellemzd teljes hosszusagu régiot kicseréltik az RLCK VI _BS5 kinazra jellemzd

régioval (6. abra).
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6. abra: Az RLCK VI_A kinazok specifikus aminosav motivumainak azonositasa
valamint helyspecifikus mutagenezisiik.

a: Az RLCK VI A és B alcsaladba tartoz6 kinazok fehérje szekvencidinak sszehasonlitasa
alapjan azonositottunk négy olyan régiot, amelyek jellegzetes kiilonbségeket mutatnak a
két csoport kozott. Az A csoportra jellemzé konzervalt aminosavak, amelyeket csillagal
jeloliink, a B csoportban nem fordulnak el6. Az RLCK VI_A2 és A3 kinazban ezeket az
aminosavakt elmutaltattuk hogy megvizsgalhassuk a ROP GTP-dz kotésben betdltott
szerepiiket. Az elmutaltatott aminosavakat bekeretezve jeloljiik. Ezek a motivumok a
jellegzetes aminosavaik utdn lettek elnevezve. Az Osszehasonlitott szekvencidkban a
hasonlé aminosavakat megegyez6 szinekkel jeloljiik.

b: Az RLCK VI A2 kindz aminosav szekvencidja, amelyen dupla alahuzassal jeloltiik a
kindz alegységet és a mutaciok pozicioit. Az A2 kinazra jellemz6 aminosavakat (betiijeleit
vastagon szedve jeldltiik) kicseréltiik azokra, amelyek a B tipust kindzok azonos pozicidira
jellemzéek (ezeket pedig a szekvencidk alatti sorokban jeloljiik). Az LP-IDE motivum
esetében az egész régiot kicseréltiik az RLCK VI _BS5 kindz megfeleld régidjara, amint azt
az éabra is jol szemlélteti. Tovabba az IDE motivumot 6nmagéban is modositottuk, ahogyan
azt az abran is jeloltiik.

Az elmutaltatott kinaz cDNS-eket Gateway LR rekombinacios technikaval (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) kloénoztuk a pGADT7 ¢éleszté két-hidrid vektor
Gateway tipusu atalakitott verziojaba (pDest-GADT7), amelyet az ABRC-t6l1 szerztiink be.
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Ezeket a mutdns kindzokat bakterialis rendszerben is megtermeltettiik és kifejeztettiik,
mégpedig ugy, hogy a PCR-ral amplifikalt mutans ¢cDNS klonokat a pET28 vektor
EcoRI/Xhol helyére konoztuk. Az Arabidopsis ROP1 GTP-az hasonloan készilt
konstitutivan aktiv (G15V) mutans formajat a pDest-GBKT?7 illetve pET26b vektorokba

épitettiik be. A mutagén primerek szekvenciai szintén a Fliggelékben szerepelnek.

4.3. Fehérje termeltetés és tisztitas baktériumbol

Bakterialis fehérje termeltetése €s tisztitasa, laboratoriumunk egyik korabbi
cikkjében részletezett modon tortént (Dorjgotov és mtsai. 2009). Elkészitett pET26b illetve
pET28a alapii plazmid konstrukcioinkat Escherichia coli Rosetta torzsébe (BL21 30
(DE3)/(pLysS); Novagen) transzformaltuk. A transzformaciot kovetéen a szilard
taptalajon, antibiotikum szelekcio mellett felnovo telepeket 20 ml LB tapoldatba (10 g/l
NaCl, 10 g/l Tripton, 5 g/l élesztd kivonat) oltottuk le, amelyet 37 °C -on, alland6 razatas
mellett (250 rpm) 12-14 oran keresztiil novesztettiik. Ezt kovetéen a 20 ml felnott
baktériumelegyet tizszeresére higitottuk ki LB tapoldattal, majd tovabbi 3-4 6ran keresztiil
novesztettilk 37 °C -on, dllando razatds melett. A fehérjék kifejezodését 1 mM Izopropil-
béta-d-thiogalaktopiranoziddal (IPTG) indukaltuk 2 oran keresztiil, 37 °C -on, allando
razatds mellett. A fehérjék kikotéséhez nikkel szefar6z oszlopot haszndltunk a gyarto
ajanlasainak megfeleléen (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA). A felhasznalt pufferek az
alabbiak voltak: koté puffer: 20 mM Tris-HCI pH=8.0, 200 mM NaCl, 5 mM imidazol;
moso puffer: 20 mM Tris-HCI pH=8.0, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,05 mM
Tween20; elucios puffer: 20m M Tris-HCI pH=8.0, 200 mM NaCl, 120 mM imidazol. Az
eludlt fehérjeoldatainkat CentriCon (10 illetve 30kD porusatmérd a GTP-4z illetve a kinaz
esetében) membransziird oszlopon (Millipore, Burlington, MA, USA) atfolyatva tizszeres
(BioRad, Hercules, CA, USA), tisztasagukat pedig SDS-poliakrilamid gélen (SDS-PAGE:
SDS-poliakrilamid gélelektroforézis) Coomassie Brilliant Blue festéssel ellendriztiik. Ezt
kovetden 1:1 térfogataranyban 96% glicerint (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk

mintdinkhoz és alaposan elkevertiik dket. A tisztitott fehérjéket -20 °C-on taroltuk.
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4.4. In vitro kinaz esszék

A fentickben részletezett modon, Esherichia coli sejtekbol tisztitott fehérje
mintakkal in vitro kinaz aktivitasi teszteket végeztiink, amelyet pontosan a mar korabban
leirtak alapjan végeztiik (Dorjgotov és mtsai. 2009). 17 ul kinaz reakcié pufferbe (20 mM
Tris-HCI pH=7,6; 5 mM MgCl,; 50 mM NaCl, 1 mM DTT; 10 uM ATP; 0,2 MBq [y-32P]
ATP ¢és 0,25 pg/ul mielin bazikus fehérje) belemértiink 1 pl (2 pmol) tisztitott kinazt és 2ul
(5 pmol) tisztitott kis GTP-koté fehérjét, majd az elegyet szobahdmérsékleten 30 percig
inkubaltuk. A reakciot 5 pl 5xSDS-mintafelvivé puffer hozzdadasaval allitottuk le. Ezt
kovetden fehérjemintainkat SDS-poliakrilamid gélen valasztottuk el, és Coomassie
Brilliant Blue festést, valamint a szaritast kovetéen autoradiogramot készitettiink. A
kiértékeléshez a Phosphorimager 445 SI berendezést (Molecular Dynamics) valamint az
ImageQuant 5 (Molecular Dynamics; www.mdyn.com) kiértékelo alkalmazasat

hasznaltuk.

4.5. Fehérje-fehérje kolcsonhatasok

Az élesztd két-hibrid rendszeren alapuld fehérje-fehérje kdlcsonhatasi kisérleteket a

Clontech Yeast Protocols Handbook cimii kézikonyvében leirt modon alkalmaztuk, amely

a http://www.takara.co.kr/file/manual/pdf/PT3024-1.pdf oldalon online is elérheté (utolsd

felkeresés 2018. 11. 04.). Kisérleteinkhez a Saccharomyces cerevisiae AH109
¢leszt6étorzset hasznaltuk. A kinazokat tartalmazo pDest-GADT7, valamint a ROP GTP-azt
tartalmazo pDest-GBKT7 konstrukciokkal végzett élesztd transzformaciot, a fentiekben
emlitett protokoll szerint, litium-acetdtot (LiAc) felhasznilo modszerrel végeztiik. A
transzformansokat megfeleldé aminosav hianyos taptalajokon tenyésztettilk, hogy a
transzformacios hatékonysagot, illetve a his3 (0-10 mM 3-amino-triazol jelenlétében)
¢és/vagy az ade riporter gének aktivalodasat nyomon kovethethessiik. A fehérje-fehérje
kolcsonhatasokat kettés (-Trp, -Leu), harmas (-Trp, -Leu, -His) és négyes (-Trp, -Leu, -
His, -Ade) szelekciot tartalmazo taptalajokon vizsgaltuk, amelyekben a triptofan és a
leucin hianyaban novekvo koloniak a két plazmid egyiittes jelenlétét, mig a hisztidin és az
adenin hianyaban is novekvok a ,,csali” és a ,,zsakmany” fehérje kolcsonhatasat jelzik.
Kisérleteinkben pozitiv kontrollként a RepA(Cl) pGAD424 ¢és ZmRB pGBT9

konstrukciot alkalmaztuk (Horvath és mtsai. 1998). Negativ kontrollként pedig az iires
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aktivacios alegységet (AD: activation domain) és koté alegységet (BD: binding domain)
tartalmazo vektorokat hasznaltuk.

Western blot analizissel bizonyitottuk be, hogy a transzformalt éleszt sejtek a
megfeleld fuzios fehérjéket termelik. Az elézéekben mar ismertetett modon, a
baktériumokban megtermeltetett és azokbol kitisztitott fehérjemintainkat (Dorjgotov és
mtsai.  2009)  molekulatomegiik  alapjan  szétvalasztottuk ~ SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE), majd az elvalasztott fehérjéinket polivinilén-difluorid
(PVDF) membranra (Millipore, Burlington, MA, USA) transzformaltuk at. A
transzformaciot  kovetéen a  membranokat fél  oran  keresztiil  blokkoltuk
szobahémérsékleten, 5% tejport és 0,05% Tween20-at tartalmazé TBS (25 mM Tris-HCI,
pH=8.0, 150 mM NaCl) blokkold pufferben. Elsédleges ellenanyagainkkal, amelyeket a
blokkolo oldatban 1 pg/ml-es koncentacioban oldottunk fel, 1 o6ran keresztiil,
szobahOmérsékleten kezeltiik a membranokat. A felhasznalt elsddleges ellenanyagok a
kovetkezok voltak: az ¢élesztdé GAL4 aktivacidos alegységéhez kapcsolt HA epitopot
felismerd, nyalban termeltetett Anti-HA ellenanyag, valamint a ROP GTP-azt felismerd,
nyulban termeltett Anti-Arabidopsis RAC3 poliklonalis ellenanyag, amelyeket a Sigma-—
Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégtdl szereztiink be. A kezelés utdn a membranokat 0,2%
Tweent tartalmazo TBS oldattal mostuk. A mosast kovetéen a memranjainkat Sszintén a
blokkold oldatban 5 ug/ml-es koncentacidban feloldott peroxidaz-kapcsolt, Anti-Rabbit Ig
G POD (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA) masodlagos ellenanyaggal kezeltiik,
szobahOmérsékleten 1 6ran keresztiil. A masodlagos ellenanyaggal valo kezelést kdvetden,
a membranokat ismét 0,2% Tweent tartalmazé TBS oldattal mostuk, majd a peroxidaz
szubsztratjat tartalmazé Lumi-Light Western Blotting Substrate (Roche, Bazel, Svajc)
hivooldattal kezeltikk, a jelet pedig rontgenfilmen (Kodak, Rochester, NY, USA)
rogzitettiik.

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok in  planta  kimutatisara Bimolekularis
Fluoreszcencia Komplementacios (BiFC: Bimolecular fluorescence complementation)
teszteket alkalmaztunk. BiFC kisérleteinket pollencsdvekben végeztiik, hiszen az altalunk
vizsgalni kivant ROP GTP-az fehérjérdl tudjuk, hogy az egyik legfontosabb funkcidja a
polaris sejtndvekedés szabalyozdsa. A pollenek rovid idé alatt képesek megfeleld
koriilmények kozott a csirazasra, ezért idealis valasztasnak tiintek kiilonb6z6 ROP GTP-az
mutansok in vivo vizsgalatdhoz. Az RLCK VI A3 kinazrol szintén irodalmi adatok alapjan
Jol ismert tény, hogy ez a kindz nagyon erésen expresszal pollenben (Jurca és mtsai. 2008),

igy egyértelmii volt, hogy ez a kisérleti rendszer alkalmas lehet a ROP GTP-4z és RLCK
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VI_A3-as kinaz in vivo kolcsonhatasanak vizsgalatara. Elméleti hatteriink mellett
gyakorlati alapokat nyujtottak a kutatocsoportunkban kordbban mar vizsgalt és sikeresen
publikalt ROP GTP-az mutansokkal végzett pollencsd kisérletek is (Fodor-Dunai és mtsai.
2011). A BIFC tesztek alapjat a dupla ORF-expresszalo (pDOE) vektor rendszer
szolgéaltatta, amelyet Gookin és Assmann (2014) fejlesztett ki és az ABRC tette szdmunkra
elérhetévé. Ez a rendszer lehetdvé teszi két vizsgalt fehérje ubiqutinlO promoterrel
szabalyozott parhuzamos expressziojat az mVenus sarga fluoreszcens fehérje N- és C-
terminalis régidihoz kapcsolva. Az eredeti vektor szintén tartalmaz egy kiilonallo
fluoreszcens fehérjét, az mTurquise-t, amely transzformacidés kontrollként mikodik a
rendszerben, ennek segitségével a fehérje-fehérje kolcsonhatasok  konnyebben

azonosithatdak lesznek (7. abra).

MCS2 MCS1 MCS3
{Mast [ p19/XT-mTq2[ MASpro | Pro:0 :l NmVen210 joCst ) Pro:Q :lcwnzw){ NOSt )
I I
Kpnl Nrul i |
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[ ! | | | | | n
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7. abra: A bimolekularis fluoreszcencia komplementacios kisérletek alapjat a pDOE
vektor rendszer jelenti. Ez a rendszer lehetové teszi két vizsgalt fehérje ubiqutinlQ
promoterrel szabalyozott parhuzamos expresszidjat az mVenus sarga fluoreszcens fehérje
N- és C-terminalis régidihoz kapcsolva. A vektor szintén tartalmaz egy kiilonalld
fluoreszcens fehérjét, az mTurquise-t, amely transzformacidés kontrollként mikodik a
rendszerben, azonban ez a fehérje mannopine-szintaz promoéter altal szabalyozott, amely
pollenben nem aktiv.

Az Agrobaktérium mannopine-szintaz (mas) promoter altal szabalyozott mTurquise
fehérjét, amely pollenben nem aktiv, kicseréltiik a vektorban egy olyan mCherry piros
fluoreszcens fehérjére, amelyet a pollen-specifikus paradicsom Lat52 promoter szabalyoz
(Twell és mtsai. 1990). Az mCherry fluoreszcens fehérjét kodolo DNS szekvenciat,
Phusion polimeraz segitségével, Xhol/Sacl fragmentként amplifikaltuk, amelyet aztdn a

pLat52:YFP-t hordoz6 pWEN240 vektor (Klahre ¢és mtsai. 2006) megfeleld helyére
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klonoztunk, ami a pLat52:mCherry-t eredményezte. A pLat52:mCherry kiméra gén ezt
kovetden EcoRI/Kpnl fragmentként mar atviheté a pDOE11 vektorba, ezzel helyettesitve a
pmas:mTurquise markert. Az igy elkésziilt pDOE11-mCherry plazmidot HindlI1/Kpnl
fragmentként a pWEN240 vektor megfeleld helyére klonoztuk hogy csokkentsiik a vektor
hatterét, igy létrehoztuk a pDOEI11mCTr vektort, amely mar alkalmas pollencsdvekben a
transzformacid hatékonysaganak ellendrzésére is. Ezt kovetden a kétféle fluoreszcens
fehérjét tartalmazd vektorokba klonoztuk a ROP1 CA GTP-azt és az A3 kinazt valamint
annak mutans valtozatait. A konstitutivan aktiv ROP1 GTP-d4z mutins format kodold
CDNS-t amplifikaltuk, amelyet a pDOE11mCTr vektor Ncol/Spel helyére klonoztunk. Ily
modon a ROP1 GTP-4z fehérjét fuzionaltattuk az mVenus sarga fluoreszcens fehérje N-
Extract) modszer felhasznalasaval lettek beillesztve a ROP1 CA GTP-azt mar tartalmazo
vektor Pmll helyére (Zhang és mtsai. 2012; 8. abra). A primerek a Fiiggelékben
megtalalhatéak. A ligaciés extraktot Esherichia coli JM109 torzsbdl allitottuk el
(Motohashi és mtsai. 2015). A fehérjék megfeleld fazidjanak kialakulasahoz a
konstrukcidinkat szekvenaltatassal teszteltiik. A modositott pDOE1ImCTr konstrukciok
génagyu segitségével, Wang és Jiang 2011-ben kozolt cikkjében szerepld génbelovési
protokoll szerint lettek bejuttatva dohany (Nicotiana tabacum) pollenekbe, amelyhez He
gaz hajtott PDS-1000/He részecske szallito rendszert (BioRad, Hercules, CA, USA)
hasznaltunk munkank soran (Kost és mtsai. 1998). A transzformaciot kovetéen a dohany
polleneket 28 °C-on, 4 6ran keresztiil inkubaltuk pollencsiraztato taptalajon (0,01% borsav,
1uM CaCly, ImM MgSO,4, 1ImM Ca(NOs)2, 10% szachardz, 0,25% phytagel).
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8. abra: Pollen transzformacios és pollencsé novekedési kisérleteinkhez felhasznalt
konstrukcié. A konstrukci6 a pDOE11l vektoron alapszik, amely lehet6vé teszi két
vizsgalt fehérje parhuzamos expresszidjat az mVenus sarga fluoreszcens fehérje N- és C-
terminalis régidihoz kapcsolva. Esetlinkben a vizsgalt fehérjék a konstitutivan aktiv ROP1
GTP-4z illetve a vad tipusi/mutans kindzok voltak. A vektor szintén tartalmaz egy
kiilonalldo fluoreszcens fehérjét, az mCherry-t, amely transzformaciés kontrollként
miikddik a rendszerben.

4.6. Mikroszkopia és pollencs6 novekedés

A Lat52:mCherry fehérjét expresszald pollencsoveket és novekedésiiket spinning
disc konfokalis mikroszkop (Visitron, Puchheim, Németorszag) segitségével kovettiik
nyomon BiFC kisérleteink soran. Ez a rendszer egyesit egy Olympus 1X-83 mikroszkop-
alaptl (Olympus, Hamburg, Németorszag) és egy Zyla 4.2 Plus sCMOS (Andor, Nyugat-
frorszag) dual kamera rendszert a Yokogawa CSU-WD konfokalis scan egységgel
(Yokogawa, Tokyo, Japan). A felhasznalt objektivek pedig a kovetkezok voltak: LUCPlan
FL 20x (szaraz, 0.45NA) és 40x (szdraz, 0.6NA). Az mCherry fluoreszcens fehérje
detektalasahoz 561 nm hullamhosszu 1ézert, LP565 nm dikroikus tiikrot és 582-636 nm
hulldmhossztartomanyl emisszios filtert hasznaltunk. Az mVenus fluoreszcens fehérje
detektalasahoz pedig 488 nm hullamhosszu 1ézert, LP565 nm dikroikus tiikrot és 582-636

nm hullimhossztartomanyu emisszios filtert alkalmaztunk. A képek készitésének folyaman
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a lézerek intenzitasa és a kamera expozicios beallitasai végig allandoak voltak. A pozitivan
transzformalt pollencsovek teljes hossziisagat, valamint dtmérdjiikket mértem le, a cstics

elotti 15 pm-es tavolsdgban. Kisérleteinket két ismétlésben végeztem el, konstrukcionként

pedig 15-20 db pollencsovet mértem le Imagel software (http://rsbweb.nih.gov/ij/)

segitségével.

4.7. Novényekkel végzett kisérletek

4.7.1. Novények nevelése

A munkank soran az rlckvl_a2 T-DNS inszerciés mutans vonalat hasznaltuk fel

(435H03 GABI KAT, Bielefeld University, Bielefeld, Németorszag https://www.gabi-

kat.de/; Kleinboelting és mtsai. 2012). A ndévényeket in vitro steril koriilmények kozott 8
Ora megvilagitds €s 16 ora sotét, vagy folyamatos fényben, sotét szakasz nélkiil 22 °C
allando homérséklet mellett neveltiik. A taptalaj mindkét esetben 2 MS volt 0,8% agar és
0,5% szahardz tartalommal (Koncz és mtsai. 1994). A magvakat 5% Domestosban torténd
feliileti sterilizalast kovetden egy €jszakan at 4 °C-on steril vizben hideg kezeltiik, és steril
taptalajra szélesztettiik.

A ndvényeket iiveghazban rovidnappalos koriilmények kozott neveltik 8 ora
megvilagitds 16 ora sotét periodus mellett, a nem kivant korai virdgzas elkeriilése végett
fold:vermiculit 10:1 aranyu keverékében. Hetente tapoldattal (Volldiinger Linz 1-3%)
ontoztilk. A megfeleld méret elérése utan, hosszinappalos koriilményeket alkalmazva 16

6ra megvilagitas és 8 ora sotét mellett, az Arabidopsis viragzatot majd termést hozott.

4.7.2. Arabidopsis Agrobaktérium kozvetitette genetikai transzformacidja

Az RLCK VI_A2 gén promotere altal szabalyozott, a kiilonb6z6 kindz mutédnsokat
kodold cDNS-eket Agrobaktérium kozvetitette genetikai transzformacioval juttattuk be az
rick vi_a2 mutans Arabidopsis vonalba. Ehhez a promoter szekvenciat az F12F24
pBleoBAC Arabidopsis genomi szekvenciabol (forras: Arabidopsis Biological Resource

Center; http://www.Arabidopsis.org/) nyertik. Szekvencia informaciok alapjan

azonositottuk és izolaltuk a BAC klon 10410 bp hosszisagu Pstl fragmentjét, ami a teljes
At2G18890 (RLCK VI_A2) gént tartalmazza. A pBSK vektorba (Agilent Technologies
Stratagene Products Division 11011 North Torrey Pines Road La Jolla, CA 92037, USA)
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klonoztuk. Innen a promotert és a kodolod régio kezdeti szakaszat az elsd intronnal egyiitt
hordoz6 3024 bp HindIII-Xbal szakaszt tovabb klonoztuk a binaris pORE-O3 (Coutu és
mtsai. 2007) Agrobaktérium vektorba. A kodold régiot a pET28 vektorba klonozott
kiilonboz6 kindz mutans szekvencidk Xbal-Notl (784 bp) régidjaval egészitettik ki. A
kindz gén promoterét, elsO intronjat, és a teljes vad tipusu illetve mutans kindz ¢cDNS-t
hordozod vektor molekulat a 9. abra mutatja be. A vektor molekulat elektroporacioval
juttattuk be az Agrobaktérium (GV3101; pMP90) sejtekbe (Wise és mtsai. 2006).

Maga a novény transzformacié a kovetkez6 modon tortént. A 4-6 hetes virdgzo
Arabidopsis novényeket 5% szahardz, 0.01% Silwet L77 tartalmu Agrobaktérium oldatba
meritettiik, majd egy €éjszakan at lefedve taroltuk (Clough és mtsai. 1998). Ezt a 1épést 7-10
nap mulva Ujra megismételtik a kozben megjelend 0j viragokkal, a transzformacio
hatékonysaganak novelése céljabol. Ezt kovetden hagytuk a ndvényeket elvirdgozni, majd
az érett magokat begylijtottiik a traszformansok tovabbi szelekcidja céljabol.

4.7.3. Transzformalt névények antibiotikum szelekcidja

Kisérleteink soran, a feliileti csiramentesitett magokat 2 MS 0.8% agar tartalmt
médiumon Hygromicin (20 mg/l) jelenlétében csiraztattuk. Az antibiotikum rezisztens
novényegyedek megjelenéséig 22 °C-on 8 d6ra megvilagitasra helyeztiikk névényneveld
helységbe a Petri-csészéket, majd az liveghazba valo kiiiltetést kovetden, az érett magokat

papirzacskoban fogtuk fel.
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9. abra: Az Agrobaktérium-Kkozvetitett transzformaciohoz hasznalt vektor molekula
felépitése. A vektor a pORE-O3 plazmidon alapszik, amely a jobb és bal oldali hatar
szekvenciak (RB és LB T-DNA repeat) kozott tartalmaz egy novényi szelekciot biztosito
foszfinotricin herbicid rezisztencia gént (PAT), amelyet egy konstitutiv kifejezodést
biztositd promoéter hajt (enTCUP2; Coutu és mtsai. 2007), valamint az At2G18890 (rlck
vi_a2) génnek promoterét és az elsé intront kovetd Xbal helyig tartd kodolo régiot
tartalmazo genomikus DNS szakaszt (genomic part) valamint az ehhez kapcsolt cDNS
részt (cDNA part).

4.7.4. A transzformalt n6vények utédvonalainak hasadasi tesztje

Az egyes Kkiszelektalt transzgenikus vonalakba beépiilt T-DNS inszerciok szamanak
meghatarozasdhoz a kovetkezd generdcid ndvény egyedeit hasadési tesztnek vetettiik ala.
A sterilizalast kovetéen a magokat 2 MS, 0,8% agar, 0,5% szahardzt tartalmazé
taptalajokra szélesztettiik (Koncz ¢és mtsai. 1994), amelyek 20 mg/l Hygromicin
antibiotikumot is tartalmaztak. A Petri-csészékre kiszélesztett magokat novényneveld
helységben, 8 6ra megvilagitds mellett, 22 °C-on csiraztattuk. Az antibiotikum rezisztens
egyedek megjelenését kovetden kivalasztottuk a megfelelé hasaddsi ardnyokat mutatd
vonalakat (75%-a a novényeknek rezisztens €s 25%-a érzékeny az antibiotikumra),

amelyekkel hipokotil novekedési kisérleteket végeztiink.
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4.7.5. A hipokotil hosszisag mérés paraméterei

A megfeleld hasadasi aranyokat mutat6 utdédvonalak magvait 2 MS, 0,5% szahar6z
¢s 0,8% agart tartalmazé téptalajon, 5 napon keresztiil, allandé 22 °C-os hémérséklet
mellett, 40pEinstein fényintnzitasu folyamatos vords fényben csirdztattuk. Ezt kdvetden, a
kicsirazott novényeket egyenként 0,8% agart tartalmazé taptalajra fektettiik ki és 600dpi
felbontasban  szkenneltik O6ket. A  hipokotil hosszmérést Image] szoftver

(http://rsbweb.nih.gov/ij/) segitségével, a ,segmented line” eszk6éz felhasznalasaval

végeztik, a primer mérési eredményeket pixelben kaptuk, amelyet milliméterpapir
segitségével szamoltunk 4t milliméterbe. A pixel adatokat Excelbe exportaltuk ahol a
megfeleld aranyszam segitségével milliméterré transzformaltuk, 4tlagot szamoltunk és a

statisztikai analiziseket végeztiik (Student t-teszt.)

4.8. Az eredmények statisztikai analizise

Kisérleteink mindegyikét egymastol fliggetleniil, legaldbb harom ismétlésben
elvégeztiik, beleértve az ¢lesztd transzformacios ¢€s szelekcios kisérleteket, a fehérje
tisztitasokat és a velliik elvégzett kindz esszéket, tovabbad a plazmid konstrukciok
eloallitasat és ezek génagyuval torténd transzformaciojat dohany pollencsovekbe.

A pollencsé atméré és hosszlisag vizsgalatok értékelésénél az SPSS szoftver
segitségével post hoc ANOVA Duncan teszt analizist végeztiink. A hipokotil hossz

mérések sordn a statisztikai analizishez hasznalt modszer a Student t-teszt volt.
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5. Eredmények
5.1. Az RLCK kinazok ROP GTP-az koté képességét potencialisan befolyasolé

aminosav szekvencia motivumok azonositasa

Az RLCK VI szamt csaladjanak 14 tagja van, amelyek kinaz alegységiik alapjan
két csoportba sorolhatoak (Jurca és mtsai. 2008). Eleszté két-hibrid kolesonhatasi matrix
segitségével korabban kimutattuk, hogy mig az A csoport tagjai kdlcsonhatnak a ROP
GTP-azokkal, addig a B csoport tagjai nem hatnak kdleson a GTP-az fehérjékkel, anélkiil
is aktivak (Dorjgotov és mtsai. 2009). Tobb névényfaj esetében is sikeriilt az RLCK VI_A
csoportba tartozo kinazt azonositani, mint példaul a Medicago, Arabidopsis és Hordeum
esetében is (Dorjgotov és mtsai. 2009; Huesmann és mtsai. 2012; Reiner és mtsai. 2014).
Ezeknek a kinazoknak az egyébként alig detektalhatd in vitro fehérje foszforilacios
aktivitasa jelentdsen megemelkedett GTP-kotott ROP GTP-azok jelenlétében (Dorjgotov
¢s mtsai. 2009; Huesmann és mtsai. 2012; Reiner és mtsai. 2014; Fehér és Lajko 2015).

A hét ROP GTP-az aktivalt RLCK VI_A kinaz els6dleges aminosav szekvenciait
Osszehasonlitottuk a hét ROP GTP-az fliggetlen B-tipusii kinaz szekvenciaival. Ennek
eredményeként azonositottunk néhany olyan aminosav motivumot, amelyek
karakterisztikusan eltérnek a két csoport tagjai kozott (6a abra). Ezeket a motivumokat
jellegzetes aminosavaikrol neveztiik el. Ezek a motivumok a kinaz alegységben elszortan
talalhatbak meg (6b abra). A JDet softver (Muth ¢és mtsai. 2012) segitségével
bebizonyitottuk, hogy a kivalasztott motivumok atfedést mutatnak az un. potencialis
specificitas meghatarozé poziciokkal (specificity-determining positions, SDP; 10. abra). A
specifitas meghatarozo poziciokban olyan aminosavak talalhatéak, melyek fontos szerepet
jatszanak a fehérje funkcidjaban, beleértve a mas fehérjékkel vald kapcsolddast, ezért

evolicidsan konzervalodtak (Chakraborty és Chakrabarti 2015).
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10. abra: Az Arabidopsis RLCK_VI Kkinaz csalad tagjainak szekvencialis
osszehasonlitasa JDet szoftver (Muth és mtsai. 2012) segitségével. A programcsomag
harom kiilonb6z6 megkozelitést alkalmaz (XDet, Entropia-alapt és 3Det) az SDP-k és az
alcsaladok meghatarozasara. A z6ld pontok az SDP-ket jelolik, mig a piros pontok jelzik a
a harom kiilonbozé modszer altal egybehangzdan azonositott SDP-k poziciojat. Az
eredmények f0lott jelolt vonalak és nevek az altalunk vizsgalt motivumokat jelzik.
Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az RLCK VI A csoport tagjai egyetlen
alcsaladba sorolhatoak be, mig az RLCK VI B csoport képviseldi harom kiilonb6zd
alcsaladot alkotnak, amelyeket egymastol vonalakkal elvalasztva jeldltiink.
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5.2. Az RLCK VI_A csoportra jellemzé6 ROP GTP-iz kioté motivumok mutacids

analizise

Annak érdekében, hogy bebizonyithassuk, hogy az RLCK VI A2 kinazban
azonositott szekvencia motivumoknak szerepe van a ROP GTP-az kotésben, ezeket a
motivumokat egyenként vagy csoportosan elmutaltattuk. Az A csoportra jellemzo
aminosav motivumokat (6a abra) kicseréltiik olyan aminosavakra, amelyek a B tipusu
kinazokra jellemzdek. Mivel a B tipusu kinazok konstitutivan aktiv kindzok (Dorjgotov és
mtsai. 2009), feltételeztiik, hogy az ilyen tipust valtozasok kozvetleniil kapcsolhatdak a
ROP GTP-4z kotd képességhez. A mutans kindzokat kodold ¢cDNS klonokat a GAL4
aktivacios alegységéhez kapcsoltuk, mig a GAL4 DNS-kotd alegységét a konstitutivan
aktiv Arabidopsis ROP1 GTP-az fehérjével (ROP1 CA) fuzionaltuk. Eleszté két-hibrid
kolcsonhatasi matrix segitségével teszteltiik a fehérje-fehérje kdlesonhatasok kialakulasat a
mutans kinazok és a ROP1 CA GTP-az fehérje kozott (11A. abra). A kdlesdnhatasok
stabilitisanak mértékét kiilonboz6 erésségii szelekcids taptalajok (0, 1, 3, 10 mM 3-amino-
1,2,4-triazol, 3-AT) felhasznalasaval ellenériztiik. 10 mM 3AT jelenlétében, egy mutacid
kivételével (amit Y A-ként jeloltiink), mindegyik mutans megakadalyozta az ¢leszto telepek
novekedését, jelezve ezzel, hogy a muticiok nagymértékben gyengitették vagy
meggatoltak a kindzok ROP GTP-az koto képességét. 3-AT hidnyaban pedig a G mutans
esetében erds élesztd telepnovekedést, mig az LP-IDE mutécio esetén az ¢€lesztd telepek
gyengébb novekedését tapasztaltuk. Ezért megallapithatd, hogy a tobbi mutans kinazzal
(HV, LS, RR, IDE) ellentétben ezek a mutaciok csak gyengitették, de nem sziintették meg
a vizsgalt fehérjék kolcsonhatésat.

A fenti megfigyelések alatamasztasa érdekében elvégeztiink in vitro kinaz aktivitas
esszéket is. Ehhez az RLCK VI A2 kinaz 6xHIS jelolt mutans fehérjét Eserichia coli
sejtekben megtermeltettiik majd kitisztitottuk. A 11B abra mutatja be az RLCK VI_A2
kinaz auto-foszforilacios aktivitasat, az Arabidopsis ROP1 CA GTP-az fehérje jelenlétében
¢s hianyaban, amelyet szintén a kindzhoz hasonlé modon allitottunk elé. Az RLCK VI_A2
G kindz mutans a vad tipust kinazhoz hasonldéan viselkedett. A tovabbi hat mutans
kinazbol harom elvesztette ROP-fliggd auto-foszforilacios aktivitasat (YA, HV, IDE), mig
a fennmaradé masik hidrom kindz mutans (LS, RR, LP-IDE) bizonyos szintii auto-
foszforilacios aktivitast mutatott ROP GTP-az fehérje jelenlétében és hianyaban egyarant

(11B abra). Ezek az eredmények megerdsitik, hogy az altalunk azonositott aminosav
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motivumok, egy kivétellel, fontos szerepet jatszanak a ROP GTP-az kotésben, és néhany

koziiliik fontos lehet a kinaz aktivitdis ROP GTP-4z fliggd szabalyozasaban is.

A RLCK VI_A2 RLCK VI_A2
YA HV G LP-IDE WT LS RR IDE - YA HV GﬁLﬁlgEWT LS RR IDE -

.OOOOOﬂol

YA HV G LP-IDE WT LS RR |IDE -
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11. abra: Az RLCK VI _A2 kinaz valamint mutiansainak kolcsonhatasa és aktivacigja
a konstitutivan aktiv ROP1 CA GTP-az fehérjével.

A: Eleszté két-hibrid fehérje-fehérje kolesonhatas vizsgalata. A 6. dbran mar részletezett
kindz mutansokat és a vad tipust kinazt a GAL4 aktivacios doménjéhez fuzionaltattuk,
mig a ROP1 CA GTP-az fehérjét a GAL4 DNS-koté alegységéhez fuzionaltattuk, majd
¢lesztdben megtermeltettiik dket. A —leu és —trp téptalajon ndovekvd telepek a
transzformacié sikerességét igazoljak, a ndvekvd szelekcidos nyomas pedig a kdlesonhatés
erdsségét jeloli (-leu-trp-his; -leu-trp-hist5mM 3AT; -leu-trp-his-ade). Az iires pGADT7
¢s pGBKT?7 vektorokat pedig kontrollként alkalmaztuk (-).

B: Az RLCK VI A2 kinaz és mutésainak autofoszforilacios aktivitdsa aktiv ROP GTP-4z
jelenlétében (+) és hianyaban (-). Fels6 sorban a kinaz aktivitas autoradiogramja (p32), az
also sorban pedig a Coomassie Briliant Blue-val (CBB) megfestett és poliakrilamid gélen
futtatott fehérjék lathatoak. A ROP GTP-az k6td motivumok jelenléte befolyasolja az
RLCK VI _A3 kindz szubsztrat foszforilacios aktivitasat.

5.3. A ROP GTP-az -koté motivumok jelenléte befolyasolja az RLCK VI_A3 kinaz

szubsztrat foszforilacios aktivitasat.

Az RLCK VI A2 kinaz alacsony affinitassal foszforildlja a mesterséges mielin
bazikus fehérje szubsztratot. Az RLCK VI A3 kinaz viszont hatékonyan foszforilalja ezt a
szubsztratot (Reiner és mtsai. 2014), ezért ebben a kinazban is 1étrehoztuk néhany fentebb
leirt mutaciot. Ezek a mutaciok az A2 mutansokhoz hasonldan, a konzervalt HV, LS és RR

aminosav motivumokat valtoztattak meg (6. abra). Ezeket a mutaciokat azért valasztottuk
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ki, mert az A2 kinaz esetében a ROP GTP-az kot6 képesség elvesztését eredményezték,
viszont a kindz aktivitdsra nézve kiilonboz6 hatasaik voltak (11B é&bra). Mindharom
mutaci6 megakadalyozta az RLCK VI A3 kindz kotédését az aktiv ROP GTP-az
fehérjéhez (12A ébra). Az RLCK VI A3 kinaz rendelkezik mielin bazikus fehérje
foszforilacios aktivitassal, amely ROP1 CA GTP-az jelenlétében tovabb fokozodik (12B
abra). A HV mutécio esetében elveszett az A3 kindz mielin bazikus fehérje foszforilacios
aktivitasa, mig az LS és RR motivumok mutédciéja ROP GTP-4az fiiggetlen kindz aktivitast
eredményezett (12B abra). Ezek az eredmények Osszecsengnek az RLCK VI A2 kinaz
mutansok auto-foszforilacios aktivitasanak mintazataval. Az 6sszes RLCK VI A3 mutans
forma erds auto-foszforilacios aktivitast mutatott, amely elfedte a feltételezheté ROP GTP-

az fliggd auto-foszforilacios kiillonbségeket.
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12. abra: Az RLCK VI_A3 kindz valamint mutansainak kolcsonhatasa és aktivacioja
a konstitutivan aktiv ROP1 CA GTP-az fehérjével.

A: Elesztd két-hibrid fehérje-fehérje kolesonhatas vizsgalata. A kindz mutansokat (HV,
LS, RR) és a vad tipust kinazt (WT) a GAL4 aktivacidos doménjéhez fizionaltattuk, mig a
ROP1 CA GTP-az fehérjét a GAL4 DNS-kot alegységéhez fuzionaltattuk, majd
¢lesztében megtermeltettiik Oket. A —leu és —trp téaptalajon ndvekvd telepek a
transzformacio sikerességét igazoljak, a -leu-trp-hist1mM 3AT szelekcios taptalajon
novekvo telepek pedig az aktiv ROP GTP-4az fehérjével valo kolcsonhatast jelolik. Az iires
PGADT?7 és pGBKT7 vektorokat pedig kontrollként alkalmaztuk (-).

B: Az RLCK VI A3 kindz és mutdsainak mielin bazikus fehérje (MyBP) foszforilacios
aktivitdsa aktiv ROP GTP-az jelenlétében (+) és hidnydban (-). Felsé sorban a kinaz
aktivitas autoradiogramja (p*?), az als6 sorban pedig a Coomassie Briliant Blue-val (CBB)
megfestett és poliakrilamid gélen futtatott fehérjék lathatéak. M: molekulatomeg marker,
H20: kindzt nem tartalmazé kotroll.
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5.4. Az azonositott aminosav motivumok kozosen alakitjak ki a kinazok ROP GTP-az

koto felszinét

Bar az RLCK VI kinazok 3D térszerkezete jelenleg még ismeretlen, 1étre hoztunk
egy elméleti modellt a Brasszinoszteroid Inszenzitivl-asszociadlt Receptor Kinazl fehérje
(BAK1, amelynek a fehérje adatbank azonositdja: 3ulz) kindz alegységének
kristalyszerkezete alapjan. A 13. 4dbra az RLCK VI A2 kindz 3D modelljén az
elmutaltatott aminosav eloszlasat abrazolja. A ROP GTP-daz kotésben részt vevd
aminosavak tobbsége egy kozos felszint képez a kinazok szubsztratkotd zsebe felett. Az
egyetlen RLCK VI_A specifikus motivum (Y'A), amelyrél kimutattuk, hogy befolyasolja a
kinaz aktivitasat, ugyanakkor a ROP GTP-az kotésben nem vesz részt (11. abra), ezen a

région kiviil helyezkedik el.

P221 RI189

13. abra: Az RLCK VI_A2 kinaz 3D prediktalt szerkezeti modellje. Az RLCK VI_A
¢és B kinaz csoportok kozott jellegzetesen eltérd aminosavakat (6. dbra) nyilakkal jeloltiik.
A kiilonb6zé motivumokat kiilonb6z6é szinekkel jeloltiik: YA: magenta, LS: piros, HV:
z6ld, RR: fehér, G: kék, LP-IDE: sarga.

Az RLCK VI_B5 kindz doménjének egy részét, amely a ROP GTP-4z kotéshez
sziikséges motivumokat is tartalmazza, PCR technikédval kicseréltiik az RLCK VI_A2
kindz megfeleld régiojara (14a abra). Ezt kovetéen a kiméra kinaz ROP GTP-az
kolcsonhatd képességét teszteltiik éleszté két-hibrid rendszerben, ahol azt tapasztaltuk,
hogy a mutaciot kovetden a kinaz nem volt képes kotni a ROP1 CA GTP-az fehérjét (14b

abra). Ennek magyarazata az lehet, hogy a kiméra kinaz vagy nem tudja felvenni a ROP
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GTP-az kotéséhez sziikséges térszerkezetet, vagy pedig az altalunk vizsgalt motivumok

megléte sziikséges, de nem elégséges a ROP GTP-4z kotés kialakitasahoz.

RLCK VI_B5_ A2 chimera SRFGSEU'QSPLSPE‘IGSNNIPEELEGLHBRYSSTCRLFTYEEVLSITSNEASENLVGEGGNS\VYRGDL
RLCK VI_BS5 SRFGSELMQSPLSPFIGSNNIPEELEGLHERYSSTCRLFTYEEVLSITSNEASENLVGEGGNSYVYRGDL)

440 I-S 4:0 HV 460 4’7
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RLCK VI_BS5 E} AVK Il S 4RE ¥YDYL
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RLCK VI_B5_A2 chimera DLN D IRSSBVLL DDFEP ISDFGI A% L
RLCK VI_B5 THDPE RSSKNVLLASDFEP() SDE‘G AS

RLCK VI_B5_A2 chimera SI G: LAPE AFCV LLELISGRRPI(VDCSRGQESLVLhANPILDSG
RLCK VI_BS Q4LAPE IAFCVELLELISGRRPICVDQSRGQESLVLWANPILDSG
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B5_A2 B5_A2
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14. abra: Az RLCK VI_A2 kinaz ROP GTP-az koté motivumot hordozé régidéjanak
jelenléte az RLCK VI_BS kinazban nem elégséges a ROP1 CA GTP-az koté képesség
kialakulészihoz A mar korébban Vizsgélt VI A2 -es kinaz ROP GTP-4z k6tdé motivumot is
a: Az abran a teljes hosszusagu RLCK VI _BS5 kinaz és az RLCK VI B5 A2 kiméra
fehérje szekvencia 0Osszehasonlitdsa lathatd. Az altalunk vizsgalt ROP GTP-4z kotd
motivumok helyét a karakterisztikus aminosavakra jellemzd betlikddokkal jeloltik a
szekvencia folott.

b: Az RLCK VI B5 A2 kiméra fehérje kolesonhatd képességét a ROP1 CA GTP-az
fehérjével élesztd két-hibrid kisérlettel teszteltiik le. Pozitiv és negativ kontrollként a teljes
hosszusagu vad tipusit RLCK VI_A2 és VI_B5 kinazokat hasznaltuk. A kKinazokat a GAL4
aktivacios doménjéhez fuzionaltattuk, mig a ROP1 CA GTP-az fehérjét a GAL4 DNS-kotd
alegységéhez fuzionaltattuk. A -leu-trp téptalajon novekvo élesztd telepek igazoljék a két
telepek pedig a fehérje-fehérje kolcsonhatast blZOHyltJak. Negatlv kontrollként az iires
pGADT7 és pGBKT?7 vektorokat hasznaltuk.
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5.5. A ROP GTP-az kotoé motivumokat tartalmazo kinazok evoliciosan konzervaltak

a szarazfoldi novényekben

Medicago (Dorjgotov és mtsai. 2009), Arabidopsis (Molendijk és mtsai. 2008;
Dorjgotov és mtsai. 2009; Reiner és mtsai. 2014) és Hordeum (Hoefle és mtsai. 2011)
fajokban is sikeriilt kisérletesen bebizonyitani a ROP GTP-az aktivalt RLCK VI A
kinazok jelenlétét. In silico analizissel kerestiik a valaszt arra, hogy az altalunk vizsgalt
ROP GTP-az koté motivumok mennyire konzervaltak ebben a kinaz csaladban. Pattern Hit
Initiated BLAST technikaval kerestiink olyan Arabidopsis RLCK VI_A3 kinaz
szekvencidkhoz hasonld kindzokat a kiilonb6z6 taxonokba tartozd6 noveényekben,
melyeknek a teljes genom szekvenciaja ismert, mint példaul a Chlamydomonas reinhardtii,
Physcomitrella patens, Marchantia polymorpha, Selaginella moellendorffii és Oryza
sativa. A vizsgalatokhoz az Arabidopsis RLCK VI A3 kinaz HV jelii ROP GTP-az
kotésben szerepet jatszo aminosav motivumat hasznaltuk mintaként. Bar kisérleteinkhez
csak a HV motivumot hasznaltuk fel mintaként, az azonositott Pyscomitrella, Marchantia,
Selaginella és Oryza kinazok szekvenciai tartalmaztak a tobbi Arabidopsis RLCK VI_A
kinaz csoportra jellemz6 ROP GTP-az k6té motivumot is (15. abra). A Chlamydomonas
genomban azonban nem talaltunk hasonld kinaz szekvenciakat. Ez alapjan elmondhatjuk,
hogy ez a kinaz csalad a szarazfoldi novények (Embryophyta) korai evolicidja soran

jelenhetett meg.
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Chlamydomonas MONE  ssssssss  isssssss  sssssssssssss: isssss.  sssses  ssssssssssssssssssssssssasss  sssessss

Marchantia MPgilS57101256 RGL CPRRI GLARW v
PPgi1168004812 KGL CGRRI GLSKI IV

; PPgil68001575 RGL CGRRI GLSKJ RV
Physcomitrella & o 31168033866 KoL CQRRI GLSK v
SMgi302780083 RGL CPRRI GLAKY IV
SMgi302781124 RGL CPRRI GLAK¥ Iv

Selaginella SMgi302762138 RGL CRRRI GLAKI I3
SMgi302820734 RGL CRRRI GLAKY IV
08gi218195731 RGL CBRRY GLARV I
05gil15461022 RGL CARRI GLARV I3
08gill5469666 RGL CGRRI GLAKY IY
08gil125556587 RGL CGRRI GLAKY IX
08gi125598337 RGL CQRRI GLAKY IV
08gil116305649 RGL CARRI GLAR¥W IY

Oryza 08gi38343967 RGL CARRI GLAR¥ IV
08gil115475547 RGL CRHERI GLAKV IV
08gi218200767 V RGL CRHRI GLAKW I3
08gi52075934 V EGL CHRRI GLARW I
0Sgil115469392 V EGL CHRRI GLAKI I
0Sgi218198701 v EGL CHRRI GLAK I

P v EGL CHRRI GLAK¥ I

ATS5G57670 v RGL CNHRI GLAKRW T

AT2G18890 EV KGL CGRRI GLARWI IV

Arabidopsis ATSG65530 EV DGL CPRRI GLAKJ IV
AT5G10520 EV DGL CPRRI GLAKV IV

ATS5G35960 EV EGL CHRRI GLAKWI Iv

YA G RR |

15. abra: Az altalunk vizsgalt kinaz motivumok osszehasonlitisa a Kkiilonb6zo
taxonokba tartozo olyan novényfajokban, amelyeknek a teljes genomszekvenciajat
ismerjiik. Pattern Hit Initiated BLAST technika segitségével kerestiink olyan Arabidopsis
thaliana RLCK VI A3 (At5g65530) kinazhoz hasonlo homologokat, amelyek szintén
rendelkeznek a GXXXHXXH aminosav mintazattal (az x barmilyen aminosavat jelolhet).
A varhat6 értéket 0.01-re, a PHI-BLAST kiiszobértékét pedig 0.005-re allitottuk be. A
szekvencia 6sszehasonlitdsok ClustalW algoritmus alapjan késziiltek (Thompson €s mtsai.
1994). Kizéarolag a jelenlegi kisérleteinkhez sziikséges régiokat mutatjuk be abrankon.

5.6. Az RLCK VI _A3 kinaz és a ROP1 GTP-az kolcsonhatasa in planta és az RLCK

VI_A3 kinaz pollencs6 novekedésre gyakorolt hatasa

Az RLCK VI A3 kinaz illetve annak mutans fehérjéi és a konstitutivan aktiv ROP1
GTP-az fehérje kozotti in vivo kolcsonhatasok meghatarozasara a bimolekularis
fluoreszcencia komplementacids (BiFC) esszét alkalmaztuk. A kinazokat (vad tipus, HV,
RR ¢és LS mutansok), valamint a ROP1 CA GTP-azt kodoldo cDNS-eket a sarga
fluoreszcens fehérje (mVenus) N- illetve C-terminalis régioit kodolo ¢cDNS szakaszaihoz
fuziondltattuk egy megfeleld génexpresszios vektorban (lasd: Anyagok és modszerek).
Mindkét fehérje szintjét az Arabidopsis ubiquitinl0 promoéter szabalyozza a vektorban,
biztositva ezzel a hasonld koexpresszios szintet. A vektor szintén hordozza az mCherry
voros fluoreszcens fehérje génjét, hogy a pozitivan transzformalt pollencsévek kdnnyen
azonosithatoak legyenek. Ez a marker fehérje a Lat52 pollenspecifikus promoter iranyitasa
alatt all (8. abra). Konstrukcidinkat génagyu segitségével jutattuk be dohany pollenekbe. In
Vvitro csiraztatast kovetden a transzfektalt pollencsdoveket az mCherry fluoreszcens fehérje
expresszidja alapjan fluoreszcencia mikroszkdppal azonositottuk és megvizsgaltuk, hogy

mutatnak-e a helyreallt mVenus fehérjére jellemzd sarga fluoreszcencia jelet is. A kinaz
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aktivitasi tesztek, valamint az in vivo és éleszt6 két-hibrid kisérleti adatok eredményeivel
Osszhangban elmondhatd, hogy pollencsében is csak a vad tipusit RLCK VI A3 kindz volt
képes kolcsonhatni az aktiv ROP1 GTP-az fehérjével, mig a tobbi, ROP GTP-4z koétésben
hibas mutans kinaz (HV, RR, LS) nem volt képes erre, hiszen csak a vad tipusu kinaz

esetében kaptunk sarga fluoreszcens jelet a transzfektalt pollen csovekben (16. dbra).

() Brightfield

Venus(N):ROP1CA

RLCK VI_A3:Venus

mCherry

16. abra: Az RLCK VI_A3 kinaz variansok és a konstitutivan aktiv ROP1 CA GTP-
az fehérje kolcsonhatas in vivo tesztje Nicotiana tabacum pollencsovekben. A
transzformalt dohany pollencsdvek konfokalis mikroszkroszképos képeit mutatjuk be fenti
abrankon. A transzformaciohoz felhasznalt konstrukcidoink mindegyike tartalmazta a
Lat52:mCherry kiméra gént, igy vords fluoreszcencidjuknak koészonhetben a pozitivan
transzformalt pollencsovek konnyebben azonosithatoak voltak. A ROP1 CA GTP-az
fehérjét az mVenus fluoreszcens fehérje N-termindlis részéhez, mig a vad tipustt (WT) és
mutans (HV, LS, RR) RLCK VI A3 kinazokat az mVenus C-terminalis szekvencidjahoz
fuzionaltattuk. A bimolekularis fluoreszcencia komplementacioval bebizonyitottuk, hogy
csak a vad tipusu VI A3-as kinaz képes kolcsonhatni a ROP GTP-4zzal, mig a HV, LS és
RR mutans formak nem képesek erre, ugyanis csak a vad tipus esetében tapasztaltunk
sarga MVENUS fluoreszcencia jelet, amely a kolcsonhatast igazolja. Negativ kontrollként
(-) a kinaz gént nem tartalmazo vektort hasznaltuk. A fehér nyilak a pollencsdvek csucsait
jelolik. Mérce: 30 um.



Az Arabidopsis RLCK VI A3 kinaz ROP GTP-az jelenlétében megndvekedett in
vitro fehérje foszforilaciés aktivitast mutat (Reiner és mtsai. 2014), valamint erds
pollenspecifikus expresszié jellemzi (Jurca és mtsai. 2008). Ezek alapjan Ggy dontottiink,
hogy megvizsgaljuk a vad tipusa VI_A3 kindz és ROP GTP-az kotésben hibas mutans
formainak hatasat a pollencsdvek novekedésére és polaritasara nézve, konstitutivan aktiv
ROP1 GTP-az fehérje jelenlétében és hianyaban is (16. abra). Konstrukcioinkat génagyu
segitségével jutattuk be dohany pollenekbe, majd az in vitro csiraztatast kovetden a
pollencsévek szubapikalis régidjanak atmérdjét és a pollen csovek teljes hosszisagat
mértiik az mCherry vorés marker fehérjét szintén expresszald, pozitivan transzformalt
pollencsovekben. In vivo kisérletes eredményeink alapjan elmondhato, hogy a ROP1 CA
GTP-4z fehérje tranziens kifejeztetése az irodalmi eredményekkel 6sszhangban nagyon
rovid, a cstcsnal ballon-szeriien kiszélesed6é pollencséesucs fenotipust, azaz polaritas
vesztést eredményezett. Ezt a rovid, ballon-szerlien kiszélesedd pollencsd fenotipust pedig
nem befolyasolta szignifikins modon a ROP1 CA GTP-az mellett parhuzamosan
tultermeltetett A3 kindz, illetve annak egyik vizsgalt mutans formaja sem (16. abra;
17/a,b,c. dbra). Mikor a kindzt, illetve annak mutansait 6nmagukban, a ROP1 CA GTP-4z
nélkiil termeltettiik tul, a pollencsovek hosszusdganak tekintetében tapasztaltunk
nagymértéki rovidiilést, mig a ballon-szerii kiszélesedés, vagyis a polaritas elvesztés nem
volt megfigyelhetd ezeknél a pollencséveknél (17/d. abra). A konstitutivan aktiv kinaz (LS,
RR) mutansok tultermeltetése, a vad tipusi A3 kinazhoz képest szignifikansan kisebb
hatast gyakoroltak a pollencsévek hosszusaganak lerovidiilésére. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy a kindzok hatdsa a pollencsé ndvekedésére részben fiigg, a ROP GTP-

azokkal valo kolcsonhatasi képességiiktol.
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17. abra: Az RLCK_VI_A3 kinaz illetve mutansainak hatasa a pollencsé atmérdjére
és polaritaisaira ROP1 CA GTP-az jelenlétében (a, b) és hianyaban (c, d).
Konstrukcionként 20 transzformalt pollencsé csucsi atméréjét (a, c¢), valamint teljes
hosszusagukat mértiik le (b, d). Az &tmérdket azonos ponton, a pollencsd végétol, 15um-es
tavolsidgban mértilk minden pollencsé esetében. Abrankon atlagot és szoras értékeket
jeloltiink. Az egyvaltozods variancia-analizis (ANOVA) és Duncan tobbszords rang tesztje
alapjan a kiilonb6z0 betiik a statisztikailag szignifikans (p<0,05) kiilonbségeket jelolik.

5.7. Az RLCK VI _A2 kinaz ROP GTP-az koto képességének szerepe a kinaz biolégiai

funkcidjaban

Az rlck vi_a2 T-DNS inszerciés mutans jellemzése soran megallapitottuk, hogy a
mutans csirandvények hipokotilja 25%-kal rovidebb 40uE vordsfényben a Columbia-0
(Col) vad tipusi novények hipokotil hosszahoz képest, és a sziklevelek méretének
csokkenése is megfigyelhetd (18. abra). A vad tipusi (WT) RLCK VI A2-es cDNS
kifejeztetésével helyre tudtuk allitani az rlck vi_a2 mutans névények csokkent hipokotil
hosszat és sziklevél méretét, sét ezeknél a vonalakndl a Col ndvényekhez képest

szignifikinsan nagyobb hipokotil hossziisagokat mértiink (18. abra).
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rickvl_a2 #1 A2 WT cDNS a2
mutans hattérben
Col-0 rick vi_a2 #1 A2 WT cDNS a2 mutans

hattérben

18. abra: RLCK VI_A2 WT cDNS-t kifejezé rick vi_a2-es mutans vonalak hipokotil
hossza. A novényeket 5 napig allandé 40uE intenzitasu vorés fényben, 0,5% szahardz
tartalm /2 MS taptalajon neveltilk. Az oszlopdiagramokon a hibasavok az atlagtol vald
eltéréseket, standard error (SE) jelolik. A * (p<0,05) és **(p<0,005) jelolik, ha a kontroltol
valo eltérések statisztikailag szignifikansak voltak (Student t-teszt). Mérce: 1 cm.

Annak megvalaszolasara, hogy a kindz ROP GTP-az kotd képessége szerepet
jatszik-e ebben a folyamatban, az RLCK VI_A2_HV (19. abra), LS (20. abra) illetve RR
(21. abra) mutans kinazokat is kifejeztettik az A2-es kinaz sajat promoterének
szabalyozasa alatt, az rlck vi_a2 mutans hattérben. Minden mutacio esetében két megfeleld
aranyban hasad6 vonal 3-3 utddvonalat vizsgaltuk. Magas intenzitdsu folyamatos vords
fényben elvégeztik a hipokotil hosszmérési teszteket. A kisérleti paraméterek
megegyeztek a vad tipusu kindz esetében mar ismertetett feltételekkel. Eredményeink
hasonldésagot mutattak a vad tipusi A2-es kindzzal végzett kisérletekben kapott
eredményekkel. Minden mutéans kindz valtozat helyreallitotta az RLCK VI A2 hidnyaban

megfigyelt fenotipusos valtozasokat a hipokotil hosszusdg tekintetében, valamint a

szikevelek mérete is nagyobb volt, mint a Col-0 novényeké.
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Hipokotil hosszusag (mm)

10

8 -

6 -

4

2 -

0 ; ;

Col rlcka a2 #8/4 #8/5 #8/9 #5/1 #5/9 #5/11

Col-0 rick vi_a2 #8/4 A2 HV cDNS #5/1 A2 HV cDNS a2 mutéans
a2 mutans hattérben hattérben

19. abra: RLCK VI_A2 HV allélt kifejezé rick vi_a2-es mutans vonalak hipokotil
hosszanak mérése. A novényeket 5 napig allandé 40uE intenzitdsu vords fényben, 0,5%
szaharoz tartalmii 2 MS taptalajon neveltiik. Az oszlopdiagramokon a hibasavok az
atlagtol valo eltéréseket, standard error (SE) jelolik. A * (p<0,05) és **(p<0,005) jelolik,
ha a kontroltol valo eltérések szignifikansak voltak (Student t-teszt). Mérce: 1 cm.

* % * % * % * %
% %
** I I I I I
Col  rickvi_a2 #5(2)/1 #5(2)/9 #5(2)/10 #4(2)/6 #4(2)/7 #4(2)/12

Col-0 rlck vl_a2 #5/(2)/9 A2 LS cDNS a2 #4/2/12 A2 LS cDNS a2
muténs hattérben mutans héattérben

14

-
N

10

co

Hipokotil hosszisag (mm)

20. abra: RLCK VI_A2 LS allélt kifejezé rick vi_a2-es mutans vonalak hipokotil
hosszanak mérése. A novényeket 5 napig allandé 40uE intenzitast vords fényben, 0,5%
szahardz tartalmi 2 MS téptalajon neveltiik. Az oszlopdiagramokon a hibasavok az
atlagtol valo eltéréseket, standard error (SE) jelolik. A * (p<0,05) és **(p<0,005) jelolik,
ha az eltérések szignifikansak voltak (Student t-teszt). Mérce: 1 cm.
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21. abra: RLCK VI_A2 RR allélt kifejezé rick vi_a2-es mutans vonalak hipokotil
hosszanak mérése. A novényeket 5 napig allandé 40uE intenzitdsu vords fényben, 0,5%
szahar6z tartalmu '2 MS taptalajon neveltiik. Az oszlopdiagramokon a hibasavok az
atlagtol valo eltéréseket, standard error (SE) jelolik. A * (p<0,05) és **(p<0,005) jelolik,
ha az eltérések szignifikansak voltak (Student t-teszt). Mérce: 1 cm.
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6. Eredmények megyvitatasa

Eukariota sejtekben a Rho-tipusit kis GTP-kotd fehérjek szamos jelatviteli
utvonalhoz képesek kapcsolodni, de elsésorban a citoszkeleton (Ujra)szervezédésével
kapcsolatos sejtfolyamatokban vesznek részt (Schwartz 2004). Effektor fehérjéik kozott
fontos szerepet toltenek be protein kindzok az élesztd és allati sejtekben egyarant. A Rho-
tipusu GTP-azok (Rho, Rac, Cdc42) effektor kinazai kiilonb6z6 osztalyokba sorolhatédak,
mint példaul a p21-aktivalt kinazok (PAK), a Rho-kinazok (ROK), az Gsszetett szarmazasu
kindzok (MLK), a miotoninhez kothetd Cdc42-koté kinazok (MRCK) vagy az 1) tipust
fehérje kinazok (PKN) (Zhao és Manser 2005). A fent felsorolt kinazok mindegyike képes
a GTP-t kotott Rho GTP-az fehérjék egy vagy tobb tipusahoz kapcsoldodni annak ellenére,
hogy szerkezeti alegységeikben lényegesen kiilonboznek egymadstol. A kindz alegységen
kiviil elhelyezkedd meghatarozott szerkezeti elemek, aminosav motivumok jelenléte
eredményezi a kinazok specifikus GTP-az ko6t6 tulajdonsagat (Zhao és Manser 2005). Az
allati Rho-tipusi GTP-4zok és az asszocialt kindzok nagy szama hangsulyozza a Rho GTP-
az fiiggd foszforilacios kaszkadok komplexitasat és fontossagat ezekben az ¢161ényekben.

A Rho GTP-az fehérje altal kozvetitett kinaz aktivacidé mechanizmusa egy jol
ismert folyamat az ugynevezett p21-aktivalt vagy PAK kinazok esetében (Bokoch 2003;
Rane ¢s Minden 2014). A PAK kinazok képesek kolcsonhatasba 1épni a GTP-t kotott
Cdc42 vagy Rac GTP-az fehérjékkel, amelynek hatasara a kinazok in vitro aktivitisa
fokzodni fog (Manser €s mtsai. 1994). Az emberi PAKI1 fehérje kristalyszerkezete alapjan
bebizonyosodott, hogy ezek a kindzok oldatban homodimerként vannak jelen. A kinaz N-
termindlis inhibitor alegységének koszonhetéen a kindz fehérje képes sajat aktivitasat
gatolni (Parrini és mtsai. 2002). Ez a kindz inhibitor alegység atfed a Cdc42/Rac-kotd
hellyel, az ugynevezett p21-kotd alegységgel (PBD: p21-binding domain) (Rane és
Minden 2014). Ennek az alegységnek a kozpontjat a 16 aminosav hossza CRIB
(Cdc42/Rac interactive binding) motivum adja (Burbelo és mtsai. 1995). A PAKI kinaz
konformaciojaban a GTP-t kotott GTP-az fehérjék PBD-hez vald kotddése jelentds
valtozast eredményez. Ez a konformaci6 véltozas felszabaditja a katalitikus alegységet az
autoinhibicios gatlas alol (Rane és Minden 2014). A PAK kinazok mar az evolucio korai
szakaszaban megjelenhettek, hiszen példaul a Saccharomyces cerevisiae fajban
megtalalhat6, Cdc42 altal szabalyozott Ste20 és Cla4 fehérje kindzok is ennek a kindz
csoportnak a tagjai (Zhao és Manser 2005). Azonban a ndvényi genomban nem sikeriilt

azonositani sem a PAK kindzokhoz hasonlé domén felépitésii fehérjéket kodolod géneket,
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amelyek a CRIB motivumot hordozzak, sem pedig egyéb az allatokra jellemzdé Rho-tipusu
GTP-az fehérjével kolesonhatod kindazokat kodold gént. Ez a tény azért figyelemre mélto,
mert az ilyen tipusu kindzok kdzponti szerepet toltenek be szamos alapvetd sejtes folyamat
szabalyozasaban élesztok és allati sejtek esetében: ilyen folyamatok példaul a
sejtnovekedés vagy a sejtosztodas.

A CRIB motivumhoz hasonlé motivumok azonban szdmos novényi Rho (ROP)
GTP-az asszocidlt fehérjében jelen vannak, mint pl. a ROP GTP-az aktivator fehérje
esetében, amely a GTP-az fehérjék szabalyozasaért felel (Wu és mtsai. 2000), vagy a ROP
GTP-az kolcsonhato CRIB motivumot tartalmazo (RIC: ROP-interacting CRIB motif
containing) scaffold fehérjék esetében is (Wu és mtsai. 2001). Feltételezhetd, hogy a ROP
GTP-azok vagy kozvetett médon, a CRIB motivumot tartalmazé RIC scaffold fehérjéken
keresztiill kapcsolodnak a kindz jelatvitelhez, vagy CRIB filiggetlen modon
novényspecifikus ROP GTP-dz kot6 motivumokon keresztiil. Az utobbi elméletet
tamasztja ala a ROP GTP-az kotésre képes ndvényi receptor-szerti citoplazmtikus kinazok
felfedezése (Molendijk és mtsai. 2008; Dorjgotov és mtsai. 2009; Huesmann és mtsai.
2012; Reiner és mtsai. 2014). Ezek a kinazok a Xkatalitikus régidoikon kiviill nem
rendelkeznek sem p21-k6té PBD, sem autoinhibicids, sem egyéb konzervalt alegységgel
(Jurca és mtsai. 2008). Ezért az allatok esetében mar jol ismert Rho-asszocialt kinazok
(Zhao és Manser 2005) szabalyozasara vonatkozo modellek nem alkalmazhatoak novényi
megfeleldik esetében.

Arabidopsis-ban egyetlen kivétellel (NRCK; Molendijk és mtsai. 2008) a ROP
GTP-4z koto kinazok az RLCK VI. jelii csalddba sorolhatdak (Fehér és Lajko 2015). Ez a
csalad novényekben két csoportra oszthatd (Jurca és mtsai. 2008), amelyek ROP GTP-az
koté képességiikben kiilonboznek egymastol (Dorjgotov és mtsai. 2009). Szekvencia
analizis alapjan megallapitottuk, hogy az RLCK VI csalad A csoportjanak minden tagjaban
jellemzéen megjelenik tobb konzervalt aminosav mintdzat (6. éabra). Ezek koziil a
konzervalt régiok koziil hetet részletesen megvizsgaltunk.

Az egyes fehérje csalddokra jellemzd globalis funkciok mellett, a csalad egyes
tagjaiban megjelenhetnek specifikus funkciok is az evolucié sordn. Erre utalnak a fehérjék
szerkezetének specificitdas meghatdrozd pozicidiban (SDP) konzervalodott jellegzetes
aminosavak (Chakraborty ¢s Chakrabarti 2015; 10. abra). Mig a fehérje csalad konzervalt
aminosavainak elmutaltatasaval funkcioképtelen fehérjék jonnek létre, addig az SDP-k
mutacidja csak bizonyos funkcidkat érint, mint pl. a kindzok esetében a szubsztrat

specificitdsa vagy az aktivitds szabdlyozasa. Ezek az aminosavak altalaban a fehérje
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felszinén talalhatdak és befolyasoljak a fehérje mas molekuldkkal valo kdlcsonhatasat. Az
SDP-k azonositasa elengedhetetlen a specifikus fehérje funkciok jellemzéséhez illetve
azok manipulalasahoz. Ezért kifejlesztettek néhany in silico SDP detektalasra alkalmas
modszert (Chagoyen és mtsai. 2016). Feltételezhetd, hogy az Arabidopsis RLCK VI kinaz
csalad két csoportja kozotti jellegzetes aminosav eltérések is SDP-ként funkciondlnak és
Osszhangban vannak a kinazok eltér6 ROP GTP-az koté képességével illetve
szabalyozasaval. Ezt a feltevést alatamasztandd a JDet Szoftver (Muth és mtsai. 2012)
segitségével ellendriztilk, hogy az Aaltalunk kivalasztott motivumok egybeesnek-e
potencialis SDP régiokkal (10. abra). Az analizis megerésitette a feltételezésiinket. Ezen
kiviil kisérletesen is sikeriilt bebizonyitanunk, hogy az SDP-k funkcionalis jelentoségével
0sszhangban, a motivumok tobbsége szerepet jatszik a ROP GTP-4z kotés folyamataban,
valamint a kindz aktivitas szabalyozasaban (11., 14., 17. 4bra) is. Az RLCK VI A2 kinaz
esetében a motivumokban eldidézett helyspecifikus muticiok egy kivétellel (YA)
megvaltoztattak a vizsgalt kinaz ROP GTP-az kotd képességét és a kindz in vitro
aktivitasdnak a szabalyozasat. Hasonld eredményre vezettek a harom mutins RLCK
VI A3 kinazzal végzett kisérletek.

Minden altalunk vizsgalt aminosav motivum a kinaz alegységen beliil helyezkedik
el. Az RLCK VI A2 kinaz 3D szerkezeti modellje j61 szemlélteti, hogy az altalunk vizsgalt
motivumok, egy kivétellel, k6zos felszint képeznek (13. abra). A kivételt éppen az a
motivum jelenti (YA), amelyik a ROP GTP-az kotésben nem vesz részt. Ezért
feltételezhetd, hogy ez a mutaciok altal kijeldlt kozos feliilet a GTP-kotott GTP-az fehérjék
dokkoldsahoz sziikséges. Ez a felszin a kinazok ATP- és szubsztrat kdtésre szolgalo régioja
felett helyezkedik el (13. abra). Feltételezhetd, hogy a ROP GTP-az fehérje kotodése
lehetdve téve a szubsztrat fehérjék kotddését illetve foszforilalodasat.

A fehérjék egymassal kolcsonhatd feliiletei argininben gazdagok, mert ennek az
aminosavnak az oldallancai konnyen alakitanak ki intermolekuladris kapcsolatokat
(Crowley és Golovin 2005). Az RLCK VI_A kinazok esetében pl. az aktivacios hurokban
talalhato er6sen konzervalt HRD motivum el6tt két arginin, az Rigg és az Rigo helyezkedik
el (a szamozas az 6. dbran jelolt RLCK VI_A2 szekvencia alapjan tortént). Ugy tiinik, ezek
az aminosav maradvanyok felelnek azért, hogy a kindzok aktivitdsa egy ROP GTP-az
indukélhat6 folyamat legyen, hiszen ha ezeket az aminosavakat kicseréltilk olyanokra,
amelyek a konstitutivan aktiv B tipust kindzokra jellemzdek, azt tapasztaltuk hogy az

RLCK VI _A2 és A3 kindzok aktivitasa ROP GTP-4z fiiggetlenné valtozott (11., 12. 4bra).
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Ezeknek az aminosavaknak tehat az inaktiv konformacié fenntartdsaban lehet szerepiik,

amely konformécié a ROP GTP-azok kotdédésével valtozik meg.
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22. abra: Az allati, éleszt6é és novényi Cdc42/Racl-interaktiv koté (CRIB) motivumok
valamint az RLCK VI A kiniazok HV-LS ROP GTP-az koété motivumainak
osszehasonlitsa. AtGAP: Arabidopsis thaliana GTP-az gyorsito fehérje; AtRIC:
Arabidopsis thaliana ROP interaktiv CRIB motivumot tartalmazo fehérje; AtRLCK VI A,
Arabidopsis thaliana receptor-szeri citoplazmatikus kinazok VI-os csaladjanak A
csoportja; HSPAKL1: Homo sapiens P2l-aktivalt kindz 1; ScSte20: Saccharomyces
cerevisiae ‘Sterile 20” kinaz fehérje. A CRIB konszenzus szekvencia élesztd és allati
fehérje szekvenciakon alapszik (Burbelo és mtsai. 1995).

A ROP GTP-az kotésre alkalmas RLCK VI A kinazok masik erdsen konzervalt
régidja az altalunk szintén vizsgélt HV és LS motivumokat hordozza (6. dbra). Ez a rovid
aminosav szekvencia hasonlit az allati és ndvényi Rho-tipust GTP-4z kotd fehérjék CRIB
motivumara (22. abra). Ennek a régionak az elmutaltatasa megakadalyozta, hogy a kinaz
kolcsonhasson a ROP GTP-az fehérjével megerdsitve, hogy ez a régi6 a CRIB
motivumhoz hasonléan egy funkcionalis ROP GTP-4z k&td motivum lehet (11., 12. dbra).
Mig a HV mutaci6 estében a kindz szubsztrat-foszforilacios aktivitasa megsziint, addig az

LS motivum mutécidja erés ROP GTP-az fliggetlen kinaz aktivitast eredményezett (11.,
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12. é4bra). Ez a CRIB-szeri HV-LS motivum szintén az aktivac6és hurok kozelében
helyezkedik el a kindzok 3D modelljén, és feltételezhetden szintén szerepet jatszik a ROP
GTP-az kotés mellett a kinazok ROP GTP-4z fliggd aktivalasdban is (13. abra).

Domén kicserélési kisérlettel bizonyitottuk, hogy az altalunk vizsgalt motivumok
nem elegendéek a ROP GTP-azokkal val6é kolcsonhatas kialakulasahoz (14. abra). Ez az
eredmény 6sszhangban van korabbi megfigyelésiinkkel, miszerint az RLCK VI_A kindzok
kinaz doménjén kiviil elhelyezkedd, N- illetve C-terminalis végek csonkolasa szintén
megakadalyozta a ROP GTP-az kotést (Molendijk és mtsai. 2008; Dorjgotov és mtsal.
2009). Feltételezhetd, hogy a fehérje szekvencia egésze hozzajarul a kindz megfeleld
konformécidjanak kialakuldsahoz, amely a kinaz felszinén, a ROP GTP-az k&td motivum
helyes pozicionalasaért felel. A ROP GTP-az fiiggd kindz aktivacid ndvényspecifikus
mechanizmusara a GTP — ROP — RLCK VI_A komplex kristalyszerkezeti modelljének
meghatarozasa adhatna végsd valaszt.

Az RLCK VI _A tipusu kinazok, az egysejti algak (Chlamydomonas) kivételével az
0sszes szarazfoldi novényben jelen vannak (15. &bra). A ndvények az evolicid korai
szakaszaban elvaltak az Ophistokonta (allatok és gombak) rendszertani csoportjatél, és az
evolucid6 soran a ndovények ¢és allatok egymastol fliggetlen mdédon valtak tobbsejtii
szervezetekké. Ez tiikrozodik a Rho-tipusu GTP-az fehérjék fliggetlen evolicidjaban, ami
szembe6tlé kiilonbségeket eredményezett az ezekhez a fehérjékhez kapcsolodo jelatviteli
kaszkadokban is (Brembu és mtsai. 2006). Az eukariota Rho-tipusi GTP-az fehérjéken
beliil, a novényi ROP GTP-azok elkiiloniilé strukturalis csoportot alkotnak (Berken és
Wittinghofer 2008). Szerkezeti adottsdgaik Ilehetové teszik, hogy felismerjék ¢és
kolcsonhatasba 1épjenek novényspecifikus szabalyozo ¢€s effektor fehérjékkel (Berken és
Wittinghofer 2008; Fricke és Berken 2009; Nagawa és mtsai. 2010; Schaefer és mtsai.
2011; Fehér és Lajko 2015). A novényi kis GTP-4z medialt jelatvitel egyedi jellegére jo
példaként szolgal a novényspecifikus RLCK VI A kinazok aktivacidjanak az élesztd és

allati p21-aktivalt kindzokétol eltérd folyamata (23. abra).
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23. abra: A Rho-tipusi GTP-azok aktivaciéjanak molekularis mechanizmusa novényi
illetve nem-novényi sejtekben (Fehér Attila abraja). Az RLCK VI _A kinazok ROP
GTP-az fiiggd aktivacios mechanizmusa jelentésen eltér az allati illetve éleszté esetében
leirtaktol. Ezekben az ¢l6lényekben a RHO csaladba tartozé Cdc42/Racl GTP-azok egy
specifikus motivumon, az un. CRIB motivumon keresztiil kapcsolodnak a p21-aktivalt
(PAK) kinazokhoz. Ez a kapcsolédas olyan konformacié valtozast idéz eld, ami
felszabaditja a kindz domént az autoinhibiciés domén gatlé hatasa alol. Novényekben
nincsenek PAK-tipusu kinazok, igy az RLCK VI _A kinazokban nem egy jol meghatarozott
motivum, hanem a kinaz doménnek a szubsztrat-k6té zsebbel ellentétes felszine felel a
ROP GTP-az kotéséért és igy az aktiv konfromacio kialakulasaért.

Novények
RLCK VI_A kindzok

Specifikus szerkezeti €s szignalizacids tulajdonsagaik ellenére a novényi ROP
GTP-4z fehérjék ¢lesztd ¢és allati megfeleldikhez hasonld funkciokat latnak el a
citoszkeleton szervezédését befolyasold folyamatok szabalyozasaban (Craddock és mtsai.
2012). Bar az RLCK VI_A kinazok funkciojarol jelenlegi ismereteink még meglehetdsen
szlikosek, sikeriilt bebizonyitanunk, hogy ezek koziil a kindzok koziil néhany fontos
szerepet jatszik a ROP GTP-az fliggd szabalyozasi folyamatokban (Fehér és Lajko 2015).
Az arpa RBK1 (ROP-binding kinasel) kindzrol kimutattak, hogy a kortikalis mikrotubulus
halozat megbontasa révén, eldsegitette a patogén gombdk bejutisat a gazdasejtekbe
(Huesmann és mtsai. 2012), ezeket a folyamatokat pedig az arpa Rac/Rop GTP-az fehérjék
szabalyozzak (Schultheiss és mtsai. 2003; Hoefle és mtsai. 2011; Scheler és mtsai. 2016).
Az Arabidopsis homolég, RLCK VI A3 kinazrdl kimutattak, hogy szerepet jatszik a
kérokozokra vald érzékenység folyamatanak, valamint a trichdma elagazdodas
folyamatanak szabayozasiaban (Reiner és mtsai. 2014). Az RLCK VI A kindzok kdziil

néhany esetében erds pollenspecifikus kifejezodés figyelheté meg (Jurca és mtsai. 2008).
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A novényi ROP GTP-azok altal szabalyozott folyamatok koziil a pollencsdvek polaris
novekedése az egyik legjobban tanulmanyozott folyamat (Guan és mtsai. 2013).

A ROP1 CA GTP-az tultermeltetése a pollencsovek polaritdsdnak elvesztését €s a
pollencsd cstcsainak kiszélesedését okozza (Gu és mtsai. 2005). Ezt a kiszélesedd
fenotipust nem befolyasoltdk a ROP1 CA GTP-az fehérjével egyiittesen kifejeztetett
RLCK VI A3 kindzok sem. Tovabba a konstitutivan aktiv RLCK VI A3 kinazok
taltermeltetése sem valtoztatott a pollencsovek cstcsanal mért atmérd értékeken.
Megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy az RLCK VI A3 kinadz funkcija nem
feltétlentil sziikséges a pollencsd polaritdsanak kialakuldsdhoz, illetve a kindz aktivitasa
nem befolyadsolod tényez6 ezekben a szabalyozasi folyamatokban.

Azonban az RLCK VI A3 kinaz varidnsok egyediili tiltermeltetése a pollencsévek
nagymértéki lerovidiilését eredményezte. Tehat megallapithatd, hogy ez a pollencsében
termel6dd kinaz negativan szabalyozza a pollencsdvek novekedését. A novekedésgatlo
hatas pedig csak kismértékben fiigg a kinazok ROP GTP-az koté képességtél. A ROP
GTP-az kotésre képtelen konstitutivan aktiv kinaz mutansok nem voltak olyan erds
hatassal a pollencsovek novekedésére, mint ahogy azt a vad tipus esetében tapasztaltuk.
Ennek egyik lehetséges magyarazata, hogy a ROP GTP-az ko6tés hianyaban a sejten beliili
lokalizaciojuk megvaltozik.

Korabban a HVRBKI1 (az AtRLCK VI A3 arpa homologja) kinazrol kimutattak,
hogy kolcsonhatasba 1ép az SCF (SKP1-cullin 1-F-box) -E3 ubiquitin ligaz komplex
HVSKP1-szerii alegységével (Reiner és mtsai. 2015). Ez a kdlcsonhatas pedig negativan
szabalyozta a HvRacB (arpa ROP GTP-4z) fehérje felhalmozddasat. Ezért
megallapithatjuk, hogy a HvRacB és a HVYRBKI1 fehérjék olyan visszacsatolasi szabalyzas
alatt allnak, ahol a HvRacB aktivalja a kinazt, az aktiv kindz pedig eldmozditja a HvRacB
fehérje proteoszomalis degradaciojat. Feltételezhetjiik hasonld szabalyozasi folyamatok
létezését Arabidopsis pollencsovek esetében is. Az altalunk megfigyelt rovid pollencs
fenotipust tehat a vad tipusu kindz taltermeltetésének hatasara csokkent GTP-kotott ROP1
GTP-az fehérje szint is eredményezheti. A konstitutivan aktiv LS és RR kinazok a ROP1
GTP-az fehérjével vald kapcsolodas hidnyaban valosziniileg hibasan lokalizalodnak és
kevésbé hatékonyak szabalyozasi folyamataikban. Ezt az elméletet tdmasztja ala, hogy a
konstitutivan aktiv ROP GTP-4z fehérjék a kindzokat a plazmamembran belsd felszinéhez
csoportositjak (Huesmann és mtsai. 2012; Reiner és mtsai. 2014). Nehéz magyarazatot
talalni arra, hogy miért volt negativ hatasa a pollencsé novekedésre a HV kinaz mutansnak,

hiszen nem kotddik a ROP1 GTP-az fehérjéhez és in vitro aktivitasa sincs. Lehetséges
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magyarazatként szolgalhat, hogy az RLCK VI A3 kinaz kdlcsonhatasba 1ép egy olyan
ismeretlen fehérjével, amely sziikséges a pollencsd novekedésének folyamatahoz. A
tultermelt kindz mutansok ezt az ismeretlen fehérjét a vadtipustol eltéré modon titralhatjak
ki funkcionalis kolcsonhatasaibol, ezzel eloidézve a kindz aktivitastol fliggetlen pollencso
novekedési fenotipust. A ROP GTP-az kotddése erdsitheti ennek az ismeretlen fehérjének
a kindzhoz val6 kapcsolodasat, ami szintén magyarazhatja a ROP GTP-az kotésre képtelen
mutansok gyengébb fenotipusat.

Az rlck vi_a2 kindz mutans novényekkel végzett komplementacios kisérletek
alatamasztjak a fenti megfontolasokat. A mutdns csirandvények csokkent hipokotil
megnyulasi fenotipusat mind a vad tipusti, mind a ROP GTP-az kotésre képtelen mutans
kinaz formak képesek voltak komplementalni (18., 19., 20., 21. abra).

Az in planta kisérleti eredmények inkabb a kinazok ROP GTP-az fliggetlen
biologiai funkcidjara engednek kovetkeztetni. In vitro kindz esszé vizsgalataink alapjan
egy bazalis, ROP GTP-az fiiggetlen RLCK VI_A kinaz aktivitast figyelhettiink meg, amely
folyamat GTP-kotott ROP GTP-az jelenlétében fokozodott (Dorjgotov és mtsai. 2009;
Huesmann és mtsai. 2012; Reiner és mtsai. 2014; 11., 12. abra). Feltételezhetjiik, hogy a
kinazok aktivitasat a ROP GTP-4z kétddés csak modulalja, de nem alapvetden sziikséges
ahhoz. Az sem zérhato ki, hogy az RLCK VI A kinazok ROP GTP-az fliggd ¢s fiiggetlen
funkciokkal egyarant rendelkeznek. Tovabba, a kinaz aktivitdssal nem (vagy csak alig)
rendelkez6 HV mutdns esetében kapott eredmények arra utalnak, hogy a kinaz
foszforilacios aktivitdsa sem feltétleniil sziikséges bioldgiai funkcidjahoz. Kindzok gyakran
toltenek  be  aktivitasuktol  fliiggetlen  funkcidkat is  fehérje  komplexek
Osszetartasan/pozicionalasan keresztiil (szkaffold fehérje funkcio; pl. Rauch és mtsai.
2011). Tovabbi partner fehérjék illetve szubsztrat fehérjék azonositdsa nagy eldrelépést
jelentene az RLCK VI A kindzok szignalizacios utvonalaiban betoltott ROP GTP-az fiiggd

illetve fiiggetlen szerepének meghatarozasaban.
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7. Osszefoglalas

A Rho GTP-azok a kis molekulatomegii GTP-koté Ras fehérje szupercsalad tagjai.
A RHO GTP-azok csaladja tobb alcsaladot tartalmaz, éleszték és allatok esetében a RHO
GTP-azok harom alcsaladba, Rho, Rac és Cdc42, sorolhatdak, mig ndvényekben egyetlen
specifikus csalad, a ,,Rho of plants” (ROP) alakult ki. Ezek a fehérjék molekularis
kapcsolokként miikodnek szamos cellularis folyamatban, hiszen GTP-kotott formaban
jelatviteli utakat aktivalnak effektor fehérjéken keresztiil, mig GDP-k6tott formaban ez az
aktivitasuk megsziinik. A Rho csalad tagjai specifikusan a sejtvdz dinamikus valtozasaival
kapcsolatos cellularis folyamatokban (sejtmozgas, sejtosztddas, sejtalak valtozasok,
intracellularis transzport) vesznek részt. Ezen kiviil szerepikk van a plazmamembran
NADPH-oxiddz enzim aktivalasaban illetve génexpresszidos valtozasok elinditasdban
MAP-kindz kaszkadok aktivalasan keresztiil. Sokrétli funkcidojuk megkdveteli, hogy
GTP/GDP-kotott allapotuk illetve fehérje-fehérje kdlcsonhatasaik szoros szabalyozas alatt
alljanak. Ennek megfelelden a Rho fehérjék GTP-az ciklusat, és igy jelatviteli aktivitasat,
szamos szabalyoz6 (regulator) fehérje befolyasolja. Novények esetében harom f6
szabalyoz6 fehérjét mindenképp fontos megemliteniink, amelyek a ROP GTP-azok aktiv
¢s inaktiv allapotat befolyasoljak. A guanin nukleotid kicseréld faktor (GEF) felelos a GDP
molekuldk GTP molekuldkra valo lecserélésében, ezzel aktivalva a GTP-az fehérjét. A
GTP-4z gyorsitd fehérje (GAP) a GTP molekulak hidrolizisét segiti el6, amely az inaktiv
allapot kialakulasahoz sziikséges, mig a guanin nukleotid disszocidcios inhibitor fehérje
(GDI) az inaktiv allapot stabilizaldsaért felel. A szabalyozo fehérjéken keresztiil érkezd
jelek az aktiv Rho GTP-azokrol valtozatos jeltovabbitd (effektor) fehérjékre keriilnek.
Allatok és éleszték esetében ezek az effektor kinazok, az un. P21-aktivalt vagy PAK
kinazok, rendelkeznek egy jellegzetes RHO GTP-4z kotd, un. CRIB motivummal. Ezek a
kinazok mind az élesztoben, mind az allatokban rendkiviil fontos RHO GTP-az effektorok,
melyet szertedgaz6 funkcioik jeleznek. Az ilyen motivumot tartalmazé kindzok génjei az
ismert novényi genomokbdl azonban hidnyoznak, illetve a ROP GTP-azokhoz kapcsolodo
jelatviteli halozatokrdl is hianyosak ismereteink. Koradbban laboratoriumunkban mutattak
ki, hogy az RLCK VI_A (receptor-like cytoplasmic kinases class VI_A) csoportba tartozo
ndvényspecifikus kindzok potencidlis ROP GTP-dz effektorok. Kutatisaink soran, az
RLCK VI _A osztalyhoz tartozo6 RLCK VI A2 illetve RLCK VI A3 kinaz szerepét
vizsgaljuk. Azt gyanitjuk, hogy ezek a fehérjék mint potencialis ROP GTP-az effektor

kinazok, szerepet jatszhatnak a polaritds kialakuldsaban is. Az irdnyitott sejtmegnyulas (pl.
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levélszorok, trichdmak) és csucsi ndvekedés (pl. pollencsd) két alapvetd folyamat, melyek
nélkiilozhetetlenek a novények polaris sejttipusainak morfogenezisé¢hez.

Kutatasunk célkitiizéseinek megfogalmazdsa soran kérdéseinket korabbi
eredményeinkre alapozva fogalmaztuk meg, amelyben kimutattuk, hogy annak ellenére,
hogy a névényi genomokbol hianyoznak az allatok és élesztok esetében a jol ismert CRIB
motivumot tartalmazé PAK kindzok, a ndvények rendelkeznek viszont olyan receptor-
szer(i citoplazmatikus kinazokkal, melyek potencialis ROP GTP-az effektorok és
aktivitasuk fligg a GTP-kotott ROP GTP-azok jelenlététol.

Kutatasaink sordn az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:
1. Az Arabidopsis receptorszeri citoplazmatikus kinazok (VI. alcsalad A csoport)

milyen aminosav motivumoknak kdszonhetéen képesek kapcsolodni a ROP GTP-

azokhoz?
2. Mi a szerepe az azonositott aminosav motivumoknak a kinazok aktivalasaban?
3. Mennyire elterjedtek ezek a kindz motivumok a névényvildgban?
4, Mi az azonositott aminosavak mutacidjanak hatasa a kinazok in planta funkciojara?

Eredményeink 6sszefoglalasa:

1. Az RLCK VI A ¢s B kinaz csoportokra jellemz6 szekvencialis kiilonbségek alapjan
megvizsgaltuk a két csoportot, ¢s az RLCK VI A csoport tagjaiban azonositottunk
néhany olyan aminosav motivumot, amelyek nem csak a ROP GTP-az kotésért,
hanem a ROP GTP-4az fiiggéd RLCK VI A kinaz aktivacioért is felelosek.

2. Megallapitottuk az RLCK VI A2 kindzban azonositott szekvencia motivumok
ROP GTP-4z kotésben jatszott szerepét.

3.  Bimolekuldris Fluoreszcencia Komplementaciot (BiFC) alkalmazva igazoltuk
korabbi in vitro és éleszté két-hibrid kisérletek soran kapott eredményeinket. Ezek a
kisérletek megerdsitették, hogy az altalunk vizsgalt motivumok in vivo is
sziikségesek a ROP GTP-4zokhoz val6 kapcsolodashoz.

4. A ROP GTP-azok altal aktivalt RLCK kin4zok a szarazfoldi ndvényeknél jelentek
meg az evolicid soran, és ez a ndvényspecifikus kindz aktivaciés mechanizmus
tovabbi kisérletek kiinduldsi pontja lehet a Rho tipusi GTP-4z kozvetitett

szignalizaci6 feltérképezéséhez.

64



Megallapitottuk, hogy az RLCK VI A3 kinaz negativan befolyasolja a pollencsé
ndvekedést, de ebben a ROP GTP-azokkal valo kapcsolatuknak ugy tiinik, hogy
nincs szerepe.

Tovabba in planta kisérleti eredményeink is inkabb a kinazok ROP GTP-az
fiiggetlen biologiai funkciojara engednek kovetkeztetni, hiszen a vad tipusia A2-es
kindzhoz hasonléan minden mutans kinadz valtozat helyreéllitotta az RLCK VI A2

kinaz hianyaban megfigyelt fenotipusos elvaltozasokat.
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8. Summary

The Rho-type GTPases have central roles in cellular processes associated with
cytoskeletal dynamics (e.g. cell movement, cell division, cell shape, and cell polarity).
These proteins operate as molecular switches: they activate signal transduction pathways
when they are in GTP-bound conformation, but their signalling activity cease when they
are GDP-bound. If the Rho GTPase is in the GTP-bound form, it can further activate a
diverse set of downstream signalling effector proteins. There are some upstream regulator
proteins which regulate the activity of ROPs. One of these proteins are the guanine
nucleotide exchange factor or GEF proteins which catalyse the GDP to GTP exchange
activating ROPs. In contrast, the GAPs (GTPase accelerator proteins) inactivate ROPs via
the promotion of GTP hydrolisis, while the GDIs (guanine nucleotide dissociation
inhibitors) stabilize the inactive state of ROPs.

Plants has a specific group of Rho-type GTPases, the ,Rho of plants” (ROP)
family. Our knowledge about the signalling pathways associated with ROPs is yet
incomplete. ROPs differ from other Rho-type GTPases in the regions which are
responsible for effector binding, suggesting that ROP GTPases have specific effectors.
Indeed, plants lack the Rho GTPase-activated PAK kinases, which are very important
mediators of Rho GTPase signalling in yeast as well as in animals. Therefore our question
was: are there any ROP GTPase-activated kinases, which may have PAK-like functions in
plants? Due to a yeast two-hybrid screening approach two ROP-interacting kinases could
be identified. These kinases interacted with the GTP- but not with the GDP-bound ROP
GTPase form what is typical for ROP GTPase effectors. Furthermore, the in vitro activity
of these kinases was dependent on the presence of GTP-bound ROP GTPase. These ROP
GTPase-activated kinases belong to the subfamily VI of receptor-like cytoplasmic kinases
(RLCKS) of Arabidopsis. They have a receptor kinase-like catalytic domain, but they don’t
have extracellular or transmembrane regions and that’s why they can found in the
cytoplasm. Based on their primary structure, the 14 Arabidopsis RLCK VI kinases can be
classified into two groups (A and B). Only the members of group A have ROP GTPase-
binding ability, but it was not observed in the case of group B kinases, their activity is ROP

GTPase independent.

66



Based on the results of our laboratory, we have been looking for answers to the following

questions during my phd work:

1.

What kind of amino acid motifs have the Arabidopsis receptor-like cytoplasmic
Kinases (subgroup VI class A) that can bind to ROP GTPases?

What is the role of the identified amino acid motifs in the activation of kinases?

How common are these kinase motifs in plants?

What is the effect of mutation of identified amino acids on the in planta function of

kinases?

Summary of our results:

Based on the sequence differences between the ROP GTPase-binding group A and the
ROP GTPase non-binding group B kinases we identified several amino acid motifs
that are required not only for ROP GTPase-binding but for ROP GTPase-dependent
RLCK VI_A activation.

We verified the in vitro and yeast two-hybrid results in pollen tubes using a BiFC
assay. These assays support the role of the RLCK VI_A kinases in pollen tube growth
and polarity what may have ROP GTPase dependent and independent aspects.

The recruitment of the RLCK kinases by the Rop GTPase proteins during the
evolution of Embryophyta and the plant-specific kinase-activation mechanism are
further examples of the unique nature of Rho-type GTPase mediated signalling in
plants.

RLCK VI_A3 kinase negatively affects pollen tube growth but the ROP GTPase
binding ability does not affect this function.

Furthermore, our in planta experimental results suggest a ROP GTPase independent
biological function of these kinases, as all mutant kinase variants, similar to wild type
A2 kinase, restored phenotypic changes observed in the absence of RLCK VI_A2

kinase.
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Fiiggelék: A receptor-szeri citoplazmatikus kinazok ROP GTP-az kozvetitett aktivaciojahoz sziikséges aminosav motivumok
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TGAGGTACTTGAAGCCCATTTTGCCAATCCA
GGTAAAGTAACCGACGAGAAGACTGATGTG
CACATCAGTCTTCTCGTCGGTTACTTTACC
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CTGTGTATGATCGGTTGCTGACAACCTTTG
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3' vég, Xhol hasitohelyen a pEntry2b (Sall hely eltavolitva)
vektorba klénozva

mutagén

mutagén

GATEWAY technikahoz sziikséges tulnyal6 PCR
fragmentek felamplifikalasa
GATEWAY technikéhoz sziikséges tulnyal6 PCR
fragmentek felamplifikalasa
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BIFC konstrukciok

pDOEPmMIA3SLICEFw

pDOEPmMIA3SLICERev

Ropl Ncol Full Fw
Rop1l Spel Full Rev

GGGGTCCCTACGTAGTCACGCTGTTGAAGAGATGGAGAAGAAG

CAGAACCTCCGGACGTCACCTCCATTAAGAGCTGTCTATGTCG

CCATGGGGATGAGCGCTTCGAGGTTCG
TGACTAGTTCATAGAATGGAGCATGCCTTC

SLICE technikaval a PCR fragmentek a pDOE11 vektor
PmlI hasitohelyére klonozva
SLICE technikaval a PCR fragmentek a pDOE11 vektor
PmlI hasitohelyére klonozva
pDOE11 vektorba klonozva
pDOE11 vektorba klonozva
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