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Bevezeto

A Rho GTP-azok a kis molekulatomegiti GTP-
kotd Ras fehérje szupercsalad tagjai. A RHO GTP-
azok csaladja tobb alcsaladot tartalmaz, élesztok és
allatok esetében a RHO GTP-azok harom alcsaladba,
Rho, Rac ¢és Cdc42 alcsaladba sorolhatdéak, mig
novényekben egyetlen specifikus csoport, a ,,Rho of
plants” (ROP) alakult ki. Ezek a fehérjék molekuléris
kapcsolokként ~ mikodnek — szamos cellularis
folyamatban, hiszen GTP-kotott formaban jelatviteli
utakat aktivalnak effektor fehérjéken keresztiil, mig
GDP-kotott formaban ez az aktivitdsuk megsziinik. A
Rho csalad tagjai specifikusan a sejtvdz dinamikus
valtozasaival kapcsolatos cellularis folyamatokban
(sejtmozgas,  sejtosztodas, sejtalak  valtozasok,
intracellularis transzport) vesznek részt. Ezen kiviil
szerepik van a plazmamembran NADPH-oxidaz
enzim aktivalasaban illetve génexpresszids valtozasok
elinditdisaban MAP-kindz kaszkaddok aktivalasan
keresztiil. Sokrétli funkcidjuk megkoveteli, hogy
GTP/GDP-kotott  allapotuk illetve  fehérje-fehérje
kolcsonhatasaik szoros szabalyozas alatt alljanak.
Ennek megfelelden a Rho fehérjék GTP-az ciklusat, €s
igy jelatviteli aktivitdsdt, szadmos szabalyozo
(regulator) fehérje befolyasolja. Novények esetében
harom f0 szabalyozé fehérjét mindenképp fontos
megemliteniink, amelyek a ROP GTP-azok aktiv és
inaktiv allapotat befolyasoljak. A guanin nukleotid
kicseréld faktor (GEF) felelds a GDP molekuldk GTP
molekulakra valo lecserélésében, ezzel aktivalva a G-
fehérjét. A GTP-az gyorsitdo fehérje (GAP) a GTP



molekuldk hidrolizisét segiti eld, amely az inaktiv
allapot kialakuldsdhoz sziikséges, mig a guanin
nukleotid disszocidcios inhibitor fehérje (GDI) az
inaktiv allapot stabilizalasaért felel. A szabalyozo
fehérjéken keresztiil érkezd jelek az aktiv Rho GTP-
azokrol valtozatos jeltovabbitd (effektor) fehérjékre
keriilnek. Allatok és éleszték esetében ezek az effektor
kindzok, az un. P2l-aktivalt vagy PAK kinazok,
rendelkeznek egy jellegzetes RHO GTP-az ko6to, an.
CRIB motivummal. Ezek a kindzok mind az
¢lesztoben, mind az allatokban rendkiviil fontos RHO
GTP-az effektorok, melyet szertedgazé funkcidik
jeleznek. Az ilyen motivumot tartalmaz6 kindzok
génjei az ismert novényi genomokbol azonban
hianyoznak, illetve a ROP-okhoz (Rho-of-plants)
kapcsolodo jelatviteli  halozatokrol is  hidnyosak
ismereteink. Korabban laboratoriumunkban mutattak
ki, hogy az RLCK VI_A (receptor-like cytoplasmic
kinases class VI) csoportba tartozd novényspecifikus
kinazok potencialis ROP effektorok. Kutatasaink
soran, az RLCK VI A osztilyhoz tartoz6 RLCK
VI_A2 illetve RLCK VI_A3 kinaz szerepét
vizsgaljuk. Azt gyanitjuk, hogy ezek a fehérjék, mint
potencialis ROP effektor kinazok, szerepet jatszhatnak
a polaritds  kialakuldsdban is. Az iranyitott
sejtmegnyulds (pl. levélszorok, trichomak) €s csucsi
novekedés (pl. pollencsd) két alapvetd folyamat,
melyek nélkiilozhetetlenek a novények polaris
sejttipusainak morfogeneziséhez.



Ceélkituzeések

Kutatasaink sordn az aldbbi kérdésekre
kerestiik a valaszt:
1. Az Arabidopsis receptorszerii citoplazmatikus
kinazok (VI. alcsaldd A csoport) milyen aminosav
motivumoknak koszonhetéen 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 novényvilagban?
4. Mi az azonositott aminosavak mutacidjanak
hatéasa a kinazok in planta funkcidjara?

Anyagok és modszerek

Mutagenezis

Az RLCK VI A2 ¢és a VI A3 kinazok,
valamint az AtROP1 cDNS kloénok az ABRC-bdl
szdrmaznak. A kindzok és a ROPI1 szekvenciiinak
megvaltoztatasa atfedd polimeradz lancreakcio (PCR)
alkalmazésaval tortént. Az RLCK VI A kinazokban a
csoportspecifikus aminosavakat egyenként kicseréltiik
olyanokra, melyek a B-tipusu kinazokra jellemzdek.
Az elmutaltatott kinaz CDNS-eket Gateway LR
rekombinaciés technikdval klonoztuk éleszté két-
hidrid vektorba. A mutans kinazokat bakterialis
rendszerben is megtermeltettilk és kifejeztettiik. Az
Arabidopsis ROP1 GTP-az hasonléan késziilt
konstitutivan aktiv (G15V) mutans formajat é€lesztd
illetve bakteridlis vektorokba épitettik be. Az



elkészitett mutans konstrukciokat a kovetkezo
kisérletes munkainkhoz hasznaltuk fel:
- Elesztd két-hibridizacios technika
- Fehérje termeltetés ¢€s tisztitas baktériumbol
- Tisztitott fehérjéken végzett Western blot analizis,
illetve
- Invitro kinaz esszé

In planta fehérje-fehérje kdlcsonhatasok:

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok in planta
kimutatdséara Bimolekularis Fluoreszcencia
Komplementacioés (BiFC: Bimolecular fluorescence
complementation) teszteket alkalmaztunk. A BIiFC
tesztek alapjat a pDOE vektor rendszer szolgaltatta.
Ez a rendszer lehetdvé teszi két vizsgalt fehérje
ubiqutinl0 promoterrel szabalyozott parhuzamos
expersszidjat az mVenus sarga fluoreszcens fehérje N-
¢s C-termindlis régioihoz kapcsolva. Esetiinkben a
vizsgalt fehérjék a konstitutivan aktiv ROP1 és a vad
tipust illetve mutans RLCK VI A3 kindzok voltak. A
konstitutivan aktiv. ROP1 mutdns format kodold
CDNS-t felamplifikaltuk €s a vektor megfeleld helyére
klonoztuk, mig a vad tipusu és mutans kinaz cDNS-ek
SLICE (Seamless Ligation Cloning Extract) modszer
felhasznalasaval lettek beillesztve vektorunkba. Az
eredeti vektor szintén tartalmaz egy kiilonallo
fluoreszcens fehérjét, amelynek segitségével a fehérje-
fehérje kolcsonhatasok konnyebben azonosithatoak
lesznek. Konstrukcidink génagyt segitségével lettek
bejuttatva Nicotiana tabacum pollenekbe, majd a
polleneket in vitro koriilmények kozott csiraztattuk.
BiFC kisérleteink sordn a Lat52:mCherry fehérjét



expresszalo pollencsoveket spinning disc konfokalis
mikroszkop segitségével kovettik nyomon. A képek
készitésének folyaman a Ilézerek intenzitdsa és a
kamera expozicids bedllitasai végig allanddak voltak.
A pozitivan transzformalt pollencsévek teljes
hosszisagat, valamint atmérdjiiket mértem le, majd
kiértékelésiik Imagel software segitségével tortént.

Novényekkel végzett kisérletek:

A munkank soran az rlck vi_a2 T-DNS
inszercidés mutans vonalat hasznaltuk fel. A magvakat
5% Domestosban torténd feliileti sterilizalast kovetden
egy ¢jszakan at 4°C-on steril vizben hideg kezeltiik, és
steril  taptalajra  szélesztettik. In  vitro steril
koriilmények kozott rovidnappalos, vagy folyamatos
fényben, 22°C allanddo homérséklet mellett neveltiik
novényeinket. A téaptalaj 2 MS volt 0,8% agar és
0,5% szahar6z tartalommal. Késobb novényeinket
tiveghazban rdvidnappalos  koriilmények — kozott
neveltiik tovabb, majd a megfelelé méret elérése utan,
hossztnappalos koriilményeket alkalmaztunk, amig az
Arabidopsis viragzatot majd termést hozott. Ezt
kovetden az RLCK VI_A2 gén promotere altal
szabalyozott, a kiilonb6z6 kindz mutansokat kodolo
CDNS-eket Agrobaktérium kozvetitette genetikai
transzformacioval juttattuk be az rlck vi_a2 mutéans
Arabidopsis vonalba. A transzformalt ndvények
magjait 20 mg/l Hygromicin antibiotikum szelekcio
jelenlétében csiraztattuk, majd a transzformalt
novények utddvonalainak hasadési tesztjét szintén 20
mg/l Hygromicin antibiotikum jelenlétében végeztiik.
A megfeleld hasadéasi ardnyokat mutatd vonalakat



kivalasztottuk ¢és hipokotil novekedési kisérleteket
végeztiink rajtuk.

Eredmények

Az RLCK kinazok ROP-k&to képességét potencidlisan
befolydsol6  aminosav ~ szekvencia  motivumok
azonositasa:

Az RLCK VI szamu csaladjanak 14 tagja van,
amelyek kinaz alegységiik alapjan két csoportba
sorolhatoak. Eleszté két-hibrid kolcsonhatasi matrix
segitségével kordbban kimutattuk, hogy mig az A
csoport tagjai kolcsonhatnak a ROP GTP-azokkal,
addig a B csoport tagjai nem hatnak kolcson a G-
fehérjékkel, anélkiil is aktivak. Ezeknek a kinazoknak
az in vitro fehérje foszforilacios aktivitasa fligg a
GTP-kotott ROP GTP-azok jelenlététdl. Az RLCK
VI A kindz elsédleges aminosav szekvencidit
Osszehasonlitottuk a B-tipust kinaz szekvenciaival.
Ennek eredményeként azonositottunk néhany olyan
aminosav motivumot, amelyek karakterisztikusan
eltérnek a két csoport tagjai kozott. Annak érdekében,
hogy bebizonyithassuk, hogy az RLCK VI A2
kindzban azonositott szekvencia motivumoknak
szerepe van a ROP kotésben, ezeket a motivumokat
egyenként vagy csoportosan elmutaltattuk. Az A
csoportra jellemzé aminosav motivumokat kicseréltiik
olyan aminosavakra, amelyek a B tipusi kinazokra
jellemzdek. Feltételeztiik, hogy az ilyen tipusu
valtozasok kozvetleniil kapcsolhatéak a ROP-kotd
képességhez. Elesztd két-hibrid kolesonhatasi matrix
segitségével teszteltiik a fehérje-fehérje



kolesonhatasok kialakulasat a mutans kindzok és a
ROP1 CA fehérje kozott. Egy mutacido kivételével
(@amit  YA-ként jel6ltiink), mindegyik mutans
megakadalyozta az ¢élesztd telepek noOvekedését,
jelezve ezzel, hogy a muticiok nagymértékben
gyengitették vagy meggatoltadk a kindzok ROP GTP-
az koto képességeét.

A fenti megfigyelések alatdmasztasa érdekében
elvégeztiink in vitro kinaz aktivitas esszéket is. Ehhez
az RLCK VI A2 kinaz 6xHIS jelolt mutans fehérjét
Eserichia coli sejtekben megtermeltettiik, majd
kitisztitottuk. Az RLCK VI A2 G kinaz mutans a vad
tipusu kindzhoz hasonloan viselkedett. A tovabbi hat
mutans kinazbol harom elvesztette ROP-fiiggd auto-
foszforilaciés aktivitdsat (YA, HV, IDE), mig a
fennmaradé masik harom kindz mutans (LS, RR, LP-
IDE) bizonyos szintli autofoszforilacidés aktivitast
mutatott ROP G-fehérje jelenlétében ¢és hianyaban
egyarant. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy az
altalunk azonositott aminosav motivumok, egy
kivétellel (YA), fontos szerepet jatszanak a ROP
kotésben, és néhany koziilik fontos lehet a kinaz
aktivitdas ROP-fliggd szabalyozasaban is.

Az RLCK VI A2 kinaz alacsony affinitassal
foszforilalja a mesterséges mielin bazikus fehérje
szubsztratot. Az RLCK VI A3 kindz viszont
hatékonyan foszforildlja ezt a szubsztratot, ezért ebben
a kinazban is létrehoztuk néhany fentebb leirt
mutacidt. Ezek a muticiok az A2 mutansokhoz
hasonldan, a konzervalt HV, LS és RR aminosav
motivumokat valtoztattdk meg. Az RLCK VI_A3
kindz fehérje foszforilacios aktivitdisa ROP1 CA



jelenlétében tovabb fokozodik, a HV mutacio esetében
elveszett ez az aktivitds, mig az LS és RR motivumok
mutacioja ROP-fiiggetlen kinaz aktivitast
eredményezett.

A kinazok 3D modelljén, a ROP k&tésben részt
vevO aminosavak tobbsége egy kozos felszint képez a
kinazok szubsztratkotd zsebe felett. Az egyetlen
RLCK VI A specifikus motivum (YA), amelyrdl
kimutattuk, hogy befolydsolja a kindz aktivitasat,
ugyanakkor a ROP kotésben nem vesz részt, ezen a
région kiviil helyezkedik el.

Szekvencia analizis:

In silico analizissel kerestiikk a valaszt arra,
hogy az altalunk vizsgalt ROP GTP-4z-kotd
motivumok mennyire konzervaltak ebben a kinaz
csalddban. Pattern Hit Initiated BLAST technikéval
kerestiink olyan Arabidopsis RLCK VI _A3 kinaz
szekvencidkhoz hasonlé kindzokat a kiilonb6zd
taxonokba tartoz6 novényekben, melyeknek a teljes
genomszekvencidja  ismert, mint példaul a
Chlamydomonas reinhardtii, Physcomitrella patens,
Marchantia polymorpha, Selaginella moellendorffii és
Oryza sativa. A vizsgalatokhoz az Arabidopsis RLCK
VI_A3 kindz szekvenciat hasznaltuk mintaként. Az
azonositott Pyscomitrella, Marchantia, Selaginella és
Oryza kinazok szekvencidi tartalmaztdk az
Arabidopsis RLCK VI_A kinaz csoportra jellemz6
ROP-k6t6 motivumokat is. A Chlamydomonas
genomban azonban nem taldltunk hasonldé kinaz
szekvencidkat. Ez alapjan elmondhatjuk, hogy ez a



kindz csalad a szarazfoldi névények (Embryophyta)
korai evoltcidja soran jelenhetett meg.

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 G-fehérje
kozotti in vivo kolesonhatasok meghatarozasara a
bimolekularis fluoreszcencia komplementacids (BiFC)
esszét alkalmaztuk. A kindzokat (vad tipus, HV, RR ¢és
LS mutansok), valamint a ROP1 CA-t kodol6 cDNS-
eket a sarga fluoreszcens fehérje (mVenus) N- illetve
C-termindlis régioit kodold cDNS  szakaszaihoz
fazionaltattuk  egy  megfeleld  génexpresszios
vektorban. A kinaz aktivitasi tesztek, valamint az in
vivo és éleszté  két-hibrid  kisérleti  adatok
eredményeivel Osszhangban elmondhatd, hogy
pollencsdben is csak a vad tipusat RLCK VI A3 kinaz
volt képes kolcsonhatni az aktiv ROP1 fehérjével, mig
a tobbi, ROP-kotésben hibas mutans kindz (HV, RR,
LS) nem volt képes erre, hiszen csak a vad tipusu
kinaz esetében kaptunk sarga fluoreszcens jelet a
transzfektalt pollencsdvekben.

Az Arabidopsis RLCK VI _A3 kinaz ROP
GTP-az jelenlétében megnovekedett in vitro fehérje
foszforilacios  aktivitast mutat, valamint erds
pollenspecifikus expresszio jellemzi. Ezek alapjan ugy
dontottiink, hogy megvizsgaljuk a vad tipust VI A3
kindz és ROP-kotésben hibds mutdns formdinak
hatasat a pollencsovek ndvekedésére €s polaritasara
nézve, konstitutivan aktiv. ROP1  G-fehérje
jelenlétében ¢és hianyaban is. In vivo Kkisérletes



eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a ROP1 CA
fehérje  tranziens  kifejeztetése az  irodalmi
eredményekkel 6sszhangban nagyon rovid, a csucsnal
ballon-szertien kiszélesedd pollencsdcstcs fenotipust,
azaz polaritas vesztést eredményezett. Ezt a fenotipust
pedig nem befolyasolta szignifikins modon a ROP1
CA mellett parhuzamosan taltermeltetett A3 kinaz,
illetve annak egyik vizsgalt mutins formdja sem.
Mikor a kinazt, illetve annak mutdnsait 6nmagukban,
a ROP1 CA nélkiil termeltettiik tal, a pollencsdvek
hossziisaganak tekintetében tapasztaltunk
nagymértékii  rovidiilést, mig a  ballon-szerd
kiszélesedés, vagyis a polaritas elvesztés nem volt
megfigyelhetd ezeknél a pollencsdveknél.

Az RLCK VI A2 kindz ROP-koté képességének
szerepe a kinaz bioldgiai funkcidjaban:

Az rlck vi_a2 T-DNS inszerciés mutans
jellemzése soran megallapitottuk, hogy a mutans
csiranovények hipokotilja 25%-kal rovidebb 40uE
vorosfényben a Columbia-0 (Col) vad tipusu
novények hipokotil hosszdhoz képest, €s a sziklevelek
méretének csokkenése is megfigyelhetd. A vad tipusu
(WT) RLCK VI_A2-es cDNS kifejeztetésével helyre
tudtuk allitani az rlck vi_a2 mutans novények
csokkent hipokotil hosszat és sziklevél méretét, sot
ezeknél a vonalaknal a Col ndvényekhez képest
szignifikansan nagyobb hipokotil hosszusagokat
mértiink. Annak megvalaszolasara, hogy a kinaz ROP-
kot  képessége szerepet jatszik-e ebben a
folyamatban, az RLCK VI_A2 HV, LS illetve RR
mutans kinazokat is Kkifejeztettiik, az rlck vi_a2
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mutans hattérben. Magas intenzitasu folyamatos voros
fényben szintén elvégeztiik a hipokotilhossz mérési
teszteket. Eredményeink hasonldsagot mutattak a vad
tipusu A2-es kindzzal végzett kisérletekben kapott
eredményekkel. Minden mutdns kinaz valtozat
helyreéllitotta az RLCK VI_A2 hidnyaban megfigyelt
fenotipusos valtozasokat a hipokotil hosszusag
tekintetében, valamint a sziklevelek mérete is nagyobb
volt, mint a Col-0 novényeké.

Kovetkeztetések:

Szekvencia analizis alapjan megallapitottuk,
hogy az RLCK VI csaldd A csoportjanak minden
tagjaban jellemzdéen megjelenik tobb konzervalt
aminosav mintdzat. Ezek koziil a konzervalt régiok
koziil hetet részletesen megvizsgaltunk. Az egyes
fehérje csaladokra jellemzd globalis funkciok mellett,
a csalad egyes tagjaiban megjelenhetnek specifikus
funkciok 1s az evolucio sordn. Erre utalnak a fehérjek
szerkezetének specificitds meghatarozd pozicidiban
(specificity determining position, SDP) konzervalodott
jellegzetes aminosavak. Mig a fehérje csalad
konzervalt aminosavainak elmutaltatasaval
funkcioképtelen fehérjék jonnek létre, addig az SDP-k
mutacioja csak bizonyos funkcidkat érint, mint pl. a
kindzok esetében a szubsztrat specificitisa vagy az
aktivitds szabalyozéasa. Ezek az aminosavak altaldban
a fehérje felszinén taladlhatéak ¢és befolyasoljak a
fehérje mas molekuldkkal valo kolcsonhatasat.
Bebizonyitottuk, hogy az Arabidopsis RLCK VI kinaz
csalad két csoportja kozotti jellegzetes aminosav
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eltérések is SDP-ként funkcionalnak és Osszhangban
vannak a kinazok eltér6 ROP GTP-4z kotd
képességével illetve szabalyozasaval. Az RLCK
VI _A2 kindz esetében a motivumokban eldidézett
helyspecifikus mutaciok egy kivétellel (YA)
megvaltoztattdk a vizsgalt kindz ROP GTP-4z kotd
képességét és a kinaz in vitro aktivitasanak a
szabalyozasat. Hasonl6 eredményre vezettek a hdrom
mutans RLCK VI A3 kinazzal végzett kisérletek. Az
RLCK VI A2 kinaz 3D szerkezeti modellje jol
szemlélteti, hogy az altalunk vizsgalt motivumok, egy
kivétellel, kozos felszint képeznek. A kivételt éppen
az a motivum jelenti (YA), amelyik a ROP GTP-az
kotésben nem vesz részt. Feltételezhetd, hogy ez a
mutéciok altal kijelolt kozos felillet a GTP-kotott
GTP-az fehérjék dokkolasahoz sziikséges. Ez a felszin
a kindzok ATP- és szubsztrat kotésre szolgalo régidja
felett helyezkedik el. Feltételezheté, hogy a ROP
GTP-4az fehérje kotddése kozvetleniil befolyasolhatja a
ezzel lehetévé téve a szubsztrat fehérjék kotddését
illetve foszforilalodasat.

A novényi ROP GTP-azok altal szabalyozott
folyamatok koziil a pollencsdvek polaris novekedése
az egyik legjobban tanulmanyozott folyamat. A ROP1
CA GTP-az taltermeltetése a  pollencsovek
polaritasanak elvesztését és a pollencsd csucsainak
kiszélesedését okozza. Ezt a kiszélesedd fenotipust
nem befolyasoltdk a ROP1 CA GTP-dz fehérjével
egylittesen kifejeztetett RLCK VI A3 kinazok sem.
Tovabba a konstitutivan aktiv RLCK VI A3 kinazok
taltermeltetése sem valtoztatott a pollencsdvek
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csucsanal mért atmérd értékeken. Megfigyeléseink
arra engednek kovetkeztetni, hogy az RLCK VI_A3
kinaz funkcidja nem feltétleniil sziikséges a pollencsd
polaritasanak kialakulasahoz, illetve a kinadz aktivitasa
nem befolydsoldo tényezd ezekben a szabalyozési
folyamatokban.

Az rick vi_a2 kinaz mutans novényekkel
végzett komplementacids kisérletek sordn a mutans
csirandvények  csokkent  hipokotil  megnyulasi
fenotipusat mind a vad tipusu, mind a ROP GTP-az
kotésre képtelen mutans kindz formak képesek voltak
komplementalni. Feltételezhetjiik, hogy a kindzok
aktivitasat a ROP GTP-4z kotddés csak modulalja, de
nem alapvetden sziikséges ahhoz. Az sem zarhato ki,
hogy az RLCK VI A kinazok ROP GTP-az fiiggd ¢és
fiiggetlen funkcidkkal egyarant rendelkeznek. A kindz
aktivitassal nem rendelkez6 mutans esetében kapott
hasonldo eredmények arra utalnak, hogy a kinaz
foszforilacids aktivitdsa sem feltétleniil sziikséges
biologiai funkcidjdhoz. Kinazok gyakran toltenek be
aktivitasuktol  fliggetlen funkcidkat is  fehérje
komplexek dsszetartdsan/pozicionalasan keresztiil.
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