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BEVEZETES

A Fold nehézségi erejét érzékelve a ndvények hajtasuk és gyokeriik ellentétes iranyt
novekedését a gravitdcido iranyaval parhuzamosan allitjak be. A hajtasok pozitiv és a
gyokerek negativ gravitopikus valaszait a ndvényi auxin hormon aszimmetrikus eloszlasa
szabalyozza. Az auxin sejtek kozotti aktiv transzportjat az AUX/LAX import ill. PIN-
FORMED (PIN) export hordozok irdnyitjak. A gravitacios szignalt a keményitétartamu
gyokér kolumella €s hajtas endodermisz sejtek érzékelik. A keményitdszintézist, a keményitd
tartalmu kloroplasztiszok ill. amiloplasztiszok biogenezisét, és szedimentacidjuk soran aktin
filamentumokkal, endoplazmatikus retikulummal ¢és  plazmamembrannal  torténd
kolcsonhatdsait befolyasoldé mutaciok jellemzése fOlderitette a mechanikai stimulusokat
érzékeld ioncsatorndk, valamint a calcium/kalmodulin és inozitolfoszfat szignalatviteli utak
komponenseinek szerepét a gravitdcid érzékelésétél az auxin transzporterek membran-
lokalizaciojanak szabalyozasaig vezetd folyamatokban. Amig az auxin transzporterek polaris
lokalizaciojat, aktivitasat és stabilitdsat szabaly6zo faktorokrdl egyre tobb ismeret all
rendelkezésiikre, sokkal kevesebbet tudunk arrél, hogy a gravitacios stimulus érzékelése
hogyan vezet az auxin transzport specifikus valtozasaihoz a Ca**/kalmodulin jelatvitelben
mikodoé faktorok részvételével. E Ph.D. tézisben leirt kisérletek az Arabidopsis thaliana
Ca*/kalmodulin-fiigg$ kindzaihoz hasonldé CRK alcsaladba tartoz6 CRKS protein kinaz
jellemzésével felderitik egy, a Ca*"/kalmodulin szignalatvitelben miikodé faktor szerepét a
gyokér gravitropikus valaszainak szabalyozasdban. A CRKS kinazt eredetileg a szplicing
apparatust aktivaldo  NTC (nineteen complex) komplex sejtmagi PRL1 alegységének
kolcsonhatd partnereként azonositottdk ¢élesztd két-hibrid rendszerben. Hasonldéan az
Arabidopsis CRK-csalad hét tovabbi tagjdhoz, a CRKS fehérje (At3g50530) hordoz egy N-
terminalis MGxC mirisztilacids és/vagy palmitoilacidos motivumot, amely konzervalt az eddig
mas fajokban jellemzett plazmamembranhoz kotott CRK kinazokban. A CRKS N-terminusa
tartalmaz egy sejtmagi lokalizacios szignalt is, amelyet a szerin/treonin kinaz katalitikus
doménje kovet egy autoinhibitor doménhez ¢és négy degenerdlt EF-kéz motivumhoz
kapcsolva. A CRK kinaz eddig ismert tagjaiban az EF-kéz motivumok nem képesek Ca*"
kationt kotni, de kalmodulinnal kolcsonhatnak, ami 10-szeresére emeli a CRKS5-h6z hasonlo
paradicsom CRK1 kindz aktivacios T-loop foszforilaciojat, de csak minimalisan néveli annak
szubsztrat foszforilacids aktivitdsat. A CRK kinaz csalad tagjainak funkcidi és szubsztratjai, a

munkank soran eldszor jellemzett CRKS kinaz kivételével, jelenleg ismeretlenek.



CELKITUZESEK

Munkénk célja az Arabidopsis thaliana CRK (CDPK Related Kinases) kindz csaladjaba
tartoz6 CRKS kindz szabalyozd funkcidinak felderitése volt. A CRKS gén funkcidinak

jellemzéséhez a kovetkezd célokat tliztem ki:

1. Eloéallitani, ill. azonositani olyan Arabidopsis mutansokat, ahol a CRKS gén funkcidja

hianyzik (null mutans), és a crk5 mutacio altal indukalt fejlodési rendellenességek vizsgalata.

2. A vizsgalt crk5-1 T-DNS inszercidos mutacid gyokérndvekedés gatlasa €és az oldalgyokér
differencialodas stimulacidja mellett jelentdsen késleltette a gyokér és a hajtas gravitropikus
vélaszait, ezért tovabbi célunk volt annak felderitése, hogy a CRKS kindz inaktivalasa

valtoztatja-e meg az auxin hormon altal szabalyozott gravitropikus ndvekedési valaszokat.

3. A CRK5 gén szabalyozasanak jellemzése, ill. a CRKS kindz fehérje szubcellularis
lokalizaciojanak vizsgalatara célunk volt olyan génkonstrukcok elkészitése, amelyek
pontosan megtartjadk a CRKS5 gén természetes regulacios jellemzdit amellett, hogy lehetdséget
biztositanak a kindz géntermék in vivo detektilasara GFP (zold fluoreszcens fehérje) és
B-gliikuronidaz reporter fehérjékkel fuzionalva. Ezeknek a konstrukcionak a felhasznalasaval

crer

igazolasa, hogy az észlelt gravitropikus defektet valoban a CRKS5 gén inaktivalasa okozta.

4. A gyokér auxinfliggd gravitropikus valaszanak szabalyozasaban az AUX1 auxin influx, ill.
PIN (féleg PIN3 és PIN2) efflux hordozok dontd szerepet jatszanak, célunk volt annak
felderitése, hogy a CRKS kindz hidnya hogyan befolyasolja az AUXI1 és PIN fehérjék
funkcioit, membranlokalizaciojat, stabilitasat és az altaluk szabalyozott aszimmetrikus auxin
eloszlas létrejottét, amelyet egy auxin-indukalt DR5-GFP riporter segiségével terveztiink

kdvetni a gravitropikus valasz alatt.

5. Végiil a CRKS protein kindz tisztitidsat és biokémia jellemzését kdvetden terveztiikk annak
vizsgalatat, hogy a gravitropikus valaszokat szabalyozé PIN auxin efflux hordozdk aktivitasat

modulalja-e a CRKS kindz e fehérjék, mint kdozvetlen szubsztratok foszforilacioja altal.



MODSZEREK

Polimerdz lancreakcidos sziiréssel T-DNS inszerciés mutaciokat izolaltunk, majd
szekvenalasaval megallapitottuk pontos helyzetiiket a CRKS5 génben. A crk5 mutans allélek
transzkripcidjat valésideji PCR (qRT-PCR) tesztekben vizsgaltuk. A crk5-1 mutans
fenotipikus jellemzésével definidltuk a mutacid okozta rendellenességeket, amelyeket a
gyokér és hajtas gravitropikus vélaszainak késleltetése és az oldalgyokér primordiumok
szamanak emelkedése jellemzett. Azt, hogy e valtozasokat valéban a crk5-1 mutéacié okozta,
a mutacid genetikai komplementalasaval bizonyitottuk. Ehhez a CRKS5 gén stop kodonjanak
helyettesitésével olyan génkonstrukcidokat allitottunk eld, amelyekrdl a gén nativ
szabalyozasat megtartva a zold fluoreszcens fehérjével (GFP), ill. B-gliikkuronidazzal (GUS)
fuzionalt CRKS kinazt fejeztettiink ki névényekben. qRT-PCR-rel, ill. a CRK5-GUS fehérje
aktivitasanak kovetésével vizsgaltuk a CRKS gén transzkripcidjat, ill. fehérje termelését
kiilonbozé  szovetekben.  Konfokalis  pasztazd  1ézer mikroszkopiaval (KPLM)
megallapitottuk, hogy a CRKS5-GFP fehérje a plazmamembranban lokalizalodik
protoplasztokban ill. transzgénikus novények specifikus sejtjeiben polaris U-forméju
mintdzatokat mutatva. A CRKS5 membranlokalizaciojat sejtfrakcionalasi kisérletekben
western immunoblott technikaval igazoltuk. Az auxin-indukalt DR5-GFP riporter aktivitasat
KPLM vizsgalatokban kovetve kimutattuk, hogy a c¢rk5-I mutici6 megemeli a
gyokércsticsbol a megnytlasi zona felé iranyuld auxin exportot és késlelteti a gravistumulalt
gyokeér also és felsé zonai kozott kialakuld aszimmetrikus auxin gradiens létrejottét. qRT-
PCR mérésekkel igazoltuk, hogy a gyokércsucsban lecsokkent auxin, ill. DR5-GFP szintért
nem az auxin bioszintézisben és transzportban kulcsszerepet jatszd gének gatlasa felelds.
KPLM hétérképek készitésével megallapitottuk, hogy a crk5-1 mutacié nem valtoztatja meg
a fluoreszcens riporterekhez fuzionadlt AUXI1, PIN1, PIN3, PIN4 és PIN7 auxin
transzporterek lokalizacidjat, szemben a PIN2 transzporterrel, amelynek mennyisége ¢és
polaris lokalizacioja jellegzetesen eltér a crk5-1 és vadtipusii novények bor és kortex
sejtekben. Brefeldin (BFA) exocizdzis gatldo és FM4-64 membranfesték segitségével
kimutattuk, hogy a crk5-1 mutacié késlelteti a PIN2 exocitdzisat és megvaltoztatja annak
mennyiséget és helyes polaris membranlokalizaciojat. Végiil, CRKS fehérjét Hisg peptidhez
fuzionalva Ni*" affinitas kromatografiaval tisztitottuk, majd kinaz tesztekben kimutattuk,
hogy a CRKS5 aktivitasa és autofoszforilacioja Ca>* fiiggetlen, ill., hogy a CRKS5 foszforilalja
a PIN2 citoplazmatikus hurok doménjét. Hise.PIN2hurok fehérjében hat CRKS foszforilacios

helyet azonositottunk a foszfopeptidek tomegspektrometrias vizsgalataval.



EREDMENYEK

A CRKS kinaz funkcidjanak meghatdrozasa érdekében polimeraz lancreakcios sziirési
technikaval T-DNS inszerciés mutdnsokat azonositottunk. A  mutés allélok
transzkripcidjanak valosidejii PCR (qRT-PCR) vizsgalataival igazoltuk, hogy ezek egyike, a
crk5-1 allél egy null mutacionak felel meg. A mutans megvaltozott morfoldgiai és fejlodési
jegyeinek vizsgalata azt mutatta, hogy a crk5-1 mutans gravitacids valasza a vadtipushoz
hasonlitva jelent0s késést szenved, amely mind a gyokér pozitiv, mind a szar negativ
geotropizmusat érinti. Ezen kiviil, a vadtipushoz hasonlitva, a crk5-1 mutans fégyokérének
megnyuldsa koriilbelil 30%-os csokkenést mutatott, amig a mutdns 30%-al tobb
oldalgyokeret fejlesztett, ami az auxin homeosztidzis megvaltozdsara utalt. A crk5-1
mutansban a keményittartalom Lugol festést kovetden nem mutatott kiillonbséget a
vadtipushoz képest, vagyis a gravitacids valasz késése nem volt magyardzhat6 a gyokérsiiveg
gravitacidés szignalt érzékeld sztatocita sejtjeinek rendellenes miikddésével. Annak
bizonyitasara, hogy a gravitropikus valaszban észlelt hibat valoban a crk5-1 mutéacio okozta,
genetikai komplemetacids teszteket végeztliink el. Ezekhez olyan génkonstrukcidkat
allitottunk eld, amelyekrdl a gén nativ szabalyozasat megtartva a zold fluoreszcens fehérjével
(GFP) ill. B-gliikuronidazzal (GUS) fuzionalt CRKS kinazt fejeztettiink ki novényekben. A
CRKS:GUS riporter aktivitdsanak kovetésével azt talaltuk, hogy CRKS gén a névény minden
szervében kifejezOdik. A legmagasabb CRKS5-GUS szinteket a gyokércstcsi régioban,
szallitonyalabok mentén, ill. a virdgzatban észleltiik. E vizsgalatok eredményeit a CRKS
mRNS gRT-PCR mérésével is igazoltuk. A sejtszintli fehérjelokalizacids vizsgalatokhoz
eldallitott gCRKS:GFP konstrukcioval sikeresen komplementaltuk vadtipustra a crk5-1
mutans jellegzetes fenotipikus hibait, ami gyokérmegnyuilas defektjét, a megemelkedett
oldalgydkérszamot, ill. a gyokér és hajtas késoi gravitropikus vélaszait a vadtipusban észlelt

szintekre allitotta vissza.

A CRKS fehérjében azonositott N-terminalis mirisztilacios hely jelezte, hogy a CRKS
fehérje valdszinii membranlokalizalt. Tranziens protoplaszt expresszidés rendszerben és
transzgénes novényekkel elvégzett konfokalis pasztazé 1ézer mikroszkopos (KPLM)
vizsgalatokban a CRK-GFP fehérje plazmamembran elhelyezkedést mutatott, amit western
immunoblott technologia és specialis FM4-64 plazmamembran festési modszer segitségével
is bizonyitottunk. A CRKS5-GFP fehérje a fogyokér borszoveti, kortex, és gyokérsiiveg, ill. az
oldalgyokerek hasonld sejtjeiben U alaku, a gyokérfelszin felé orientalt polaritast mutatott.

Brefeldin (BFA) exocitozist gatld gombatoxinnal végzett kezelés soran a CRKS fehérje egy



része vezikularis BFA testekbe internalizdlddott a membranbol, de hosszabb idejii kezelés
eredményeként a sejtmagba importalddott. A sejtmagi CRKS Iehetséges funkcidja még nem
ismert, de feltételezhetéen Osszefiigg az szplicing appratust aktivald un. NTC (nineteen

complex) komplex PRL1 alegységével észlelt kdlcsonhatasaval.

A gyokér gravitopikus valaszanak késése a crk5-1 mutansban az auxin homeosztazis
lehetséges zavarara utalt. Valdban azt taldltuk, hogy az auxin-indukalt DR5-GFP riporter
magyarazatul szolgalt arra, hogy a gyokérmegnyulés a vadtipushoz képest miért csokkent kb.
30%-al a crk5-1 mutansban. Amint azt kontroll qRT-PCR méréseink kimutattdk, az auxin
bioszintézisben és lebontasban szerepet jatszd, ill. auxin transzport fehérjéket kodolo gének
transzkripcidja nem mutatott kiilonbséget a vadtipusban €s crk5-I mutdnsban. Azaz, az
auxinszint csokkenését a crk5-1 gyokércsticsban nem az auxin termelését €s transzportjat
iranyito gének expresszidjanak megvaltozasa okozta. A gravistimulalt gyokerekben kialakuld
aszimmetrikus auxin gradiens kialakulasat a DR5-GFP riporterrel kdvetve azt észleltiik, hogy
a gyokerek gravitacids vektor felé esd als6 oldalan kialakuld auxin tobblet hatasara a DRS-
GFP jelintenzitds megnott a vadtipusu hattérben 1-2 d6raval a gravistimulaciot kovetden, mig
a crk5-1 mutans hattérben ezt csak 9 6ra mulva tapasztaltuk. Auxin efflux inhibitor (NPA)
hatasara a crk5-1 gyokércsucsban tovabb csokkent a DR5-GFP jelintenzitdsa, amig a NOA
auxin influx inhibitor helyreéllitotta a DR5-GFP jelintenzitast a vadtipust szintre. Ez azt
jelezte, hogy a crk5-1 mutacio fokozza az auxin aramléast a gyokércsucs feldl a kortexen
keresztiil a szar felé az AUXI influx hordozé kézremiitkodésével és megmagyarazta, hogy a
crk5-1 mutacié miért emelte meg kb. 30%-al az auxin indukalta oldalgydkerek szamat az

elongacids zona folott.

Az auxin transzport irdnya és mértéke a plazmamembranban elhelyezkedd auxin
transzporterek poléris elhelyezkedésétdl ¢és mennyiségétdl fiigg. Konfokalis pasztazo
mikroszkopos vizsgalatainkban azt talaltuk, hogy a PIN1-GFP, PIN3-GFP, PIN4-GFP és
PIN7-GFP auxin efflux, valamint az AUXI1-YFP influx hordozék hasonld lokalizaciot
mutatnak mind fliggélegesen nevelt és 135°-kal elforgatott gravistimulalt vadtipusu és crk5-1
mutans gyokerekben. Azaz a crk5-1 mutdcid nem valtoztatta meg a fenti auxin hordozok
sejtbeli lokalizacidjat. Ezzel szemben, a PIN2 auxin export fehérje, amely a PIN3 és AUXI
mellett dontd szerepet jatszik a gyokér gravitopikus valaszénak szabalyozasaban, jellegzetes
mennyiségi és lokalizacids valtozast mutatott a crk5-1 mutansban a vadtipushoz képest. A

PIN2 szintje a crk5-1 a gyokér borszoveti sejtek hajtas felé nézdé felsd membranjaiban
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Iényegesen csokkent a vadtipushoz képest. A vadtipusu gyokerek kortex sejtsoraban a PIN2
fehérje a gyokércsucshoz kozelebbi alsd6 plazmamembranban lokalizalodott, amig a crk5-1
mutans kortex sejtjeinek tobbségében a felsd sejtmembranban halmozddott fol, és megjelent
az endodermisz vaszkulatra feldli plazmamembranjaiban is. Ez azt jelezte, hogy a crk5-1
mutansban a PIN2 Ujrapozicionaldsa megvaltoztatta az auxin export irdnyat a gyokércsucstol
az elongacios és oldalgyokér differenciacios zondk, ill. a vaszkularis osztodé szovetek felé. A
gravitacids inger soran kialakuld aszimmetrikus PIN2 mennyiségi eloszlas a gyokér also és
fels6 oldala kozott a crk5-1 mutans esetében, a DRS5-GFP riporterrel kovetett aszimmetrikus
auxin eloszlashoz hasonloan, jelentds késést mutatott €s ezért hasonldan késett a gyokér
gorbiilési valasza is a gravitdcios jel irdnydban. Ennek oka az, hogy a PIN2 polaris
lokalizaciojanak megvaltozasa kovetkeztében a kortexen at a gyokércsucs felé iranyuld
normalis auxin reciklizacio folyamata hibas és ezért az auxintranszport a gyokércsucsbol az
elongicids zona irdnydba megemelkedik a crk5-1 mutansban. A PIN2 megvaltozott
kezelés okoz vadtipusu gyokerekben, ahol a PIN2 bazalis membranlokalizacidja a hajtas felé
nézd fels6 membran felé tolodik el a kortexben és ez altal gatolja a gravitropikus valasz
kialakuldsat. Tovabbi kisérleteinkben valoban az talaltuk, hogy a crk5-1 gyokerek atmeneti
zondjanak epidermisz sejtjeiben nemcsak lecsokkent a felsé plazmamembranban lokalizalt

PIN2 fehérje szintje, hanem felgyorsult a PIN2 brefeldin-érzékeny internalizacioja is.

A PIN fehérj¢ék membran reciklizalasat, polaris lokalizaciojat és degradaciojat a
citoplazmas un. hurok doménjiiknek foszforilacidja szabalyozza. Tisztitott Hise-CRKS €s
szubsztrat fehérjékkel elvégzett in vitro kindz tesztekben azt talaltuk, hogy a CRKS kinaz a
PIN2 fehérjét a kozponti hidrofil hurkon foszforildlja hat kiilonbozd pozicidoban. Az
azonositott CRKS5 foszforilacios helyek koziil harom csak a PIN2 fehérjében talalhato meg,
ami foltehetben magyaréazattal szolgadl arra, hogy a crk5-1 muticid miért csak a PIN2

funkciojat valtoztatja meg. Ennek bizonyitasa a jovobeli kisérletek egyik fontos célja.



OSSZEFOGLALAS

CRKS5 az Arabidopsis thaliana Ca®'/kalmodulin fiiggd kinazokhoz hasonlé eddig nem
jellemzett CRK kindz csalad egyik tagja. Munkankban kimutattuk, hogy a CRKS inaktivalasa
gatolja az fogyokér megnyulasat és késlelteti a gyokér és hajtas gravitropikus gorbiilési
valaszait. Az auxin-indukalt DR5-z61d fluoreszcens fehérje (GFP) riporter csokkent aktivitasa
a vadtipushoz hasonlitva alacsonyabb auxinszintet jelez crk5-1 mutans gyokércstcsi
véltoztatja meg az auxin bioszintézisben és lebontasban szerepet jatszo kulcsgének, ill. az
AUXI1/LAX (AUXIN TRANSPORTER/AUXIN TRANSPORTER-LIKE PROTEIN auxin
influx és PIN (PIN-FORMED) efflux hordozokat kodold gének transzkripcidjat sem. Amig
az AUXI, PINI1, PIN3, PIN4 ¢s PIN7 auxin transzporterek vadtipust lokalizacidt mutatnak,
addig a PIN2 transzporter mennyisége lecsokken a borsejtek fels0 membranjaban és
lokalizécioja eltolodik a kortex sejtek fels6 membranjaibol az als6 membranokba a crk5-1
mutans gyokerek 4atmeneti zondjaban. Ez, egylitt a crk5-I muticido altal okozott
oldalgyokérszam emelkedésével arra utal, hogy a crk5-1 mutacié lényegesen megemeli az
auxin aktiv transzportjat a kortexen at a gyokér elongacios zondja felé. A CRKS egy
plazamembran kotott kindz, amely U formaja, a gyokér felszine felé orientalt mintazatot
mutat az bor, kortex és kolumella sejtekben. Az exocitozis gatlasa a brefeldin (BFA)
gombatoxinnal stimulalja a CRKS internalizalodasat BFA testekbe, majd tovabbi importjat a
sejtmagba. CRKS foszforilalja in vitro a PIN2 fehérje citoplazmikus hidrofil hurok doménjét
és ezzel valoszinli szabdlyozza a PIN2 membran lokalizaci6jat, ami brefeldin jelenlétében
jelentdsen folgyorsul a vadtipushoz képest a crk5-1 mutansban. Ezért a crk5-1 mutdnsban
¢szlelt késleltetett gravitropikus valasz valdszinli a CRKS-specifikus PIN2 foszforilacio
hianyanak ¢és az ez altal lelassitott brefeldin-érzékeny PIN2 membran reciklizdcionak

tulajdonithato.
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