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I. BEVEZETES

1.1. Eloszo

A véltozé kornyezeti hatdsokat, mint példaul a fény, hdmérséklet és vizellatas, a novények
specialis érzékelé6 mechanizmusokkal észlelik és az ezekhez kapcsolodo jelatviteli utak
segitségével képesek a megvaltozott kornyezeti paraméterekre és stresszstimulusokra adaptiv
valaszt adni. A kornyezeti faktorok egy, a foldi életre jellemz6 formdja a tomegvonzas vagy
gravitacid, mely a Fold kozéppontja felé mutaté un. 1xg vektoridlis erd, amely lkg tomeg
esetén 9.81 Newton. A gravitacids erd, Newton torvényei alapjan, a tavolsdg négyzetétdl
fliggd mddon aranyos a Fold és az azon €16 ndvény tomegével. Mivel a két tomeg (in.a Fold
¢s novény) kozotti kiilonbség oriasi, a ndvényekre gyakorolt foldi gravitacios erd aranylag kis
mértékben valtozik a kiillonb6zé magassagi szinteken. Ezzel szemben a ndvények pozicidja a
Fold koézpontja fel¢ irdnyuld gravitacids erd iranyatol (un. vektoratol) gyakorta eltérhet az
aktualis novekedési koriilmények szerint. Ezért, amig a gravitacios erdtér valtozasaira adott
valaszok tanulmanyozéasahoz az trben Oxg és a foldon 1xg koriilmények kozott novekvo
novények Osszehasonlitasa sziikséges, ezzel szemben a Fold kozépontja felé mutatd 1xg
gravitaciot érzékeld mechanizmusok sokkal konnyebben felderitheték. Ennek ellenére,
azonban természetesen figyelemmel kell kovetniink a Fold gravitacids ereje kovetkeztében
valtozo6 slirliségi paramétereket (pl. levegd, tapoldat, ndvényi folyadék transzport, citoplazma
stb. esetében), melyek érzékelése a gravitacioval Osszekapcsolva vagy attdl fiiggetleniil
szabalyozddhat. Az evolucid soran a foldi gravitacidos koriilményhez valod alkalmazkodas
alapvetd szerepet jatszott a fejlédési folyamatokban, szervek ¢és szervrendszerek
kialakuldséban és elhelyezkedésében. Igy mind a szarazfoldi, mind a vizi ndvények esetében
a novekedési tengely parhuzamos a foldi gravitacié iranyaval. A magasabbrendii novények
esetén, a fogyokér ndvekedési iranya igy mindig a Fold kdzéppontja felé mutat (an. pozitiv
geo- vagy gravitropizmus), szemben a fotoszintetizalé hajtassal, amely ezzel ellentétes
iranyban, Uun. negativ gravitropizmust mutatva fejlédik. Charles Darwin o6ta, aki el@szor irta le
a gyokér és hajtasfejlodés pozitiv, ill. negativ gravitropikus valaszait, kozel kétszaz év
kisérletes fiziologiai és tovabbi molekularis vizsgalatok betekintést adtak a foldi gravitaciot
érzékeld novényi mechanizmusokba. Felfedezték, hogy a ndvények a gravitaciot és annak
iranydt a keményité szemcséket tartalmazd kloroplasztisz és  amyloplasztisz

sejtorganellumaik segitségével ¢érzékelik, melyeket Un. sztatolitoknak neveznek. Ennek



megfelelden a keményitd szintézisben mutans ndvények lassan, vagy egyaltalan nem képesek
novekedésiik iranyat a gravitacio irdnya szerint megvaltoztatni. Az is ismertté valt, hogy a
sztatolitok gravitacios erd irdnyaban mutatott mozgasa megvaltoztatja kolcsonhatasukat a
mozgasukat biztositoé és érzékeld aktin filamentumokkal. A sztatolitok gravitacio iranyaban
torténd mozgasat €s kolcsonhatasat a sejtmembrannal szamos Un. mechanoreceptor érzékeli
kiilonbozo szignalatviteli utakat és Un. masodlagos hirvivd komponenseket (un. second
messenger) aktivalva. Ezek kozott a Ca®'-ion kiszabadulds, Ca’" és kalmodulin (CaM)
érzékelés ¢s altaluk kivaltott foszforilacios kaszkaddok alapvetd szerepet jatszanak. 1926-ban
Nikolai Cholodny és Frits Warmolt Went a kijevi egyetemen és California Institute of
Technology-ban végzett kisérleteikben kimutattak, hogy a gravitaciot érzékeld szignalatviteli
folyamat a sejtmegnyuldst szabalyoz6 auxin ndvényi hormon aszimmetrikus eloszlasahoz
(Gn. exportjahoz) vezet. A vizszintes helyzetbe forgatott novényi gyokerek felsd
sejtrétegeibdl auxin transzportalodik az also sejtrétegekbe, ami ott gatolja a sejtmegnyulast. A
csOkkend auxin szint kdvetkeztében a felsd sejtrétegek megnytlnak, és igy a gyokér a
gravitacié iranyaba elhajlik. Az elmult évtizedben az auxin transzport szamos részlete
tisztazodott, az un. PINFORM (PIN) auxin transzportot szabalyozé membranfehérjék
szerepének felfedezésével. Tovabbra is megvalaszolatlen maradt azonban az a fontos kérdés,
hogy a gravitacios stimulust jelzé masodlagos Ca®"/CaM szignal milyen modon szabélyozza
az aszimmetrikus auxin exportot, sejtmegnyulast és ez altal a gyokerek pozitiv geotropikus
novekedési valaszat. E doktori értekezés célja, hogy betekintést nyudjtson ennek a
folyamatnak egyes részleteibe egy CaM-fliggd protein kindz jellemzésén keresztiil. Ez a
kindz szabalyozza a gyokerek gravitropikus valaszaban kulcsszerepet jatszo PIN2 protein
auxin export funkcidjat a molekularis genetika modell ndvényében, az Arabidopsis thailana-

ban.

1.2. Ludfi (Arabidopsis thaliana), a novényi genetika modellnovénye

A molekularis ndvénybiologidban az Arabidopsis thaliana olyan szerepet tolt be, mint a
klasszikus genetika esetében a Drosophila melanogaster. Az Arabidopsis magyar elnevezése
a ladft. A ludfii a keresztesviraguak csalddjaba tartozik, egynyari, révid tenyészidejd,
hosszinappalon virdgzd, 6nmegtermékenyitd (keresztbeporzas veszélye kicsi, igy sok egyed
nevelhetd kis terlileten), szaraz gyepeken eléfordulo, rengeteg magot (5-10,000) produkalo

novény (Simon, 1994). Mivel érdemelte ki ez a gyomndvény, a novénygenetikdban ezt az
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elokeld helyet? A zarvatermd ndvények koriilbeliil 120 millio évvel ezelott alakultak ki
(Borhidi, 1995), ezért feltételezhetd, hogy génkollekcidjuk a kozds eredet miatt sok
hasonlésdgot mutat. A zarvatermd névények kozott az Arabidopsis genom mérete az egyik
legkisebb, kb. 135 Megabazis (Mbp), Osszehasonlitva a kisebb genommal rendelkez6 Dél-
Afrikaban honos Lentiburaceae (rencefélék) csaladjaba tartozd rovaremésztd Genlisea
margaretae (haploid genom méret 63Mbp), Genlisea aurea (64 Mbp) ill. Utricularia gibba
(88 Mbp) fajokkal (Greilhuber és mtsai., 2006). Az Arabidopsis Oriasi elonye a rovid
vegetacios i1d6, nagyszdmu utdod és Onbeporzas, ami a genetikai mutacids kisérletekben
rendkiviil fontos. Ennek felismerésében és az Arabidopsis-szal végzett klasszikus genetikai
kutatasok elinditasban és népszeriisitésében Rédei Gyorgy (1921-2008) magyar szarmazasu, a
Missouri Columbia Egyetemen dolgozé genetikus jatszott uttord szerepet. A legelterjedtebb
Arabidopsis okotipus, a Columbia izolalasa is az ¢ nevéhez flizddik, amelynek genomjat
reprezentald 5 kromoszoma teljes szekvencidjat 2000-ben készitettek el (The Arabidopsis
Genome Initiative, 2000). Az Arabidopsis genomi DNS-e alacsony metilaltsagi (6-7%) foka
mellett viszonylag kevés ismétlodé (20-25%) szekvenciat tartalmaz (Meyerowitz, 1992). A
jelenleg elérhetd legpontosabb informacid az Arabidopsis genomjar6l és génkészletérol a

TAIR (http://www.arabidopsis.org) és NASC (http://arabidopsis.info/) honlapjain taldlhato

naprakész formaban. Jelenleg koriilbeliil 27,000 génrdl tudunk, mely 37,000 kiilonb6z6
fehérjét kodol (beleszamolva az alternativ intron kivagddassal (Gn. splicing) késziild6 mRNS
izoformak altal kodolt fehérjeket is).

Rédei Gyorgy korai munkdssdga sordn optimalizalta az Arabidopsis-szal végzett
mutacids kisérleteket nagyszaml mutagén vegyiiletet és kiilonb6z6 energiaju sugarforrasokat
(Rontgen, gyors neutron etc.) vizsgalva. Eredményeinek koszonhetéen (Koncz és mtsai.,
1992) a génmutaciok gyakorisagabol pontosan meg tudta becsiilni az Arabidopsis genom altal
kodolt gének szamat (27,875), amely kozel azonos a genomszekvencia alapjan talalt gének
szamaval. Tovabba kidolgozta a mutagenezis kisérletek matematikai statisztikai alapjat és
nagyszamu mutdns izolalasaval bizonyitotta, hogy az Arabidopsis-szal végzett mutacios
kisérletek koltsége a genetikdban hasznalt mas novényfajokhoz képest (pl. kukorica, arpa, rizs
stb.) a legalacsonyabb. Koncz Csabdval, a kolni Max-Planck Intézetben dolgozé magyar
kutatoval egyiittmiikodve, Rédei Gyorgy kidolgozta az Arabidopsis Agrobaktériummal
novényi kromoszomakba integralodd Agrobaktérium Ti-plazmid T-DNS-ének segitségével
(Koncz ¢és mtsai.,, 1992; Koncz ¢és mtsai, 2002). A T-DNS kromoszomalis

hatarszekvencidinak meghatdrozasaval ezek utan lehetségessé valt inszerciés mutaciok
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azonositasa a legtobb Arabidopsis génben, kivéve azokat, amelyek mutacidja gametofita
letalitast eredményez. Az emlitett kémiai, fizikai ill. inszercidés mutagenezis modszereket
hasznalva, az Arabidopsis génekrdl kapott informécio konnyen alkalmazhatdva valt mas fajok
hasonld génjeinek a vizsgalatara, illetve megnyilt az ut a hasonld klasszikus vagy
transzforméciot alkalmazd technologidk célzott ¢és  hatékony alkalmazasdhoz a

mezOgazdasagi, ¢lelmiszeripari, ill. mas ipari felhasznalasokat célzé névénynemesitésben.

1.3. Auxin: alapvet6 fontossagu novényi hormon

Auxin volt az elsé névényi hormon, amelynek kémiai struktirajat, mint indol-ecetsav, 1938-
ben Kenneth V. Thimann hatdrozta meg. Kezdetben az auxin ndvekedést szabdlyozo hatasai
valtak ismertté, az auxinok csoportjaba tartozé hasonld hatdst indolszdrmazékokat ndvényi
novekedési faktoroknak nevezték, hogy megkiilonboztessék a sejtdifferenciaciot irdnyito allati
hormonokt6l. A ndvények esetében, az allati rendszerekhez hasonléan, hormonoknak
nevezzilk az olyan, alacsony koncentracidban eléfordulé anyagokat, amelyek egy adott
sejtcsoportban termelddnek, €és legtobb esetben més sejtekhez eljutva vagy a keletkezés
helyén hatasokat fejtenek ki specidlis receptorokhoz kotddve tobbféle jelatviteli Uton
keresztiil. Jelenleg ndvényi hormonhatdsi anyagoknak nevezziik az: auxin, gibberellin,
citokinin, abszcizinsav, brasszinoszteroid, és a légnemii etilén. Ezen kiviil vannak olyan
anyagok, melyeket szintén nevezhetiink ndvényi hormonnak, mint pl. a jazmonsav,
szalicilsav, vagy a peptid tipusu szisztemin, amelyek a ndvény védekezésében, ndvényi
kommunikécioban jatszanak fontos szerepet és hatdsukra a célsejt(ek) tulajdonsagai
megvaltoznak. Az alapvetd fontossagli ndvényi hormonok a ndvényfejlodes,
sejtdifferencidcio, szervfejlédés, novekedési és kornyezeti valaszok kiillonbozd fazisainak
iranyitasaban toltenek be kdzponti szerepet. Sok esetben nem lehet egyértelmiien elkiiloniteni
az egyes hormonok hatasait és az altaluk kivaltott specifikus sejtvalaszokat, mivel a
kiilonboz6 hormonok egymads hatasait felerdsithetik vagy gatolhatjak, ami még az egymashoz
viszonyitott ardnyuktdl fliggden is valtozhat. A hormonok egymadsra gyakorolt hatisa
komplex folyamat; jelenleg is folyik az egyes jelatviteli utak halozatainak pontos
feltérképezése és Osszeflizése. A hormonhatds mértéke ezen kiviil a szovetek, szervek adott
hormonra val6 érzékenységétdl is fligg. Auxin esetében mar az 1930-as évek végén leirtdk ezt

a dozisfiiggd hatast (Thimann, 1938).



Az egyes sejtek, ill. sejtcsoportok valtozdsa az egész ndvény szintjén hatva
megvaltoztathatja annak fizikai, ill. kémiai jellemz6it. A novények kiilonb6z6 moddon
befolyasoljak a hormonok szintjét. Bizonyos esetekben negativ vagy pozitiv visszacsatolas
vagy mas hormon hatdsara valtozik az adott hormon szintje. Erre tobb lehetdség is adodik: a
szintézis mértékének a valtozasa; kiilonféle molekulakkal 6sszekapcsolodva atmenetileg vagy
végleg elvesztik aktivitasukat; a transzport irdnyanak és mértékének valtozasa, vagy pl. a
lebontd utak aktivitdsanak valtozasa. Az Arabidopsis, mint modellnovény felhasznalasaval
lehetdvé valt a ndvényi hormonérzékeld ¢és szignalatviteli mechanizmusok genetikai
vizsgalata. Ezéltal kiilonbdzé hormonhatidsokat megvaltoztaté mutacidkat lehetett izoldlni, az
azoknak  megfeleld6 géneket azonositani, moddositani és  hatasukat  vizsgdlni
transzformaciojukat kovetden mutans vagy kontrol, un. vadtipusu ndovényekben. Az igy kapott
informaciok felhasznalasaval felderithetdvé valt a kiilonb6zé hormonok ndvekedésben és
fejlodésben betdltott szerepe, az Osszetett jelatviteli utak egyes elemeinek részletes analizise

(Erdei, 2004).

1.4. Klasszikus élettani kisérletek auxinnal

Charles Darwin az evoltci6 atyja, 1859-ben jelentette meg a The Origin of Species (magyarul
elészor 1873-ban jelent meg: A fajok eredete a természetes kivalas Utjan) cimii konyvét. Az
mar kevésbé koztudott, hogy 6 és fia Francis, a ndvények tanulmanyozasaval olyan
kovetkeztetéseket vontak le, mely a késdbbiekben kiindulopontként szolgalhatott mas
kutatoknak. Az 1880-as években megtigyelték, hogy az egyszikliek k6z¢ tartozo kanari kdles
(Phalaris canariensis) csirdzésa soran megjelend koleoptil (amely az elsddleges levelet védi),
az egyiranyu oldals6 megvilagitasra a fény felé gorbiil. A gorog (el) fordulni (tropos) igébol
képezve alkottdk meg a fototropizmus kifejezést mely a fény felé fordulast jeloli.
Tropizmusnak neveziink minden olyan helyzetvaltoztatd mozgast, mely valamilyen kémiai
vagy fizikai inger hatdsra jon 1étre. Az inger felé kozeledé mozgast pozitiv, mig att6l tavolodd

mozgast negativ eldjellel jeloljiik (Darwin 1881).

Az 1930-as években alkottdk meg az auxin sz6t, mely a gordg auxein
(megndvelni/ndvekedni) szobol ered, kifejezve, hogy a kezdeti kisérletekben az auxint foképp

kiilonboz6é novekedési tesztekben vizsgaltak. Az auxin f6 formdja, az indol-3-ecetsav (IES)



felfedezését kovetden (Thimann, 1938) szamos mas indolszarmazékot azonositottak, amelyek

IES-hez hasonlo aktivitassal rendelkeznek (1. Abra).

OH

N
H

indol-3-ecetsav (IES) indol-3-vajsav (IBA)

1. Abra: Két természetes auxinforma. Az IES minden novényben el6fordul, mig az IBA a

kukoricaban és pillangosokban fordul eld, illetve IES eldanyaga is. Strader és Bartel (2011) alapjan.

A zab koleoptil gorbiilési teszteken kiviil megfigyelték egyéb hatasat is az IES-nek. Az IES
szerepet jatszik az csucsdominancidban, és hatdsara ndvényi tumor is kialakulhat (Went és
Thimann, 1937), valamint fokozza a gyodkeresedést is (Thimann, 1938). Az auxinok
transzportjaval kapcsolatban mar a 30-as években rajottek annak iranyitottsagara. IES
tartalmt agarkockat helyeztek egy levagott zab koloeptil darabra, mig a masik végére csak
agarkockat helyeztek. Azt tapasztaltak, hogy az IES megjelenik a fogado agarkockéaban, de
csak akkor, ha a koleoptil darab csucsi részére helyezték a hatdanyagot tartalmazo6 agarkockat,
mig ellenkezd esetben nem volt kimutathatd vandorlds (Went, 1935). Ezt a transzportot a

gravitacidé nem befolyésolta.

1.5. Az indol-3-ecetsav bioszintézise

Az IES kémiai szerkezetét, gyokeresedést indukalo, illetve oldalhajtds gatlo hatdsat, a
szovetek kiilonbozd érzékenységét, iranyitott szallitdsat és szintézisét feltaro kezdeti
kisérletek utan az egyik legfontosabb kérdés az volt, hogyan és hol szintetizalodik az auxin.
Az auxin bioszintézis folyamatanak pontos felderitése még a mai napig sem zarult le. Az IES
bioszintézise a gyorsan novekedd szervekhez kothetd, ebbdl is kiemelkednek a hajtascsucs ill.

a gyokércsucs osztddo sejtjei.



Novényekben tobbféle bioszintézis utat is leirtak, ezek kiindulasi alapja az indol, ami
egy gyurls vegyiilet, és az ebbdl kialakulo triptofan aminosav az alapja az IES szintézis
utnak. A triptamin (TAM) bioszintézis ut sordn a triptofan-dekarboxildz enzim triptamint
(TAM) allit el6 a triptofanbdl, amit az amin-oxiddz indol-3-acetaldehidd¢ (IAAld) alakit at,
majd azt egy dehidrogenaz enzim konvertal IES-¢. Az indol-3-acetonitril (IAN) bioszintézis
ut soran, triptofanbol a CYP79B2 és CYP79B3 citokrom P450 tipusu enzimek az indol-3-
acetaldoxim (IAOx) koztes terméket allitjak eld, amibdl indol-3-acetonitril (IAN), majd egy
nitrilaz enzim kozbeiktatdsdval IES lesz (Zhao és mtsai., 2002). A bakteridlis, tin. IAM
bioszintézis Ut soran a triptofanbdl monooxigenaz enzim hatasara indol-3-acetamid (IAM)
koztes termék egy hidrolaz hatasara alakul IES-¢. Ez a bioszintézis Ut az Agrobaktériummal
fertdzott novényi tumor sejtekben aktiv. IES, a triptofan bioszintézisben mutans ndvények
(trp2 illetve trp3 mutansok) esetében is kimutathatdo volt, vagyis 1étezik egy triptofan-
fiiggetlen bioszintézis Ut is, ahol az indol gylirlibdl indol-3-piroszélésav (IPA) majd IES
keletkezik.

Indel

IAOX — JAM

74

2. Abra. Kiilonbozé IES bioszintézis utak osszefoglalisa Mashiguchi és mtsai. (2011) alapjan.
IAM, indole-3-acetamid; IAOx, indole-3-acetaldoxim; TAM, triptamine; IPA, indole-3-pirosz6lésav;
IAN, indole-3-acetonitril; IAAld, indole-3-acetaldehid; IES indole-3-ecetsav.

Napjainkban az egyre nagyobb szdmban elérhetd Arabidopsis mutansok segitségével egyre
kozelebb keriiliink ahhoz, hogy jobban megismerjiik az IES bioszintézisét, a kiilonb6z6 szintézis utak

kapcsolatat egymassal (2. Abra). Ennek koszonhetd annak a felismerése is, hogy az eddig baktérium
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speficikusnak gondolt TAM szintézis Ut megtalalhatd Arabidopsis-ban és mas nodvényfajban is
(Pollmann és mtsai., 2009; Mashiguchi és mtsai., 2011). Az IES szintéziséhez hasonloan, az IES
lebontasa szintén tobbféle tton torténhet. Altaldban a hormonok inaktivalodasa két modon
torténhet, visszafordithaté méddon, amikor a hormon még visszaalakulhat aktiv formava,
legtobbszor ez a hormon tarolasi-szallitasi formdja, vagy enzimatikus modositas révén torténd
teljes inaktivalodassal. Az IES esetében az elsére példa a konjugatumképzés kiilonféle kis
molekulastlyt vegyiiletekkel, mint példaul kiilonféle aminosavakkal; az IES gliikozzal és
myo-inozittal képzett észterei, valamint gliikanokkal és glikoproteinekkel alkotott vegyiiletei.
Novényi fajtol fligg, hogy az IES melyik modositott formdja a leggyakoribb. Az IES
irreverzibilis inaktivalodasa, ill. lebontdsa az IES-oxidaz és tobbféle peroxidaz segitségével
torténik, amelyet mdas molekuldkkal torténd konjugéaci6 is kovethet. Sejtmentes
készitményekben kimutattdk az IES fény hatasara torténd nem enzimatikus fotooxidaciojat is,

melyet a ndvényi pigmentek jelenléte is fokoz (Erdei, 2004).

1.6. Az IES transzportja

A mult szdzad 30-as éveiben megjelent kozlemények és konyvfejezetek sok mindent
Osszegylijtottek az auxinhatas fiziologiai paramétereirél. Igy nyilvanvalova valt, hogy az
auxin aktiv mddon, polérisan és a gravitaciotol fliggetleniil szallitodik a hajtascsucsbol, ami
az IES szintézis egyik f6 helye, més szervek fel¢ (Went, 1935). Ezt tdmasztotta ald az a
klasszikus észlelés is, hogy orientaciotol fliggetleniil egy adott szarrész mindig a bazalis
(gyokérfelé nézd) felén hoz masodlagos gyokereket. Szoveti szinten, az auxin hosszatavu
transzportja a hajtadscsticstol a gyokér irdnyaba a szar hancselmeihez kapcsolodik,
egysziklieckben pedig a parenchimalis sejtekhez. A gyokérben a gyokércsucs felé a
faelemekben is torténik IES szallitds, mig a gyokércslicstdl a hajtas irdnyba az aktiv IES
tovabbitas transzportfehérjék segitségét igényli. Az utobbi aktiv transzport jatszik szerepet
tobbek kozott a gravitropikus valasz, az oldalgyokér képzodés illetve a gydkérmegnyulés
szabalyozasaban. Az embriofejlédés sordn az aktiv transzport révén kialakulo

auxingradiensnek kdszonhetden alakul ki az embrid polaritésa.

Az IES transzportja a szimplasztikus, sejtek kozotti térben passziv, amig a sejtbe
jutasa utan a citoplazman keresztiil a plazmamembranokon 4t aktiv folyamat. Ezen kiviil, az

IES a hancselemekben is transzportalddhat, mint barmely mas névény altal eldallitott termék,

11



nem iranyitott (bulk flow) moédon. Az aktiv transzportfolyamatok esetében az auxin sejtekbe
jutasat segitd fehérjéket influx hordozoknak, mig az auxin sejtbdl vald exportjat katalizald
faktorokat efflux hordozoknak nevezik. Ezek elhelyezkedése, tulajdonsagai és szabalyozasa
hatdrozza meg az IES szallitas irdnyat és sebességét. A sejtekben szintetizalodd IES
deprotonalt anion (IES") formadban fordul eld, mivel gyenge sav és a citoplazmaban kozel
semleges pH van. Ez a forma nem membran permeabilis, a kijutdshoz sziikségesek az efflux
csatornamolekuldk. A sejtek kozotti térben, jellemzden a pH érték a savas, ezért ott az IES
egy része (korilbeliill 15-35%-a) protonalt formdban talalhatd, mely a plazmamembranon
keresztiil difftizioval jut a sejtbe. Ezért a maradék IES sejtbe juttatasahoz sziikség van az aktiv
transzportra is. A sejtfali alacsonyabb pH-t okoz6 protontobblet energidjara épiild
transzportfolyamatok teszik lehetdvé az IES sejtrol sejtre torténd polaris aktiv transzportjat. A
sejtbe az IES H -ionnal kapcsolt egyiittes transzport segitségével 1ép be, az AUX1 ill. LAXI,
LAX2 ¢és LAX3 (Like Auxl) nevll influx transzporterek segitségével, amelyek mind a
szarban, mind a gyokérben eléfordulnak. Az AUX1 dontd szerepet jatszik az IES gyokércstics
felé iranyitott transzportjaban, az els6dleges hancselemekben. Emellett, az AUX1 funkcidja
sziikséges a gyoOkércstics nyugvo centrumabdl (Gn. quiescent center, az auxin szintézis
gyokérbeli kozpontja) a gyokér borszoveti sejtjein keresztiil a hajtads felé irdnyuld IES
transzporthoz is (Swarup és mtsai., 2001). Az utobbi, a gyokértdl a hajtas felé iranyuld AUX1
kozvetitett auxin traszport esszencidlis a gyokerek pozitiv gravitropikus valaszanak
szabalyozasaban, de 1ényeges szerepet jatszik a gyokérszorok differencidlédasaban is. Ezzel
szemben, a LAX2 fehérje a szallitonyaldbok és oldalgydkerek korai fejédésében tolt be
specialis iranyitod szerepet. Az AUX1-hez hasonloan, a LAX3 influx hordoz6 az oldalgydkér
€s a csirazas soran észlelhetd csticsi kampd (apical hook) kialakulasdban jatszik szerepet. Az
AUXI1 ¢és LAX influx hordozok tovabbi specidlis funkcioit jelzi az, hogy a levelek megfeleld
elrendezddése a novények szaran az auxl, laxl és lax2 mutansokban zavart szenved (Swarup

¢s Peéret, 2012).
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1.7. Auxin export fehérjék

1.7.1. PGP/ABCB transzporterek

Az auxin polaris exportjat iranyitdo efflux hordoz6 fehérjék egyik csaladjat a foszfo-
glikoprotein (PGP) ABCB (ATP-Bindig-Casette (ABC) B subgroup) transzporterek alkotjak.
Jelenleg 21 PGP/ABCB transzporter ismert Arabidopsis-ban, amelyek koziil az auxin
transzport szempontjabol a legjobban tanulmanyozottak az ABCB1, ABCB4, ABCB19 (vagy
mas nevezéktan szerint PGP1, PGP4, PGP19) transzporterek. Mivel a PGP/ABCB
transzporterek nem polarisan helyezkednek el a plazmamembranban, ezért az auxin gradiens
kialakitasaban asszisztens, viszont a bazipetalis (gyokértdl a hajtas iranyaban torténd)
transzportban aktiv szerepet jatszanak (Kramer és Bennett, 2006; Geisler és Murphy, 2006;
Titapiwatanakun és Murphy, 2009). A PGP/ABCB fehérjék jelentdségét mutatja az, hogy
hianyukban egy pleiotrop fenotipus alakul ki, amit torpeség, rovidebb internddiumok és
csoOkkent gravitropikus valasz jellemez az auxin transzportban bekovetkezett csokkenés
kovetkezményeként. Egysziki PGP/ABCB homologok mutéciéi hasonld fenotipust
indukdlnak (Geisler és Murphy, 2006). Az ABCB4-es fehérjének nemcsak auxin export,
hanem import funkcidja is van, melyet heteroldg élesztd, ill. allati rendszerben vald

vizsgalatokkal mutattak ki (Titapiwatanakun és Murphy, 2009).

A PGP fehérjék stabilizaljdk mas auxin transzportfehérjék (pl., PIN1 és PIN2, lasd
késObb) komplexeit a plazmamembranban. Heterolog rendszerben kimutattdk, hogy a PGP1;
PGP19 és a PIN1 kozott szinergikus a kapcsolat, amig ugyanezen két fehérje a PIN2-vel
antagonisztikus szabalyozé kapcsolatban van (Bandyopadhyay és mtsai., 2007; Blakeslee és
mtsai., 2005). Az ABCB4 transzportfehérje hianya Arabidopsis-ban fokozott oldalgyokér
képzddést, illetve hosszabb gyokérszoroket eredményez a megvaltozott auxin eloszlas miatt

(Santelia és mtsai., 2005; Terasaka és mtsai., 2005; Kerr és Bennett, 2007).

1.7.2. PIN (PINFORM) auxin efflux hordozdok

Az auxin exportot szabdlyoz6 efflux hordozok (vagy angolul facilitator-ok) legjobban
tanulmanyozott csaladjat a PIN fehérjék alkotjak. Neviiket a pin/ (pinform-1) muténs

jellegzetes tliszerli (nem elagazd, egyenes) viragtengelyérdl kaptdk (Goto és mtsai., 1987),
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amelynek jellemzo6i a deformalt levélstruktara, a levelek nem szabalyos elhelyezkedése és a
komplex karfiolra, ill. tumorra emlékeztetd, a virag helyett fejlodé degeneralt reproduktiv
szovetek. Az auxin transzport €s a PIN1 fehérje kozotti funkciondlis kapcsolatot jelzi az, hogy
NPA (9-hydroxyfluorene-9-carboxylic acid vagy N-(1-naphthyl) phthalamic acid) auxin
transzport inhibitorral kezelt Arabidopsis novények tipikus pinform mutdns fenotipust
mutatnak. A pin/ mutansban a hajtascsucstol a gyokeér felé iranyuld (un. bazipetalis) polaris
auxin transzport 80-90%-al kevesebb a vadtipushoz hasonlitva. Az NPA-val kezelt
Arabidopsis ndvények virdgzati tengelyében az IES transzport hasonld gatlast mutat (Okada
¢s mtsai., 1991). A PIN1 fehérje volt az elsd, amelyrdl kimutattdk, hogy esszencialis a polaris
auxin export fenntartdsdhoz, bar a fehérje maga nem rendelkezik tipikus transzporterekre
jellemz6 doménekkel. Habar a PIN1 fehérje Xenopus éretlen petesejtjeiben és €lesztoben is
serkenti az auxin exportot (Petrasek és mtsai., 2006), nem teljesen kizarhato, hogy ehhez egy
konzervalt endogén transzporter sziikséges. Ezért, a PIN faktorok elnevezésében még ma is
elényben részesitett az auxin transzportot segitdé (Un. facilitator) megjelolés a transzporter

vagy csatorna elnevezés helyett.

A PINI1 fehérje sziikséges a hajtascsucsbol gyokérbe iranyuld sejtbdl sejtbe torténd
auxin exporthoz, ennek megfelelden a viragzati tengely xilém-parenchima sejtek gyokérhez
kozelebbi als6 membranjaiban lokalizalodik (Géalweiler és mtsai., 1998; Palme és Gélweiler,
1999). A PIN1 fehérje hét tovabbi PIN homologgal mutat kdzeli rokonsagot Arabidopsis-ban.
A PIN csaldd tagjai hordoznak egy citoplazmatikus hidrofil hurkot, amelyet mindkét oldalon
4-5 transzmembran régid hatarol. A plazmamembranban lokalizalt PIN1, PIN2, PIN3, PIN4
¢és PIN7 esetében a citoplazma felé nézé hurok hosszabb a PINS, PIN6 és PIN8 fehérjékhez
hasonlitva, amelyek az endoplazmatikus retikulum asszocidlt fehérjék (Swarup és Péret,
2012). A centralis hidrofil hurkon torténik a PIN fehérjék poszttranszlaciés modositasa, mely
hatassal van a fehérje lokalizacigjdra, aktivitasara, ill. stabilitdsara (Ganguly és mtsai., 2012;

Lofke és mtsai., 2013).

A PIN auxin export fehérjék térbeli €s iddbeli expresszios kiilonbségének
kdszonhetden minden egyes PIN fehérje mas-mas folyamatot szabalyoz, amelyek biztositjak a
ndvényekben az intra- ill. intercelluldris auxin homeosztazis fenntartdsat a tobbi transzport
fehérjével egylittmiikddve. A PIN1 fehérje a szallitonyaldbok differencidlodasaban jatszik {6
szerepet (Gélweiler és mtsai.,1998) a PIN4 ¢és PIN7 fehérjékkel egyiitt f6 funkcidja a
bazipetalis (hajtascsucstol gyokér fel¢ iranyuld) auxin dramlds irdnyitdsa az embriofejlodés

soran, amely az embridtengely cstics-gyokér polaritasat hatarozza meg (Friml és mitsai.,
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2003b). A csirandvény csucsi kampodjanak kialakitdsdban az etilén hormonnal
kolcsonhatasban szilikséges a megfeleld auxingradiens kialakulasa, amelyben a PIN3 efflux
hordoz6 a PIN1, PIN4 és PIN7 fehérjékkel egylittmitkddésben jatszik f6 szerepet (Zadnikova
¢s mtsai., 2010). A PIN6 fehérje sziikséges a normalis gyokérfejlodéshez (Cazzonelli és
mtsai., 2013), de a porzéfejlédében és nektartermelésben is 1ényeges szerepet jatszik (Bender
¢s mtsai., 2013). A PINS5 ¢és PINS fehérjék a sejten beliili auxin homeosztazis fenntartasaért
feleldsek (Mravec, 2009), de a PINS8 funkci6 sziikséges a pollenfejlddés folyamataiban is (Dal
Bosco és mtsai., 2012a; Dal Bosco és mtsai., 2012b).

1.8. Auxin jelatvitel

Az auxin jelatvitel is azt az altaldnosan leirhat6 utat kdveti, mikor a célallomdsra transzport
segitségével eljutott hormon a receptorhoz kapcsolédva kifejti a hatasat. A receptor
kapcsolodast kovetden aktivalodhatnak masodlagos hirvivo rendszerek, amelyek megfeleld
transzkripcids faktorok aktivaldsan vagy gatlasan keresztiill befolydsoljak a célgének
transzkripcigjat, létrehozva a megfelelé valaszt. Az auxinhatds kozvetitése legalabb két
receptorhoz kdothetd. Az egyik, az ABP1 (Auxin Binding Protein 1) fehérje, amely a
plazmamembranhoz kapcsolodik egy rogzitd fehérje segitségével. Az abpl mutacido embrid
letalitast okoz, az embrid azon stadiumaban, amikor a globuléris fazisbol a szivfazisba alakul
at (Chen és mtsai., 2001). Az ABP1 fehérje jelentds része az endoplazmatikus retikulum
membranrendszerében taldlhatd, csak kisebb hanyada fordul el6 a plazmamembranban.
Azonban, csak a plazmamembranban talalhatdo APB1 képes az IES-t kotni, mégpedig az ottani
alacsonyabb pH miatt (Tromas €s mtsai.,, 2010). Az ABP1 fehérje IES kotés utan tobbféle
jelatviteli faktort képes aktivalni, mint példdul az ATP-fliggd proton pumpat, amely
hozzajarul a sejtfal savasoddsdhoz és ez altal a sejtmegnyulashoz is. Az ABPI tovabba
indukalja az ioncsatornak és vizcsatorndk aktivalasat, a citoszolikus Ca*'-ion koncentracié
emelkedését, valamint a masodlagos hirvivé rendszereket is. Erdekes médon az IES kotédése
az ABP1-hez gatolja a PIN1 fehérje klatrin-fliggd endocitdzisat (Chen és mtsai., 2012; Strader
¢s Nemhauser, 2013; Sauer és mtsai., 2013). Az ABP1 fehérje altal kivaltott auxin vélasz a
gyors génexpresszid megvaltozasa nélkiili auxin hatasokért felelds, ugyanakkor a masodlagos

jelatviteli utak aktivalasa révén bizonyos gének expressziojara is hatassal van.

15



Ezzel szemben a masodik auxin jelatviteli ut, kozvetlenil a génexpresszid
megvaltoztatasaban nyilvanul meg. Ennek az alapja az, hogy egy szolubilis auxinkotd fehérje
struktirdja Ggy valtozik meg auxin hatasara, hogy az képes az auxin-indukalt géneket gatlas
alatt tarto6 AUX/IAA transzkripcios represszor fehérjéket ubiquitinhoz kapcsolni és ez altal
proteoszoma kozvetitette lebontasra elOkésziteni, ami a célgének transzkripcios
derepresszidjahoz vezet. Auxin hidnyaban az AUX/IAA represszorfehérjék az ARF (Auxin
Responsive Factor) transzkripcios aktivatorok mikddését gatoljadk, miutan komplexet
képeznek veliik. Az auxin, az ARF aktivatorok révén szabalyozza azokat a géneket, amelyek
Arabidopsis-ban 23 ARFs kapcsolddik sejt- és  szovetspecifitasuknak megfeleld
kombinaciokban 29 AUX/IAA represszorral. Az auxin a TIR1 (Transport Inhibitor
Responsel)/AFB (Auxin Signaling F-box) nevii F-box domént tartalmazé fehérjéhez kotddik,
amelyek az auxin receptor fehérjék masik csaladjat képviselik. A TIR1/AFB F-box fehérjék
SCF (SKP-cullin-F-box) ubiquitin E3 ligdz komplex szubsztrdt adaptor alegységeiként
mikddnek, amelyek az AUX/IAA represszorok felismeréséért feleldsek. Az auxin kotddése a
TIR1/AFB F-box fehérjék egyik leucin-gazdag ismétlddd doménjéhez olyan konformacid
valtozéast indukél, amely lehetdévé teszi az AUX/IAA represszor fehérjék stabil kotddését
(ragaszto effektus) a TIRI/AFB F-box fehérjékhez és ez éltal az SCFTRVAFB ubiqitin ligdz
komplexekhez. Ennek kovetkeztében az AUX/IAA represszorok poliubiquitinalédnak és igy a
26S proteoszoma altal degradalodhatnak. Az AUX/TAA represszorok eltavolitasa
kovetkezésképpen aktivalja ARF-regulalt gének transzkripciojat (Woodward és Bartel, 2005;
Paciorek és Friml, 2006; Quint és Gray, 2006; Sauer és mtsai., 2013; Saini és mtsai., 2013).
Az ARF-regulalta Un. korai gének kozé tartoznak a SAUR (Small Auxin-Up RNA ) és GH3
(auxin konjugacié) transzkripcioban, jelatvitelben és auxin lebontdsban szerepet jatszo
fehérjéket kodolod csaladok, amelyek aktivalddasa perceken beliil bekovetkezik (Kumar és
mtsai., 2012). Az AUX/IAA represszorokat kodold gének is a korai auxin aktivalt gének
csaladjaba tartoznak, azaz az AUX/IAA faktorok sajat maguk expresszidjat is szabalyozzak
mintegy negativ visszacsatolasként. Az Gn. auxin-indukalt késdi gének, mint pl. a glutathion-
S-transferaz és ACC szintaz (1-Aminociklopropankarbonsav szintdz; etilén prekurzor)
enzimek aktivalodasa 2-4 6raval az auxinszint emelkedése utan észlelhetd. A késéi auxin-
indukalt gének foleg a stressz adaptacioban jatszanak szerepet. A transzportfehérjék hatasara
kialakul6 helyi auxinszint valtozasok, a megfeleld szignalatviteli utak aktivalasan vagy éppen
gatlasan keresztiil génexpresszios valaszokat hoznak létre, amelyek hatdsara alakul ki a

kornyezeti és fejlodésbeli valaszok bonyolult mintazata.
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1.9. Az auxin szerepe a novényi gravitropikus valaszok szabalyozasaban

Mint azt mar emlitettilk, a tropizmus gordg eredetli szé (trope), mely fordulast jelent. A
jellegét tekintve kétféle tipusa van, negativ tropizmus mikor a stimulustol el, amig pozitiv
mikor a kivalté stimulus felé torténik a fordulds/novekedés iranya ndvények esetében. A
novényi tropikus valaszok harom f6 formajat kiilonboztetjik meg: a gravitropizmus
(gravitacio hatasa), a fototropizmus (fény hatdsa) és tigmotropizmus (érintésre valo reagalas).
Az auxinnak kiilonosen fontos szerepe van a gravitropizmusban. Amint azt mar korabban
emlittettiik, a magbdl kicsirazé novények gyodkere pozitiv gravitropizmust mutat, a Fold
kozéppontja felé indul fejlédésnek. A foldben taldlhatéak azok a vizben oldott dsvanyi
anyagok (makro és mikroelemek), amelyeket a ndvények a gyokéren keresztiil vesznek fel és
nélkiilozhetetlenek a ndvények fejlodédéhez. Ezzel szemben, a foldfeletti fotoszintetizalo
hajtds negativ gravitropikus novekedését Osszehangolja a fény iranyaba torténd pozitiv
fototropikus megnyulési véalaszaval. A fototropikus vélasz eredeti leirdsa soran, Darwin és fia
figyelték meg azt a jelenséget, hogy a fiifélék koleoptilja képes az aszimmetrikus megvilagitas
soran a fény felé noni, mig ha letakarjak a csucsot, akkor nincs ilyen irdnyu névekedés a csucs
alatti régioban. Feltételeztek egy kozvetitd anyag jelenlétét a cstcs és a forduldsért felelds
régid kozott (Darwin, 1880). Késébb vilagossa valt, hogy a fotoropizmus altal indukalt
asszimmetrikus sejtmegnytlas a hajtasban, a gyokér gravitropikus valaszdhoz hasonloan

Osszefiiggést mutat az auxin aszimmetrikus eloszlasaval.

Amennyiben valamely fizikai hatdsra nyugalmi helyzete megvaltozik, a névény az
érzékeld rendszerei segitségével felismeri a megvaltozott koriilményeket, €s megteleld
vélaszreakciot ad. JO példa erre, amikor a gyokér novekedése kozben akadalyba {itkozik,
akkor azt megkeriili egy tigmotropizmus iranyitotta valasszal, majd ndvekedése visszaall az
eredeti, Fold kdzzéppontja felé mutatd gravitropikus vektor irdnyaba. Hasonldan, a viz- vagy
taplalékvektor is eltéritheti a gyokér novekedését a fliggdleges iranytol, ami altal akar egy torz
gyokérstruktira is képes kialakulni a ndvény stabilitdsat is veszélyeztetve. Amint ez a
kényszerité erd megszlinik, a gyokér ujbol a fold kozéppontja felé¢ fordul. A gravitropikus
érzékelés négy jol koriilhatarolt féazisra kiilonithetd el: érzékelés, jelformalds, intra-
/intercelluléris jelatvitel, majd az ezt kdvetd valasz, ami egy aszimmetrikus megnyuldsban

jelentkezik az adott szerv két oldala k6zott (Morita és Tasaka, 2004; Morita és mtsai., 20006).
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A legtobb magasabbrendii novénynek két gravitaciot érzékeld sejtcsoportja, ill. szerve van.
Az egyik a hipokotil és szar, ill. a viragzati tengely endodermisz sejtrétege (Tasaka €s mtsai.,
1999; Morita és Tasaka, 2004), amely a hajtas negativ geotropikus valaszainak iranyitasaért
felelds. A gyokérben talalhaté masik szervet a gyokérsiiveg kolumella sejtjei alkotjak, amely
specifikus szenzorként érzékeli a gravitacids vektor megvaltozott irdnyat (Sack 1997; Perrin

¢s mtsai., 2005).

Az Arabidopsis thaliana gyokérfelépitését a 3. Abra szemlélteti. A gyokér osztodasi
zongjat (melynek része a nyugvd kozpont, quiescent center, QC is) a gyokérsiiveg védi. Itt
talalhat6 a gyokér gravitropikus jelérzékelésének a helye, a kolumella sejtréteg, amely segiti a
gyokér eldrejutdsat a talajban a csucsi sejtek levalasa és elfolyosodasa révén. Az osztodasi
régidban torténik a sejtosztddas, a megnyulasi zona a sejtek megnytlasaért felelds régio, ez a
helye a gravitropikus fordulasnak is. A sok gyokérszort tartalmazé érési vagy felszivasi zona
a kovetkezd, ahol a gyokér végleges strukturaja kialakul, amely a tapanyagok és viz talajbol
torténd felvételéért felelés. Ezen régiok egyiittes hossza Arabidopsis esetében a

gyokércstestol szamitva minddsszesen csak néhany milliméter.
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3. Abra. Az Arabidopsis gyokér szerkezeti
felépitése Taiz és Zeiger (2010) alapjan.
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Amint azt fentebb emlitettiik, a tropikus valaszok esetében ¢észlelt aszimmetrikus
sejtmegnyulasi reakciokért dontd részben az auxin aszimmetrikus térbeli és iddbeli eloszlasa
felelos, amelynek kialakuldsat az auxin transzportfehérjék szabalyozzak. A hajtascsticsban
szintetizalodd auxin a gyokércsucs felé vandorol, amig az itt szintetizdlodé auxin az
borszoveti sejtrégeken keresztiil a hajtascsucs felé elhelyezkedd gyokér megnyuldsi zonaba
transzportalodik. A fiiggélegesen novekvé gyokérben a kiilonb6z6 PIN fehérjék
elhelyezkedése, ¢és azok lokalizacigja alakitja ki a megfeleld auxin eloszlast. A hajtasbol az
auxin a hancselemek ABCB19/PGP19, PIN1 és PIN3 exportfehérjéinek irdnyitasaval a
gyokér felé transzportadlodik. A PIN1 fehérje elhelyezkedése mar az embrionalis korban
meghatarozza a leendd gyokér kialakuldsdnak a megfeleld helyét (Reinhardt és mtsai., 2000;
Heisler és mtsai., 2005). A gyokérben, a kdzponti henger/bélszovet részen dramlik az auxin a
gyokércstces felé, amelyben a PIN1, PIN3, PIN4 és PIN7 fehérjék vesznek részt (Ganguly és
mtsai., 2012). A nyugvo centrum alatti igynevezett oszlopos vagy kolumella régidban éri el
az auxinszint a maximumat. Ezutdn, az auxin transzportja a gyokércstcstol a szar felé
folytatddik a borszoveti rétegben a megnyuldsi zonaig, majd ott visszaaramlik a kortex

rétegben a gyokércsucs felé 4. Abra.

4. Abra. A PIN auxin transzport fehérjék elhelyezkedése
az  Arabidopsis gyokércsucsi régiojaban, fiiggdleges
helyzetii gyokér esetében. A kék szin mélysége az auxin
tartalommal ardnyos. A nyilak az auxindramlds irdnyat

mutatjak Krecek és mtsai., 2009 alapjan.

— PIN1 PIN4
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A gyokérben az auxin transzportfehérjék elhelyezkedését mindig a fiiggdlegesen allo
gyOkércsucshoz viszonyitjuk (ami a gravitacios vektorral megegyezd iranyt jelol), akarcsak az
adott sejt helyzetét is. Vagyis egy sejt alsé fele ebben az esetben a gyokércsucs feldli oldalat
jelenti, mig a fels6 része a sejtnek a csucstdl nézve a tdvolabbi oldala. A PIN1, PIN3, PIN4 és
a PIN7 fehérjék a kozponti henger/bélszéveti sejtek, a PIN4 hordozok pedig a kozépsod
0sztodasi/QC sejtek als6 membranjaiban lokalizdlodnak (Kleine-Vehn és Friml, 2008). A
kolumella sejtekben a PIN3 és a PIN7 a sejtmembranban egyenletesen oszlik el. Szerepiik az
auxin gyokér borszoveti sejtsora felé¢ irdnyitdsdban van. A PIN2 auxin export fehérje a
borszdveti sejtek felsé plazmamembranjdban, mig a fiatal hancssejtek (un. kortex, a gyokér
osztodasi €s megnyulasi rész) als6 membranjaban helyezkedik el, 6sszhangban azzal, hogy a
boérszovetben a hajtascsucs felé¢, mig a fiatal hancssejteken a gyokércsucs felé mutatd auxin

korforgasban vesz részt (Kleine-Vehn és mtsai., 2008) 4. Abra.

1.10. Gravitacios jelérzékelés

A gravitropikus vélaszhoz sziikséges specialis jelatviteli ut elemei a jelérzékelés, jelformalas
¢s jelatvitel, valamint az ezt kovetd valasz (Masson és mtsai., 2002). A jelérzékelés {6 helye
az elsddleges gyokérben a kolumella sejtek 3-4 rétegli csoportja, ahol is a sejtek keményitot
tartalmazo amyloplasztiszai (sztatolitjai) a gravitacios vektor valtozé iranyanak megfeleléen
elmozdulnak. A kolumella sejtekben az endoplazmatikus retikulum (korben a sejtek alapi
részén) és a sejtmag (a sejtek nyugvd zondhoz kozelebbi felén, cstcsan) elhelyezkedése is
segiti a jelérzékelést (Morita, 2010). A gyOkérben a jelérzékelés helye és a valasz helyileg
eltér egymastol, a gyokércstcstol tavolabb, a megnyuldsi zondban torténik meg a gyokér
pozitiv gravitropikus elhajldsa. Ezzel szemben a szarban és a hipokotilban, az endodermisz
sejtsora tartalmaz gravistimulust érzékeld sztatocitdkat. A gyokér és hajtds gravitaciot
érzékeld sejtrétegeinek funkciondlis kiilonbségét illusztralja az, hogy az Arabidopsis
scarecrow (scr) és a short-root (shr) transzkripcids faktor mutadnsokban, ahol sem a
gyokérben sem a szarban nem alakul ki az endodermisz sejtrétege, a szar/hipokotil gravitacios
véalasza megsziinik, mig a gyokéré valtozatlanul miikodoképes marad. Ugyanakkor a
keményitOszintézisben hibas mutdnsok, mint példdul a keményitonélkiilli pgm

(phosphoglucomutase) mutans, csak nagy késéssel mutat gyonge gravitropikus valaszt mind
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gyOkérben, mind hajtasban (Morita, 2010; Hashiguchi és mtsai., 2013; Baldwin és mtsai.,
2013). Ennek az az oka, hogy a keményitdvel teli amiloplasztisz gyorsabban valtoztatja a
helyzetét, mint az iires, de helyileg ott van az iires is szemben az endodermisz mutansokkal,
ahol egyaltalan nincs amiloplasztisz tartalmu sejtréteg. gy az utobbi esetben habar késve, de
érzékelik a gravitacios jelet. A keményitOlebontdsban hianyos sex/ (starch excess) mutans
viszont gyorsabb gravitropikus valaszt ad szarban és gyokérben is (Vitha és mtsai., 2007). Az
endoplazmatikus retikulumra egyenletes terhelés esik a gyokér fiiggdleges novekedése
esetében. A gravitacids vektor iranyanak megvaltozasakor, az elmozdulo sztatolitok révén ez
az egyenletes nyomds megvaltozik, a sejt is deformalddik, ami aktivalja a mechanoszenzitiv
(nyomasra érzékeny) ioncsatornakat, megvaltoztatva a lokalis Ca** ion koncentraciot a sejten
beliil (Baldwin és mtsai., 2013; Toyota és Gilroy, 2013; Kurusu és mtsai., 2013). A teljes
mechanizmus azonban még nem felderitett. Gombak esetében hasonld rendszert talaltak, csak
ott olajtartalmu liposzomak toltik be a keményitdtartalmu sztatolitok funkcidjat (Grolig és

mtsai., 2006).

A Ca® ionkoncentracié megemelkedésével parhuzamosan, a sztatolit tartalmi sejtek
(sztatocitak) pH értéke par percen beliill megemelkedik kb. 0.5 értékkel, amit pH érzékeny
festékekkel mutattak ki (Fasano €s mtsai., 2001). Az apoplasztikus (sejtek kozotti) tér pH-ja
pedig csokken kb 1.0 egységgel. Ennek kovetkeztében, a kalcium/kalmodulin és az inozitol-
foszfat jelatviteli Ut elemei aktivalodnak, mely révén a gravitacio fizikai jele kémia jellé
alakul at, ami elinditja a gyokérgorbiilési folyamatot. A gorbiilés egy aszimmetrikus
novekedési forma, melyhez auxin gradiensnek kell kialakulnia. Az el6zdekben targyalt PIN

efflux fehérjéknek ebben van meghatirozo szerepiik.

A gravistimulalt gyokér sztatocitdiban (kolumella sejteiben) elhelyezkedd PIN3 auxin
efflux transzportfehérje lokalizacidja atmenetileg megvaltozik, a gravitacios vektor irdnyaba
ujrapozicionalt sejtek gravistimulus felé nézd als6 membranjaiban halmozodik fel (Kleine-
Vehn és mtsai., 2010). Egylittmiikodve a szintén ebben a régidban elhelyezkedd PIN4 ill.
PIN7 transzportfehérjékkel, a PIN3-nak igen fontos szerepe van a sztatocitdk mozgasa altal
indukalt gravitacios jelérzékeléshez kapcsolt auxin dramlds irdnyanak megvaltoztatasaban
(Friml és mtsai., 2002; Baldwin és mtsai., 2013). Ezt nevezziik a gravitacios és auxin jelek

konvergencidjanak.
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1.11. PIN2 szerepe a polaris aszimmetrikus auxin exportban

Amint ezt a 4. Abra is mutatja, a kiilonb6zé auxin transzportfehérjék specialis, polaros
elhelyezkedést mutatnak a sejtmembranban. Az endoplazmatikus retikulumban szintetizalodo
fehérjék a Golgi membranrendszeren keresztiil, specidlis poszt-transzlaciés modositasokat
kovetden jutnak el a plazmamembranhoz. Egy dinamikus szallitérendszer, az endocitdzison
alapul6  korforgds révén az auxin transzporterek kezdeti apolaris/egyenteles
membranlokalizacidja aszimmetrikussa valik a sejtekben (Dhonukshe és mtsai., 2008), amely
feltétele a polaris auxin transzportnak. Mivel ez a folyamat dinamikus, ezért tobbféle hatés
kozrejatszik a megfeleld polaris PIN mintazat kialakuldsban. A folyamat részleteibe a PIN1 és

PIN2 fehérjék részletes tanulmanyozasa adott betekintést.

A PIN fehérjek endoszomabdl a plazmamembranba torténd transzportjanak
szabalyozasaban a Rab5-GTPaz ARA7 (RabF2b) ¢s VPS9A (Vacuolar protein Sorting)
faktorok egylittmiikodnek a Brefeldin-A (BFA) érzékeny GNOM ADP-ribozilacios
GDP/GTP-exchange faktorral. Amig a PIN gyodkércsucshoz kozelebbi als6 membranbeli
lokalizaciojat a GNOM szabalyozza, a Rab5-GTPazok mind az als6, mind a hajtas felé nézo
felsd polaris PIN prezentidcioban szerepet jatszanak (Dhonukshe ¢és mtsai.,, 2008). A
gyokérben, a VPS9A Rab5-GTPaz aktivator sziikséges a PIN2 fehérje polaris
elhelyezkedéséhez és a vakudlumokba torténd széllitashoz is (Inoue és mtsai., 2013). Mivel a
Brefeldin-A (BFA) blokkolja a PIN proteinek transzportjdt az endoszomakbol a
plazmamembréanba, ¢és ez altal fokozza a visszafelé irdnyuld transzportot, BFA kezelt
sejtekben a PIN fehérjék ugynevezett BFA testekben halmozodnak fel (Geldner és mtsai.,
2001). Az endocitoézis folyamata az FM4-64 specidlis membranfesték internalizaciojat
detektalva nyomon kovethetdé a PIN fehérjék transzportfolyamataiban bekdovetkezd

valtozasokkal parhuzamosan (Ganguly és mtsai., 2012).

A PIN auxin export hordoz¢ citoplazmatikus hidrofil hurok doménjének szekvencidit
szamos protein kindz és foszfataz ill. ubiquitinacidért felelés enzim képes felismerni. A
visszafordithato foszforilaci6 meghatirozo szerepet tolt be a PIN fehérjék aktivitdsdban,
poléris lokalizacidjanak és stabilitasanak szabalyozasaban. A szerin/treonin kinazcsaladba
tartozo Arabidopsis AGC3 kinazok csalddjaba tartoz6 PINOID (PID), WAGI1 és WAG2
kinazok foszforilaljak a PIN1 fehérje hidrofil hurok doménjét, valosziniileg a harom hasonlo

TPRxS(S/N) motivumon, amelyekben az xS a foszforildlt szerin aminosavnak felel meg
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(Michniewicz és mtsai., 2007; Huang és mtsai., 2010). A foszforilalt PIN-ek internalizalodasa
a csucsi/felsé sejtmembranbdl klatrin-fliggd endocitozis révén torténik. Ezt a folyamatot az
ARA7 és BFA ¢érzéketlen GNOM szeri GNL1 GTPazok szabalyozzdk (Lofke és mtsai.,
2013). A PIN2 endocitozisa a fels6 membranbol BFA-val gatolhat6 a gn// mutansban, ezért
feltételezhetjiik, hogy az apikalis PIN endocitozis ut vagy fligg, vagy egyiitt regulalodik a
BFA-¢érzékeny GNOM-fiiggd bazalis/als6 membranbol torténd endocitotikus reciklizalasaval

(Teh és Moore, 2007).

foszforilacids helyet is azonositottak (Zhang és mtsai. 2010), amely azt jelzi, hogy az eddig
ismert AGC kinazokon kiviil mas protein kindzok is szerepet jatszhatnak a PIN1 auxin efflux
hordozo polaris lokalizacidjdban (Ganguly és mtsai., 2012). Az AGC1 csaladba tartozé négy
D6 ¢és D6-szerti kinaz szintén foszforilalja a PIN1 és PIN2 fehérjéket, azonban nem
befolyasoljak ezek polaris membranlokalizacidjat, de modositjak az auxin export aktivitasukat
(Zourelidou ¢s mtsai., 2009; Dhonukshe és mtsai., 2010). Az AGC1 ¢s AGC3 kinazok altal
foszforilalt PIN fehérjék szerin €s treonin csoportjairél PP2A tipust foszfatdzok tavolitjak el a
foszfat csoportot, ami fokozza a PIN fehérjék GNOM-fiiggd bazalis lokalizaciojat az alsod
(gyokércsucs felé nézd) sejtmembranban (Kleine-Vehn és mtsai., 2011). Mivel mind a
foszforilacid, mind a foszfat csoport eltavolitasa befolyasolja a PIN fehérjék lokalizacigjat, a
pid (pinoid) kindz ill. pp2A foszfataz mutans novények csokkent gravitropikus valaszt
mutatnak. A PIN1 és PIN2 auxin export fehérjek a pid kinaz mutansban fokozott bazalis, mig
a pp2a tosztataz mutansban fokozott apikalis membranlokalizaciot mutatnak (Michniewicz és
mtsai., 2007). A PIN fehérjék gyors membranreciklizdldsa és transzcitozisa (a felsd
membranbdl vald internalizacid kovetkeztében megemelkedett reprezenticidja az also
membranban) lehetdvé teszi az auxinaramlds irdnyanak ¢és mennyiségének gyors

megvaltoztatasat, ami fontos az adaptiv novekedési valaszok végrehajtasdhoz.

A vizszintesen elhelyezett Arabidopsis gyokér gravitdcios vektor iranydba torténd
gorbiilésének folyamata ma mar mechanisztikusan leirhaté molekularis szinten. A
megvaltozott gravitacios stimulus kovetkeztében a PIN3 auxin export fehérjét tartalmazo
kolumella sejtek gravitacios vektor felé mutatdé membranjaiba vandorol (melyek a gyokér
elforgatas eldtt, a kolumella sejtek oldals6 un. laterdlis sejtmembranszekcioknak felelnek
meg) (Kleine-Vehn és mtsai., 2010). Ezéltal a gyokér két oldala kozotti az eddigi egyenletes
auxin eloszlds megsziinik, a gyokér 0j also felének iranyaba tolodik el. A gydkér felsd

bdrszoveti sejtsoraban a PIN2 csucsi/apikalis lokalizacidja csokken, amig a PIN2 szint a
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gyOkércsucs felé néz6 als6 membranban novekszik (lasd: transzcitdzis) (Abas €s mtsai.,
2006). A gyokér als6 szekcidja felé iranyuld auxin transzport kovetkeztében, az itt
elhelyezkedd bodrszovetben és kortexben a PIN2 mennyisége megnd. Az auxin
felhalmozodasa az elforgatott gyokér alsd szekcidjaban az auxin-indukédlhat6 DRS5-GFP
riportergén segitségével elegansan kovethetd (Ottenschliger ¢és mtsai.,, 2003). Amig a
lecsokkent auxinszint a gyokér felso szekcidjanak borszoveti €s kortex sejtjeiben stimulélja a
sejtmegnyulast, addig a megemelkedett auxin koncentracid az als6 szekcidoban a megnyulasat
gatolja, és ezért a gravitacids vektor irdnyaba fordul el a gyokér. E folyamat soran az also
gyokérszekeid epidermalis sejtjeinek felsd (hajtasfelé nézd) membranjaiban az ABP1 receptor
a megemelkedett auxinszint kovetkeztében gatolja a PIN2 fehérje klatrin-fiiggd endocitozisat
¢s ubiquitinaciotdl fiiggd lebontasat (Robert és mtsai., 2010). Ezzel szemben, a gyokér felso
szekcidjaban a csokkend auxinszint miatt a PIN2 endocitézisa fokozodik megemelve a PIN2
transzportot fokozatosan csokkenti. Ezért, egy 1d6 utdn az auxinszint az als6 szekcidban is
csokkenni kezd, ami ott is indukalja a PIN2 internalizaciojat, és ezzel a PIN2 (és azzal
aranyos auxin) mennyiségi kiilonbsége a gyokér két oldala kozott kiegyenlitddik és megall a

gyokér tovabbi gorbiilése (Abas és mtsai., 2006; Leitner és mtsai., 2012).

1.12. A hajtas gravitropizmusa

A csirandvények hipokotiljdban, a késdbbi szarban, és Arabidopsis esetén a virdgzati
tengelyben, a gravitropikus jelérzékelés helye a keményit6 tartalmi endodermisz réteg. Amint
emlitettiik, két negativ szar gravitropizmus mutdnsrol, nevezetesen az sgrl ill. sgr7
Arabidopsis vonalakrdl kideriilt, hogy az endodermisz hidnyos scarecrow (scr) és shortroot
(shr) mutansokkal allélikusak. Ez bizonyitotta, hogy az amiloplasztisz tartalmu endodermisz
réteg jelenléte elengedhetetlen a szar gravitropos és fototropikus valaszaihoz. (Friml és mtsai.,
2002; Morita., 2010; Hashiguchi és mtsai., 2013; Baldwin és mtsai., 2013). A széarban az
apikalis merisztémaban szintetizal6do auxin a gyokér felé vandorol, mely folyamatban a PIN1
mellett szerepet jatszik a PIN3 auxin efflux fehérje is. Az endodermisz sejtjeinek gyokér felé
néz6 alsd6 mebranjaiban lokalizalt PIN3 fehérje, a gravitidcios stimulust kovetden

crer

iranyaba nézd) sejtmembranokba. Ezaltal az auxin aramléds irdnya megvaltozik. Azonban, a
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gyokérrel ellentétben, a szar als6 szekciojaban a megndvekedett auxinszint nem gatolja
sejtmegnyulast, hanem fokozza azt. Ennek kovetkeztében a vizszintesen Gjrapozicionalt szar
also fele, ahol auxin tdobblet alakul ki, megnyutlik, mig a fels¢ fele nem. Ezért a szar a
gravitacios vektorral ellenkezd irdnyban nyulik, meg és folfelé hajlik (Friml és mtsai., 2002;
Petrasek ¢€s mtsai., 2006; Rakusova és mtsai. 2011). A pin3 mutans névényeknek, szemben a
pin4 illetve pin7 mutansokkal, valamint azok pin4/pin7 dupla mutins kombinacidjaval
Osszehasonlitva, a pin3 mutansban a hipokotil gravitropikus vélasza sériilt. A fehérjék
bioszintézisét gatld cikloheximid kezeléssel kimutattak, hogy nem sziikséges ujabb de novo
fehérjeszintézis a PIN3 fehérje polaris membran relokaliziciojahoz. A gydkérrel ellentétben, a
fehérjelebontas gatlasa az MG132 proteaszoma inhibitorral sem befolyasolta a hipokotil
gravitropikus valaszat. PIN fehérjék folyamatos membran reciklizalas eredményeként nyerik
el bazalis (a gravitacid iranyaba nézd) polaris membranlokalizacidjukat, amelyet a BFA
érzékeny ARF-GEF/GNOM protein szabalyoz. A hipokotil gravitopikus valasza géatlodik
BFA jelenlétében. Ezzel szemben, BFA érzéketlen mutins GNOM fehérjét tartalmazéd
vonalakban BFA jelenlétében is bekovetkezik a szar gravitropikus felhajlasa, a PIN3 polaros
relokalizacidjaval egyiitt. A PINOID kinaz taltermelése és az ennek kovetkeztében
feltehetéen megemelkedd PIN3 foszforilacid gatolja a PIN3 polaris relokalizaciojat és ezzel a
szar gravitropikus valaszat. Ugyanakkor, a pid/wagl/wag2 hérmas PIN-kindz mutins
hattérben a PIN3 membran relokalizacioja, ill. a szar gravitropikus valasza gyorsabb,
vadtipusu kontroll névényekhez hasonlitva (Rakusova €és mtsai., 2011; Ding., 2011). Azaz,
hasonléan a gyokér PIN1 és PIN2 fehérjéihez, az AGC3 kinaz foszforilacio gatolja a PIN3

fehérje endocitozisat és reciklizalasat (transzcitdzisat) iy membran doménekbe.

A PIN3 a szar fototropikus valaszaban is kdzponti szerepet jatszik az aszimmetrikus
auxin eloszlast stimuladld funkcidjanak koszonhetden. Azonban, szemben a gravitropos
valasszal, mind az AGC3 PID kinaz taltermelése, ill. hidnya a pid/wagl/wag? héarmas
mutansban gétolja a fototropikus vélaszt (Ding és mtsai.,, 2011). Az utébbi kiilonbség
figyelembe vételével ezért megéllapithatd, hogy a szarban is hasonld folyamatok
egyiittmiikddésének hatasara alakul ki az auxin efflux fehérjék polarizalt elhelyezkedése, a
gyOkérhez hasonloan, amely révén kialakulé auxin gradiens egyenldtlen novekedést,
megnyulast és ez altal gorbiilést hoz 1étre. Szemben a gyokérben, a szar alsé szekcidjaban
megndvekvd auxin szint sejtmegnyulast indukal, és az altal a hajtas a gravitacioval ellentétes

iranyban novekedik.
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1. 13. Kalcium szignalatvitel szerepe a gravitropikus valaszok szabalyozasaban

Szemben a PIN fehérjék polaris membréanlokalizaciojaval és az ez 4altal kialakulod
aszimmetrikus auxin export szabalyozasaval, jelenleg a korai jelatviteli folyamatok szerepldi
kevésbé ismertek, a gravitdcios stimulusokra adott novényi valaszokban. A gravitacids
jelérzékelés korai fazisdban a mechanoszenzitiv ioncsatornak altal megemelkedett
kalciumszintet a kalcium/kalmodulin €s inozitol-foszfat jelatviteli utak aktivalasa koveti, és ez
kapcsolddik a polaris PIN és ABCB/PGP lokalizacio indukciojahoz (Baldwin és mtsai., 2013;
Blancaflor és mtsai., 2013; Kurusu és mtsai., 2013). Ujabb adatok aldtimasztjak, hogy a
plazmamembran alatt talalhatd aktin filamentumok (kortikdlis aktin filamentumok)
befolyassal vannak a PIN fehérjék klatrin fliggd endocitdzisara (Lin és mtsai., 2012; Nagawa
és mtsai., 2012). A megemelkedett inozitol trifoszfat és Ca*"-ion szint lecsokkenti a PIN1 és
PIN2 fehérjék exocitézisat, hasonléan az inozitol polifoszfat-1-foszfatdz, és
foszfatidilionozitol-monofoszfat-5-kinaz génekben bekovetkezd mutaciok hatdsaihoz (Zhang
¢s mtsai.,, 2011; Mei és mtsai., 2012). A jelatvitelben feltehetden szerepet jatszik a 3-
foszfoinozitid-fliggd kindz 1 (PDKI1) ¢és ennek kolcsonhatdsa a kalciumkotd és
kalmodulinszerli proteinekkel, ami ugy tlinik, hogy hatdssal van az AGC kinazok
mitkddésére, melyek foszforilaljak a PIN fehérjék hidrofil hurkénak specidlis motivumait,
valamint az ABCB/PGP auxin transzport fehérjéket, befolyasolva ezzel azok miikodését
(Benjamins és mtsai., 2003; Zegzouti ¢és mtsai., 2006; Henrichs és mtsai., 2012). A jelenleg
ismert adatok alapjan igy valoszinli, hogy az allati rendszerekben jol tanulméanyozott
masodlagos hirvivék, mint az inozitol és kalcium, a novények esetében is fontos szerepet
jatszanak az auxinfiiggd gravitropikus jelatviteli rendszerben. Az aldbbiakban targyalt
kisérleti eredmények alapot szolgaltatnak az utobbi konklazidhoz azzal, hogy eldszor
azonositanak egy olyan kalmodulin-fiiggd protein kindzt, amelynek mutacidja kompromittalja
a gravitopikus vélaszok szabalyozasat Arabidopsis-ban. A dolgozatban tanulmanyozott CRKS5
protein kinaz az AGC3 kinaz csalad tagjaihoz hasonléan képes a PIN2 fehérje funkciojat €s
polaris membranlokalizacidjat szabalyozé citoplazmas hidrofil hurok foszforilacidjara, és igy
direkt kapcsolatot teremt a Ca**/kalmodulin fiiggé korai szignalatviteli folyamatok és a PIN-
fliggd aszimmetrikus auxin eloszlas 4altal iranyitott gravitropikus sejtmegnyulasi és
novekedési valaszok kozott. Mivel a CRKS egy eddig kevésbé ismert kisebb protein kindz
csalad els6 tagja, bevezetésiink végén e protein kinaz csaladrél eddig ismert jellemzoit

foglaljuk ossze.
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1.14. A CRK protein csalad jellemzo6i

A jelen munkédban tanulméanyozott CRKS kindz, az Arabidopsis CDPK tipusi kinaz
csaladjaba tartozik. Neviiket a Calcium Dependent Protein Kinase vagy a Calmodulin-like
Domén Protein Kinase szavakbol képzett rovidités alapjan kaptdk. A CDPK szupercsalad a
szerin/treonin tipusu protein kinazokat foglalja magaban, a CDPKs (Calcium Dependent
Protein Kinases), CRKs (CDPK-related Kinases), CCaMKs (Calcium and Calmodulin
Dependent Protein Kinases), ¢és CaMKs (Calmodulin Dependent Protein Kinases)
alcsaladokban (Harmon és mtsai., 2000). Arabidopsis-ban 34 CDPK kinazt azonositottak. A
CDPK-ra jellemzd, hogy a szerin/treonin kinaz katalitikus doménjiiket egy variabilis N-
terminalis el6zi meg. Az autoinhibicios domént kdvetden taldlhatod a kalcium kotésért felelds,
kalmodulinhoz nagy hasonlésagot mutatd szekvenciamotivum. Ezt a helix-loop-hélix
strukturat szoktdk EF-kéz szerkezetként is jelolni, ami 4 Ca®’ iont tud kotni (Liese és
Romeis., 2013). A CDPK-at csak ndvényekben és protozodkban mutattdk ki, amig az
¢lesztoben és a fondlféreg Ceanorabditis elegans-ban nem fordulnak el6. A CDPK-k
funkcigjat tekintve foképp a gyors biotikus/abiotikus stressz és immunvalaszokban, valamint

hosszu tavu stressz adaptacioban jatszott szerepiiket vizsgaltdk (Schulz és mtsai., 2013).

Szemben a CDPK csalad tobbi tagjaval, a CRK kinazcsaladra jellemzd, hogy a C-
termindlis kalciumko6td domén moddosult, és alacsonyabb (kb. 22%) homologidt mutat
kalmodulinhoz. Az Arabidopsis CRK csalad nyolc tagbdl all (CRK1-8). Mas novényfajbol
leirt CRK kindzok nagyfoku szekvencia homologidt mutatnak a csalad Arabidopsis-ban
azonositott tagjaival (Harper és mtsai., 2004). Az eddig ismert novényi CRK kindzok
szekvenciainak és funkcionalis doménjeinek osszehasonlitdsat a Fiiggelék 1. Abraja mutatja,
melyen a pontos szerkezeti doménegységeket kiemeléssel jeloltiik. A CRK csalad tagjainak

sematikus strukturajat az 5. Abra illusztralja.
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5. Abra. A CRK kinazok sematikus szerkezete. A feketével jelolt N-terminalis variabilis régiot

koveti a vildgoskék jelolésti kinaz katalitikus domén, majd a feltételezett kalmodulin kotésért felelds
kapcsolo, ill. autdinhibiciés motivumok narancssargaval kiemelve. A fehérjemodell végén négy

modosult Ca® -t nem koté EF kéz motivum talalhato, sotétékékkel kiemelve.

Az N-termindlis varidbilis régidban van egy konzervalt motivum, mely az Gsszes
CRK-ban el6fordul. Ez a fehérjék N-termindlis végén talalhatdé kezdd metionin (M)
aminosavat kovetd MGXC mirisztilaciés ¢és/vagy palmitoilacios motivum. Ennek a
fehérjemotivumnak a membranlokalizacioban van szerepe. Ha az MGxC szekvencia
motivumban moddositjuk a Gly-2 illetve Cys-4 aminosavakat alaninra, akkor nem
membrank6tott, hanem egy kevert citoplazmikus sejtmagi lokalizaciot kapunk (Leclercq és
mtsai., 2005). Ennek megfelelden egy sejtmagi lokalizacids szignal is taldlhaté a CRK
fehérjék N-terminalis részén. A szerin/treonin kinaz domén, mely tartalmazza az ATP-koto,
aktiv hely, illetve aktivacios T-hurok szekvencidkat, a CRK kinazok kozott nagyfoku, tobb
mint 80%-0s szekvencia homologiat mutat. Az Arabidopsis CRK3 ¢és CRK6 kinaz
autofoszforilalodik a T-hurok szerin-310 és szerin-311 aminosavain, mely a kinazok
aktivitasat befolyasolhatja (Hegeman és mtsai., 2006). A CRK kindzok C-terminalis régioi
egy konzervalt kalmodulin-k6td domént hordoznak, amelyek atfednek az autoinhibicios

régioval (Zhang és mtsai., 2002).

Kor4bbi kiilonboz6 Ca®" agonistakat és antagonistikat felhasznalé novényélettani
tanulmanyok megallapitottak, hogy a Ca®"/kalmodulin jelatvitel kémiai manipulalasa
befolyésolja a gravitropikus valaszok sebességét €s létrejottét (Sinclair és Trewavas, 1997).
Példaul, a KN-93 nevil vegyiilet, ami az allati kalmodulin aktivalta II-es tipusu kinazt gatolja,
kukorica csirandvényekben megsziintette a gravitropikus valaszt, valosziniileg a CRK-tipust
MCKI kinaz gatlasanak koszonhetden (Lu és mtsai., 1996). Azonban feltehetd, hogy a KN-
93 inhibitor nem csak a CRK csalad tagjaira specifikus, ezért az emlitett eredmények alapjan
nem lehetett egyértelmiien eldonteni, hogy a nagy CDPK csalad melyik alcsalddja vesz részt
a gravitropikus vélaszok szabalyozasaban (Zhang és Lu, 2003). Allatokban, a KN-93
vegyiilet a CCaMK (Calcium and Calmodulin Dependent Protein Kinases) kindzok specifikus
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inhibitora, azonban az Arabidopsis genom nem kodol tipikus CCaMK kinazokat (Hrabak és
mtsai., 2003; Harper és mtsai., 2004). Ezzel szemben valoszinli, hogy a CRK kindzok egy
olyan alcsaladot képviselnek Arabidopsis-ban, melyek aktivitasat kalmodulin befolyasolja. A
CRK1 ill. a CRK3 kindzrél kimutattdk, hogy képesek kalmodulint kotni kalcium-ion
jelenlétében, ami bar tizszeresére emeli az aktivacidos T-hurok autofoszforilaciojat, csak
megkozelitéen kétszer jobban stimulalja a szubsztrat foszforilacio hatékonysagat (Wang és
mtsai., 2004; Du és mitsai., 2005 Jeong és mtsai.,, 2007). A CRK kinazok ugyanakkor
kalmodulin ill. kalcium hianyaban is aktivak (Lindzen és mtsai., 1995; Furumoto és mtsai.,
1996; Lu és mtsai., 1996; Wang ¢és mtsai., 2001; Wang és mtsai., 2004; Leclercq és mtsai.,
2005). Ezen eredmények alapjan elképzelhetd, hogy a CRK csaldd tagjai képesek
kalmodulint koétni, és 6k képviselik az eddig hidnyz6 kalmodulin aktivalta kindzokat
Arabidopsis-ban. Az is lehetséges azonban, hogy a kalmodulin kolcsonhatas sziikséges a
CRK kinazok mas fehérjékkel, vagy aktivalo faktorokkal vald kapcsolédasdhoz (Harmon,
2003). Mivel a mirisztilaciés hely modositasa utan a CRK1 a sejtmagban is megjelenik
talalhato sejtmagi lokalizacios szignalnak is) elképzelhetd, hogy a CRK kinazoknak bizonyos
specialis helyzetekben szerepiik lehet a sejtmagi folyamatok szabalyozasaban is. A CRK
kindzok lehetséges plazmamembranbeli €és sejtmagi funkcidinak vizsgalata érdekes jovobeli
perspektivakat rejt magaban. Tovabba, a CRKS vizsgalataval kapott alabbi eredmények
alapjan felmeriil a kérdés CRK csalad tovabbi tagjainak gravitropikus szignalatvitelben
Jatszott szerepérdl, szubsztratjaikrol és sejtspecifikus szabalyozasukrdl, ami az itt megkezdett

munka fonntos tavlati perspektivait illusztrélja.
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II. CELKITUZESEK

Munkéam célja az Arabidopsis thaliana CRK (CDPK Related Kinases) kindz csaladba tartozo
CRKS kindz regulator funkcidinak felderitése volt. A CRKS kinazteredetileg a sejtmagi
splicing mechanizmust aktival6 NTC (nineteen complex) komplex PRL1 alegységével
kolcsonhato faktoraként izolaltak €leszd kéthibrid fehérjekdlcsonhatasi tesztekben. A CRKS

gén funkcioinak jellemzéséhez a kdvetkezo célokat tliztem ki:

1. Eléallitani, 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 inszercids mutacio a gyokérndvekedés gatlasa és az oldalgyokér
differencialodas stimulacidja mellett jelentésen késleltette a gyokér és a hajtas gravitropikus
valaszait, 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 megtartjak a CRKS5 gén természetes regulacios jellemzdit amellett, hogy lehetdséget
biztositanak a kinaz géntermék in vivo detektidlasdra GFP (zold fluoreszcens fehérje) ¢€s
B-gliikuronidaz reporter fehérjékkel fuzionalva. Ezeknek a konstrukcidonak a felhasznalasaval

crer

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

4. A gyokér auxinfliggd gravitropikus véalaszdnak szabéalyozasaban az AUXI1 auxin influx ill.
PIN (féleg PIN3 ¢és PIN2) efflux hordozok dontd szerepet jatszanak, célunk volt annak
felderitése, hogy a CRKS5 kindz hidnya hogyan befolyasolja az AUX1 és PIN fehérjék
funkcidit, membranlokalizaciojat, stabilitasat és az altaluk szabalyozott aszimmetrikus auxin
eloszlas 1étrejottét, amelyet egy auxin-indukalt DR5-GFP riporter segiségével terveztiink

kovetni a gravitropikus vélasz alatt.

5. Végiil a CRKS protein kinaz tisztitdsat és biokémia jellemzését kovetden terveztilk annak
vizsgalatat, hogy a gravitropikus valaszokat szabalyozo PIN auxin efflux hordozok aktivitasat

modulalja-e a CRKS kinaz e fehérjék, mint kozvetlen szubsztratok foszforilacidja altal.
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IILANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Novényekkel végzett kisérletek

3.1.1 Novények nevelése

A munkank soran az Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) okotipisat hasznaltuk fel, mint
vadtipusii vonal és ebben a hattérben izolaltuk a vizsgéalt mutdcidkat, ill. fejeztettiik ki a
felhasznalt modositott géneket. A novényeket a kisérlet jellegétdl fiiggben, kiilonbozd
kortilmények kozott neveltiik. /n vitro steril koriilmények: 8 6ra megvilagitas 16 ora sotét,
vagy folyamatos fény, sotét szakasz nélkiil 22°C alland6 homérséklet mellett. A taptalaj
mindkét estben /2 MSAR volt 0,8% agar és 0,5% cukortartalommal (Koncz és mtsai.,1994).
A magvakat 5% Domestosban torténd feliileti sterilizalast kovetden egy éjszakan at 4°C-on
steril vizben hideg kezeltiik, mielGtt a steril taptalajra szélesztettiik volna.

A ndvényeket iliveghdzban rdvidnappalos koriilmények kozott neveltik 8 ora
megyvilagitas 16 ora sotét periodus mellett, a nem kivant korai virdgzas elkeriilése végett
fold:vermiculit 10:1 aranyt keverékében, hetente tapoldattal (Volldinger Linz 1-3%)
ontozve. A megfeleld méret elérése utan, hossztinappalos koriilményeket alkalmazva 16 o6ra

megvilagitas és 8 ora sotét mellett, az Arabidopsis virdgzatot majd termést hozott.

3.1.2. Arabidopsis sejtkultira fenntartasa

Arabidopsis Columbia 0kotipusu sejtszuszpenziot 3% szacharozt, 0,24 mg/1 2,4D, 0,014 mg/1
kinetin tartalmi MS tipoldatban tartottuk fenn, 8 oOra megvilagitds mellett 22°C
homérsékleten allando 125 fordulat/perc sebességli vizszintes razogépen. Hetente cseréltiik a
szuszpenzidkon a taptalajt, 5:45 aranyban higitva az 1 hetes sejteket friss médiummal (Fiilop

€s mtsai., 2005).

3.1.3. Arabidopsis gyokérkultura

5-10 darab, 7-10 napos Arabidopsis novényt 50 ml folyékony 2 MSAR tartalmazé 250 ml-es

Erlenmeyer lombika helyeztiik, majd 3-4 héten keresztiil, a megfeleld gyokérmennyiség
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eléréséig vizszintes razogépen allando 125 fordulat/perc sebesség mellett 22°C-on,

rovidnappalos koriilményen novesztetiink. (Mathur és Koncz, 1998).

3.1.4. Arabidopsis Agrobaktérium kozvetitette genetikai transzformacidja

A Dbindris vektorok T-DNS-ébe ¢épitett kiillonbozé génkonstrukciokat Agrobaktérium
kozvetitette genetikai transzformécioval juttattuk be a megfeleld vad, ill. mutans Arabidopsis
vonalakba. A 4-6 hetes virdgzd Arabidopsis novényeket 5% cukor, 0.01% Silwet L77
tartalmt Agrobaktérium oldatba meritettiik, majd egy ¢éjszakan at lefedve taroltuk (Clough és
mtsai.,, 1998). Ezt a Iépést 7-10 nap mulva ujra megismételtik a kdzben megjelend Uj
viragokkal, a transzformacié hatékonysaganak ndvelése céljabol. Ezt kovetden hagytuk a
novényeket elvirdgozni, majd az érett magokat begyljtottik a traszformansok tovabbi

szelekcidja céljabol.

3.1.5. Transzformalt n6vények antibiotikum szelekcidja

Kisérleteink soran, a feliileti csiramentesitett magokat 2 MSAR 0.8% agar tartalmi
médiumon az aldbbi antibiotikumok egyikét, vagy ezek megfeleld kombindcidjanak
jelenlétében csirdztattuk: Kanamicin: 30 mg/l, Hygromicin 15-20 mg/l, Sulfadiazin: 15.75
mg/l, Claforan-Karbenicillin 200-200 mg/l. Az antibiotikum rezisztens ndévényegyedek
megjelenéséig 22°C-on 8 oOra megvilagitasra helyeztiik novényneveld helységbe a Petri
csészéket, majd az iliveghazba valod kililtetést kovetden, az érett magokat papirzacskdban

fogtuk fel.

3.1.6. Arabidopsis vonalak keresztezése:

A keresztezés klasszikus modszerét hasznaltuk abban az esetben, ha nem volt mod a kivant
genetikai tulajdonsag bejuttatasara a novénybe Agrobaktérium transzformdacio segitségével.
Az anyai alanynak a bimb¢ allapotban 1€évé virdgjardl csipesszel eltavolitjuk a csésze és
sziromleveleket, majd a porzokat is. A megmaradt csupasz bibére rdporzunk a masik egyed
pollenjével. Sikeres keresztezés esetén a bibe par napon belill megnyulik, és tovabbi
fejlédésnek indul. Az érett magokat ovatosan Eppendorf csébe gyljtottik és levegon

szaritottuk 1-2 hétig a tovabbi genetikai vizsgalatok elott.
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3.1.7. GUS riporter aktivitas kovetése hisztokémiai festéssel

A B-gliicuronidaz (GUS) riporter enzimaktivitds hisztokémiai kimutatdsa sordn a novényi
mintakat 0.2-0.5 ml X-Gluc (I mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-gliikuronsav, 50 mM
NaHPO, (pH 7.0), 10 mM B-mercaptoetanol, 10 mM Na,EDTA, 0.1% Triton X-100) oldatba
vittiik és 5 percig vakuumban tartottuk. A vakuumkezelés utan a mintékat 6-8 6ran at 37°C-ra
helyeztiik, majd a reakcidelegyet 70%-os alkohol és 87% glicerin 1:1 aranya keverékére

cser¢ltiik a klorofill eltavolitasa és a mintak tartositasa céljabol (Gallagher, 1992).

3.1.8. Keményité Lugol festése

Lugol festéssel a keményitdszemcséket lehet kimutatni a ndvények sejtjein beliil. A
gyokereket Lugol (Fluka) oldatba helyeztiik 10 percre, majd steril desztillalt vizzel a

folosleges festéket kimostuk. A keményitészemesék sotét-kékes elszinezddést mutatnak.

3.1.9. Gravitropikus novekedési tesztek

A magokat a fent emlitett mddon sterilizaltuk, taptalajra szélesztettiik, majd névényneveld
kamraban folyamatos fényen, vagy teljes sotétben a Petri csészéket fiiggdlegesen orientalva
neveltiik. A novények 5 napos koraban a Petri csészéket 90 vagy 135°-al elforgattuk, a
kisérlet jellegétdl fiiggden. A kisérlet kezdete utdn 12 oraval a novények gyodkerének, ill.
szaranak helyzetét digitalis képalkotd eszkozzel rogzitettiik tovabbi szamitdgépes kiértekelés
céljabol és ezt 12 6ra mulva Gjra megismételtiik. Tobb biologiai ismétlést is végrehajtottunk,
a kisérlet jellegétol fliggd szdmu ndvényekkel és ismétléssel.

Az Arabidopsis virdgzati tengelyének gravitropikus valaszanak tesztelése esetén, 4-5
hetes, hosszinappalon nevelt {iveghdzi novényeket hasznaltunk, melyeknek 8-12 cm-es
virdgzati tengelylik volt. A cserepeket oldalukra fektettilk igy a viragzati tengely 90°-al
fordult el. A kisérletet sotétben hajtottuk végre, kizdrva a fototropizmus okozta virdgzati
tengely elhajlast, majd 3 ora elteltével lefényképeztiik a novényeket a tovabbi kiértékelés

ceéljabol.
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3.1.10. Protoplaszt transzformacio

Protoplaszt izolalashoz, 4-5 napos Arabidopsis sejtszuszpenzids kulturat hasznaltunk (Mathur
¢s Koncz, 1995). A sejtekrdl alacsony sebességl iilepités utan ledntottiik a tapfolyadékot. A
sejteket 20 ml steril, 30.5 g/l gliikozt és 30.5 g/l mannitolt tartalmazo, 0.34M GM oldatban
(Gamborg B5 powder, Duchefa G0210, (pH 5.5 KOH-al) szuszpendaltuk fel, ami 1%
cellulase R10 (Serva), 0.2% macerozyme (Yakult) és 0.2% driselase (Sigma) sejtfalemésztd
enzimkeveréket tartalmazott, majd a Petri csészébe atvitt sejtszuszpenziodt vizszintes razén 3-
5 oran keresztiil alacsony fordulatszdmon sotét koriilmények kozott inkubaltuk. Orankénti
mintavétellel mikroszkdp alatt ellendriztiik a protoplasztalasi folyamatot. A protoplasztokat
centrifugalassal gylijtottiik ossze: 10-10 ml 0.28M SZBS (Gamborg B5 powder (Duchefa
G0210), 96 g/1 szacharoz; pH 5.5 KOH-al) oldatot adtunk hozz4, majd 15 ml-es falcon csébe
pipettaztuk Ovatosan a sejteket. Alacsony sebességli centrifugalast kovetden a jo6 mindségii
protoplasztok egy gytrit formaltak az oldat tetején. Ezt vagott végli 5 ml-es pipettaval
Ovatosan Osszegyljtottiikk egy steril 2 ml-es Eppendorf csébe. 50szeres higitas készitése utan
a protoplasztok mennyiségét egy térfogategységben Biirker kamras szdmolassal hatdroztuk
meg, majd transzformacionként legaldbb 5x10° sejtet, ill. 5 ug nagytisztasigh plazmid DNS-t
hasznaltunk. 50 pl protoplaszthoz 15 pl plazmidot adtunk, majd azonnal 150 pl PEG (25%
PEG6000, 0.45 M mannitol, 0.1 M Ca(NOs),; pH 9.0 KOH-val) oldattal kevertiik 0ssze
Ovatosan. A transzformalt sejteket 15-30 percen keresztiil sotétben tartottuk
szobahdmérsékleten. Ezt kovetden két 1épésben 500 ul 0.275 M Ca(NOs), oldatot adtunk a
transzformalt protoplasztokhoz. Gyengéd Osszerazas utan, alacsony centrifugalassal
(1,500xg) kiilonitetiik el a PEG-es oldatot a sejtektdl. A f61s6 PEG-es oldat fazis eltavolitasa
utan, 0.5 ml 0.34 M GM oldatban vettiik vissza a sejteket, majd ndvényneveld kamraban és
sOtétben tartottuk 22°C allanddé hdmérséklet mellett felhasznalasig (12-24 o6ra) (Rigd és
mtsai., 2008).

3.1.11. A CRKS5 mutansok azonositasa

A crk5-1 (MPIZ38225) és a crk5-2 (SALK 003774) T-DNS inszerciés mutdnsokat
hasznaltuk fel kisérletes munkdainkhoz. A c¢rk5-1 mutanst a kolni Max Planck
Novénynemesitési Kutatointézet (Max-Planck Institut fiir Ziichtungsforschung), Koncz Csaba
altal vezetett kutatocsoportjaban izolaltuk (Rios és mtsai., 2002). A crk5-2 mutanst a SALK

T-DNS inszercios mutans kollekcioban azonositottuk (Alonso és mtsai.,, 2003). A T2
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nemzedék vizsgalata soran T-DNS helyzetének pontos meghatarozasahoz, a homozigota és
heterozigota vonalak kiszliréséhez T-DNS ¢és génspecifikus primereket hasznéltunk az
irodalmi hivatkozasoknak megfeleld elrendezésben, az ott ajanlott reakcidokoriilményeket
figyelembe véve (Rios és mtsai., 2002). A polimerdz lancreakcid sordn a crk5-1 mutans
esetében a crk5-1 F és crk5-1 R gén specifikus, ill. Fish1és Fish2 T-DNS specifikus, a crk5-2
mutans esetében a crk5-2 F és crk5-2 R gén specifikus, ill. LBal és Fish2 T-DNS specifikus
primereket hasznaltunk. A reakcié soran kapott DNS fragmentek nukleinsav sorrendjét DNS
szekvenalassal hataroztuk meg. A felhasznalt primerek listajat a Fliggelék 1. Tablazata
tartalmazza. A T2 utdodok T-DNS koddolta antibiotikum rezisztencia markereinek Mendeli
szegregacidja alapjan tudtunk kovetkeztetni az egymadstol fliggetleniil szegregaldé T-DNS

inszerciok szamara.

3.2. Molekularis biologiai mdédszerek

3.2.1. Escherichia coli hosokk transzformacidja

Munkénk sordn az Escherichia coli DHS a F° [fhud2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44
D80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl endAl thi-1 hsdR17] torzsét hasznaltuk a plazmid
manipulécids lépések soran. A bakteridlis fehérje tisztitas céljabol, a biokémiai munkak soran
a BL21DE3Rosetta F [ompT hsdSp(rsg, mp ) gal dcm (DE3) pRARE (argU, argW, ileX,
glyT,leulW, proL) (CamR) tipusu sejteket alkalmaztuk. Mindkét esetben Inoue és munkatéarsai

altal leirt modszert alkalmaztuk (Inoue és mtsai., 1990) kompetens sejtek készitésére és

crer

3.2.2. Baktérium sejtek antibiotikum szelekcidgja

E. coli sejtek novesztése LB taptalajon tortént Sambrook és mtsai, 1989 utmutatdsai alapjan
37°C-on. A kisérletenként valtoz6 szelekciohoz hasznalt antibiotikumok koncentracidja a
kovetkezd volt: Karbenicillin 100 mg/l, Kanamicin 25 mg/l, Kléoramfenikol 34 mg/l,
Spektinomicin 50 mg/I.

Agrobaktérium sejtek esetében YEB (Koncz és mtsai., 1994) taptalajt hasznaltunk

28°C-on az alabbi antibiotikumokkal amennyiben az sziikséges volt: Gentamicin 25 mg/l,
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Spectinomicin 100 mg/l és Rifampicin 100 mg/l. Szilard taptalajok esetében 15 g/l agart

hasznaltunk.

3.2.3. Molekularis biol6giai alapmédszerek

Sambrook és mtsai, 1989 utmutatasait kovettiik a plazmid DNS-t izoldlds és a DNS mintak
agar6z gél elektroforézissel torténd méret szerinti elvalasztisa soran 1kb-os GeneRuler DNS
molekulalétrat (Fermentas, SM0311) alkalmazva DNS referencia markerként. A kisérletek
soran a plazmid DNSek manipulalasat, restrikciés endonukledz emésztését, a DNS
fragmentumok ligalasat minden esetben a gyart6 altal ajanlott koriilmények kozott hajtottuk
végre. DNS mintdk agar6z gélbdl torténd izolalasara a Fermentas cég GeneJET™ (K0691)

gélextrakcios rendszerét hasznaltuk a gyarto eldirdsai szerint.

3.2.4. Plazmid konstrukciok létrehozasa

Munkank soran kétféle tipusu konstrukcio eldallitdsara volt sziikség. A CRKS fehérje
lokalizaciojahoz ndvényi szinten, a CRKS5 gén sajat promoterét és eredeti exon-intron
szerkezetét tartalmazd konstrukciot allitottunk el6. A CRKS5 fehérje kinaz in vitro
jellemzéséhez, Hisg-CRKS fuzios fehérjét expresszald plazmid eldallitasa volt a cél.

A CRKS5 genomikus konstrukcid eldallitdsa az alabbi lépések szerint tortént. Az

Arabidopsis Resource Center-td] (www.arabidopsis.org) megrendeltiik a T20E23 jeli BAC

klont. Ezt a plazmidot BpmI-BstXI restrikcios enzimeket hasznalva megemésztettiik, majd
izolaltunk egy 7809 bp DNS szakaszt, amely tartalmazta a CRKS5 gént, 4414 bp méretli
kitoltottik és az igy modositott DNS fragmentet a pBluescript vektor Smal helyére
klonoztuk, miutan a vektor Apal helyét eltavolitottuk egy hasonld végkitoltést és ligalast
kovetden (Székely és mtsai., 2008). Az igy eldallitott pPBSKAApalgCRKS plazmidban a
CRKS5 gén Stop kodonjat egy kétlépéses PCR reakcid segitségével modositottuk egy Apal
felismeré helyre, amelyhez nagy masolasi hiiségli Pfu (Fermentas EP0501) polimeraz
enzimet hasznaltunk a pBSKAApalgCRKS DNS templat és T3, CRKS5 Saul és CRKS Stop to
Apal primerek jelenlétében. A polimeraz lancreakcioval kapott modositott DNS fragmentet
Saul-Sacll hasitas utdn a pPBSKAApalgCRKS Saul-Sacll fragmentjének helyére beépitettiik,
igy eldallitva a pBSKAApalgCRKS5Apal plazmidot. Az eGFP (Clontech) és az uida/GUS

36


http://www.arabidopsis.org/

crcr

GUS Apal 5’-GUS Apal 3’ primer kombindcidkat hasznalva tigy modositottuk, hogy a
pBSKAApalgCRKS5Apal konstrukcié Apal helyére klonozva 3 végi transzlacios fuziods
fehérjét tudjunk eldallitani a CRKS kodold régidjaval. Az igy elkészitett gCRKS5:GFP és
gCRK5:GUS génkazettakat, Pstl-Notl(Klenow kezelt tompa vég) fragmentekként gélbol
izolaltuk, ¢és a pK7FWG2 binaris ndvényi transzformacids bindris vektor (Karimi és mtsai.,
2002) Pstl-Ecl132II(tompa vég) hasitd helyeire beépitettik. A kész binaris vektor
konstrukciokat Agrobaktérium-ba jutattuk triparentalis (hadromsziilés) konjugacioval, majd
novényi transzformacidt hajtottunk végre a fent leirt modon.

A Hise-CRKS ftzids konstrukcié eldallitdsdhoz, a CRKS cDNS-t, Pfu (Fermentas)
polimeraz enzim, ill. a CRK5BamHI-F ¢s CRK5Xhol-R primerkombinaci6 segitségével ugy
modositottuk, hogy a pET28c (Novagen) vektorba klonozva, egy N-terminalis Hiss-CRKS
fazios fehérje konstrukciot kapjuk. A kész konstrukciot, a BL21(DE3) Rosetta (Novagen)
sejtbe juttattuk. Az fent leirt konstrukciok helyességet DNS szekvenaltatassal ellendriztiik az
SZBK-ban miikodo DNS Szekvendld Laboratorium segitségével. A leirt vektor konstukciok
sematikus térkéit a Fiiggelék 2. és 3. Abrai mutatjak.

3.2.5. Haromsziilés plazmidkonjugaciéo Agrobaktériumba

A binaris novényi transzformacids vektrokat egy haromsziilds konjugacios modszert (Koncz
és mtsai., 1994) felhasznélva juttattuk at E. coli sejtekbdl Agrobaktérium-ba. Ehhez egy
HB101 (pRK2013/Km") (Ditta és mtsai., 1980) segitd (helper) torzsre is sziikség volt mely a
pRK2013-as plazmidot tartalmazta. Kisérleteink soran az Agrobaktérium GV31001 (pMP90)
torzset (Koncz és Schell, 1986) hasznaltuk. Mindharom torzset (ado, segitd, fogado) a nekik
megfeleld antibiotikumon €s homérsékleten neveltiik szilard taptalajon. E.coli esetében 37°C
Agrobaktérium esetében 28°C-on. A felndtt torzsekbdl hasonld (ODggo: 0.8; 1ml)
mennyiséget dsszekevertiink, majd 50ul keveréket tartalmazo cseppeket szilard LB taptalajra
széritottunk és inkubaltunk 28°C-on egy ¢éjszakan at. Masnap a binaris vektornak megfeleld
antibiotikumot tartalmazé szelektiv  YEB taptalajra szélesztettiink a pottyokben folndtt
baktérium keveréket és az Agrobaktérium telepek megjelenéséig 28°C-on inkubaltuk. Ezt a
Iépést még egyszer megismételtiik. A telepek kolonia PCR-al torténd ellendrzése utan

rovidtavon 4°C-on, hosszabb tdvon -80°C-on 30% glicerinben taroltuk a térzseket.
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3.2.6. A Hisc-CRKS és a Hisg-PIN2loop fehérjék tisztitasa E. colibdl

Mindkét konstrukcio pET28 vektor alapu volt, ezért hasonloan jartunk el az indukciod és az
affinitastisztitas tekintetében. A pET28a-PIN2loop konstrukcidt Xugang Li készitette Klaus
Palme csoport tagjaként (Institute of Biology II/Botany, Centre of Biological Systems
Analysis; Freiburg Institute of Advanced Sciences (FRIAS), D-79104 Freiburg, Germany)
(Miiller és mtsai.,1998). A konstrukciokat BL21DE3Rosetta sejtbe transzformaltuk és 25
mg/l kanamicin, 34 mg/l kléramfenicol, 0.4% gliikoz tartalmi LB téptalajra kentiik ki, majd
egy ¢jszakan at 37°C-on novesztettiik. A telepeket 50 ml folyékony LB médiumba oltottuk le,
kiegészitve a fenti antibiotikumokkal és gliikkozzal, majd 37°C-on 16 6ran keresztiil 250
fordulat/perc sebességli sikrazon neveltiik. Ezt a kultarat tizszeresére higitottuk a kordbban
emlitett antibiotikum tartalmi LB oldattal. A sejteket tartalmaz6 Erlenmeyer lombikokat
szobahdmérsékleten 250 fordulat/perc sebességli sikrazon a kultura ODgpp= 0.7-0.9 értékéig
novesztettiikk. ImM IPTG (Duchefa 11401)-vel bekapcsoltuk a Hisg-CRKS, és Hisg-PIN2loop
fuzios fehérjéknek a termelését, folyamatos razds mellett tartva kultarat tovabbi 4-5 6rdn
keresztiil. A baktériumsejteket centrifugalassal (szobahdmérsékleten 2500xg 20 perc)
gyljtottiikk Ossze. A feliiluszo eltavolitdsa utan a leiilepitett baktérium pasztat -20°C-on
taroltuk felhasznalasig. Az indukalt sejtmennyiség minden 50 ml-ére, el6zbleg jégen lehiitott
5 ml 1 mg/ml lizozimet tartalmazo lizis puffert (50 mM NaP (pH 8.0), 10 mM Tris-HCI (pH
8.0), 300 mM NaCl, 10 mM Imidazol-HCl (pH 8.00), 10% Glicerin, 2 mM -
merkaptoetanol) alkalmaztunk. Ebben a sejteket maradéktalanul homogenizaltuk és tiz percig
szobahOmeérsékleten inkubaltuk. 0.5%-nyi Triton X-100 hozzdadasa utan a minta viszkozitasa
megndtt, ami a megfeleld lizisre utalt. Ezt 1 mM MgSO,4 valamint kis mennyiségli DNase
(Fermentas EN0525) 100ng/ml hozzaadasaval le tudtuk csokkenteni. A lizatumot 15000xg
15 percig centrifugélastuk 4°C-on, majd a tiszta feliiliszo6hoz 200-300 pl tilepedett Ni-NTA
Agar6dzt (Invitrogen R901-15) adtunk. Hidegszobaban lassti forgatas mellett 30-40 percig
kevertettiik, ekkor tortént meg a Hisg jelolt fehérjék kikotédése a Ni-NTA agar6zhoz. Ezek
utan a Ni-NTA agar6zt alacsony sebességii centrifugaldssal, vagy hidegszobéban {ilepitéssel
Osszegytjtottiikk, majd a Ni-NTA agar6z hordozét 1x5 ml 0.5% TritonX-100-et tartalmazo,
majd 2 x 5 ml 10 mM imidazolt és 0.5% Triton X-100-et tartalmazo, és végiil 2 x 5 ml 10
mM imidazol+0.1% TritonX-100-et tartalmaz6 lizis pufferrel mostuk. Minden egyes mosasi
1épés kozott az Ni-NTA agardzt centrifugalassal ilepitettiik. A specifikusan kotédott
fehérjéket 3 x 300 pl elucids puferrel (lizis puffer+70 mM imidazol, 0.1% Triton X-100)
oldottuk le a Ni-NTA agar6z hordozorol.
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Az Osszegyljtott mintakat Sambrook és mtsai, 1989 utmutatasait kovetve egy
¢jszakan at dializaltuk az alabbi oldat 2 literében: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5),
10% Glicerin 5 mM B-mercaptoetanol hidegszobdban. A mintdkat -80°C-on taroltam
felhasznalasig. A mintak fehérjetartalmat Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) segitségével
hataroztuk meg.

A 3.2.10 pontban leirt Western immunoblott technikaval, anti-His¢-Peroxidaz (Roche

11965085001) ellenanyag hasznalataval ellendriztiik a Hise-CRKS fehérje helyes méretét.

3.2.7. Mielin bazikus fehérje tisztitasa

Mielin bazikus fehérjét sertésagybol Bellini €s mtsai. (1986) alapjan tisztitottunk az alabbiak
szerint 0-4°C-on. Hentestdl friss, jégen hiitdtt sertésagyat szereztiink be. A fehérallomanyra
volt sziikséglink ezért a sziirkedllomanyt szikével eltavolitottuk. 3 gramm tisztitott
fehérallomanyt 10 térfogat 2-butanolban homogenizaltunk, a szilard részeket 1200xg 10 perc
centrifugdlassal gyljtottiik Ossze, a felsd zsirban gazdag részt eldobtuk. Ezt a 1épést még
kétszer megismételtilk. A tovabbiakban a pelletet 6 térfogatnyi 50 mM triethanolamin
pufterrel (pH 7.5) mostuk a fentebb leirt médon kétszer, majd egyszer 6 térfogatnyi 50 mM
trietanolamin pufferrel (pH 8.5). A mielin bazikus fehérjét 3 térfogatnyi 50 mM acetat
pufferrel (pH 4.5) vontuk ki. Ezt a 1€épést még kétszer megismételtiik, azzal a kiilonbséggel,
hogy 0.5 M NaCl-al egészitettiilk ki a kivono puffert. A fehérjetartalmat Bio-Rad Protein
Assay (Bio-Rad) reagenssel hatdroztuk meg. A mintdkat ezutdn Sambrook és mtsai, 1989
utmutatasit kovetve egy éjszakan at dializaltuk az alabbi oldat 2 literében: 10 mM NaCl, 10
mM Tris-HCI (pH 8.0), hidegszobaban. A mintakat -80°C-on taroltuk felhasznalasig.

3.2.8. In vitro protein kinaz aktivitas vizsgalatok

In vitro kindz aktivitas vizsgalathoz 1 pg Hise-CRKS, 2 pg Hise-PIN2loop, vagy 2 ug MBP
szubsztat fehérjét foszforilaltunk kinaz pufferben (20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 5 mM MgCl,, 1
mM ditiotreitol) 5 uCi(y-”P)ATP jelenlétében 30 percig 20°C-on 20 pl végtérfogatban. A
kinaz tesztekhez 0.1 mM CaCl,-ot vagy 1 mM Ca*'-kelatképzé EGTA-t adtunk, a CRK5
Ca” -fliggd aktivitasanak tesztelése soran. A foszforilalt szubsztrat ill. kinaz fehérjéket 12%-
os denaturdldo SDS-poliakrilamid gélektroforézissel valasztottuk el, majd Coomassie festéssel

tettiik lathatova Sambrook és mtsai, 1989 utmutatasait kovetve. A géleket szaritds utan
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O0lomkazettdba helyeztilk kék érzékeny rontgenfilmmel (Kodak) 12, 24 vagy 48 o6ra
id6tartamra, majd a filmet eléhivtuk és a kapott eredményt digitalis képalkotd eszkozzel

rogzitettiik tovabbi szamitogépes kiértékelés céljabol.

3.2.9. Foszpfopeptid analizis

A 3.2.8 pontban leirtak szerint kindz aktivitas vizsgalatot hajtottunk végre, nem radidaktiv
ATP jelenlétében (1mM), 1 pg Hise-CRKS, 2 pg Hise-PIN2loop fehérjét felhasznalva. A
kindz rekcid fehérjéit 12%-os szeparaldo SDS-poliaktilamid gélen elvalasztottuk, majd
Coomassie festést kovetden a megfestett Hisg-PIN2 fehérjét a gélbdl kivagtuk, majd gélben
vald tripszin emésztés utan az SZBK tomegspektrometriai csoportjanak segitségével
felhasznaltuk a Hise-PIN2 in vitro foszforilacidos helyeinek meghatarozasara. A triptikus
peptidek egy részét TiO, matrixon tisztitottuk, majd a lehetséges foszfopeptidek feldusulasat
LC-MS/MS analizissel vizsgaltunk egy Thermo Orbitrap-Elite késziilékben Orbitrap MS és
HCD MS/MS adatgytjtést majd linearis ioncsapddban CID MS/MS adatgyiijtést

felhasznalva. Az azonositott PIN2 foszfopeptidek listajat az 1. Tablazat mutatja.

3.2.10. Mikroszoémalis és sejtfal frakciok izolalasa

A gCRKS5:GFP-t tartalmaz6 ndvényvonalbdl a fent leirt modon gydkérkulturat allitottuk eld.
15 gramm 0Osszegylijtott gyokérmintat folyékony nitrogén jelenlétében eldorzsdltiink, majd 2
térfogat pufferben (100 mM Tris-HCI [pH 7.5], 300 mM szachar6oz, 10 mM EDTA, 2 mM
EGTA, ¢és 0.1% Protedz Inhibitor Koktél (Sigma P9599) felszuszpendaltuk (Dammann és
mtsai. 2003). Alapos keverést kovetden, Miracloth (Calbiochem 475855-1R) filteren
atszlrtiik, eltavolitva ezzel, és az ezt kovet62000xg-s centrifugalassal 4°C-on a nem feltart
sejteket. Az igy kapott teljes novényi kivonatbol (T) a mikroszémalis membran frakciot (Mi)
1 oras 100,000xg-n torténd centrifugalassal gytijtottiik 6ssze szepardlva a membranmentes
citoplazmatikus fehérjefrakciotol (Ci). A sejtfalfrakcid (Sf) izoldlasakor Feiz €és mtsai. (2006)
leirasat kovettiik. 15g gyokeret folyékony nitrogénben porrd dorzsoltiink, majd 2 térfogat
pufferben (5 mM acetat [pH 4.6] 0.4 M szacharoz, 0.1% protedz inhibitor koktél (Sigma
P9599) homogenizaltuk, majd 1000xg-vel 4°C-on 15 percig centrifugaltuk. Az 6sszegyljtott

sejtfalfrakciot emelkedd 0.4, 0.6 és 1M szachar6z tartalmu fentiekkel megegyez6 pufferrel
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mostuk. Az utols6 mosas szachardézt nem tartalmazdé 5 mM acetat pufferrel (pH 4.6)

végeztilk. A mintakat liofilizaltuk és -20°C-on tarultuk felhasznalasig.

3.2.11. Western immunoblott analizis

A novényi kivonatok fehérjetartalmat Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) reagens segitségével
allapitottuk meg. Minden mintabol 25ug-nyi fehérjét Sambrook és mtsai, 1989 szerint méret
szerint elvalasztottunk 8% SDS-PAGE gélen ismert fehérje molekulalétra mellett (Fermentas
SM0661), majd Immobilon-P (Millipore IPVH00010) membranra vittilk 4t
elektroblottolassal. A membrant 1 6ran keresztiil IxXTBST telitd oldatban (50mM Tris-HCI
pH:8.0, 150mM NacCl, 0.05% Tween-20, 5% sovany tejpor) tartottuk. Ezt kdvetden tovabbi
két oran keresztiil anti-GFP ellenanyagot (Roche 1814460) 1:1000 higitasban tartalmazo
telitd oldatban inkubaltuk. A reakci6 utan 3 x 10 percig mostuk 1xTBST oldattal a membrant.
Masodlagos ellenanyagként peroxidaz kapcsolt anti-egér ellenanyagot (Pierce-31430) 1:5000
higitasban hasznaltuk telité oldatban 1,5 6ran at. A reakcid lejartat kovetdéen 3 x 10 percig
mostuk 1xTBST oldattal a membrant majd a gyart6 utmutatasait kovetve Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore WBKLS0500)-t reagenst hasznéaltunk az
ellenanyaggal reagdld CRK5-GFP fuzios fehérje detektalasara.

3.2.12. RNS tisztitas és Kvantitativ Valos Idejii PCR (qRT-PCR)

RNS izolalashoz 3 hetes novényekbdl TRI-reagenst (Sigma T9424) hasznaltunk, kovetve a
gyartd utasitasait. A crk5 allélokat hordozé mutinsokban a CRKS5 génrdl atirdd6 mRNS
szintjét, valamint a CRKS5 gén szerv- ill. szdvet specifikus kifejezodésének a szintjét
Kvantitativ Valés Idejii PCR segitségével hataroztuk meg, a Fiiggelék 1. Téablazatdban
szerepld primereket felhasznalva. A sziikséges cDNS templatok eldallitdsdhoz 1 pg DNaz
(Fermentas EN0525) kezelt RNS-t hasznaltunk kiindulasként, amelyet a RevertAid™ M-
MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas EP0441) segitségével irtunk at a gyart6 ajanlasa
szerint. Kvantitativ Valos Idejii PCR-hoz a SYBR® Green JumpStart™ Taq ReadyMix™
(Sigma D7440) reakcioelegyet haszndltunk a gyartd ajanlasa szerint. A qRT-PCR méréseket
egy ABIPRISM 7700 sequence detection system (Applied Biosystems) késziilékben végeztiik

az alabbi programot hasznalva: denaturacidé 95°C 10 perc, 40 ciklus: 95°C 10 masodperc és
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60°C 60 masodperc. A kapott adatokat az Applied Biosystems megfeleld szoftverével
értékeltiik ki.

3.3. Mikroszkopos és sejtbiologiai modszerek

3.3.1. Konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkdopos vizsgalatok

A kiilonb6z6 GFP-riporterhez fuzionalt fehérjekonstrukciokat expresszalé novényvonalakat a
kisérletek céljainak megfeleld korilmények kozott csiraztattuk ki. A GFP-vel jelolt
célfehérjék térbeli és idobeli expresszidjanak és lokalizacidjanak vizsgalatdhoz legaldbb 20
novényt hasznaltunk fel. A kisérletek soran Olympus FV1000 1ézerpasztazé mikroszkopot
hasznaltunk az aladbbi konfiguracidval: objektiv lencsék: UPLSAPO 20x (dry, NA:0.75),
UPLFLN 40x (oil, NA:1.3) and UPLSAPO 60x (oil, NA:1.35); mintaszedési sebesség:
4us/pixel; soratlagolas 2x; szkennelési mod: egyiranya sorrendben. Gerjesztési hullamhossz
488 nm, lézer ateresztd képesség <10%, 6 szelektaldo nyaldboszté: DM405/488; koztes
szelektald nyalaboszto: SDM 490. A GFP fluoreszcencidjat 505-530 nm kozott észleltiik.

3.3.2. Endocitozis kovetése FM4-64 festéssel

FM4-64 (Invitrogen T3166) sejtmembran specifikus festéket DMSO-ban oldottuk fel és
felhasznalasig -20C°-on taroltuk. A csirandvényeket az FM4-64 festék steril vizben frissen
készitett 5 uM-os oldatdba helyeztiik 30 percre. Ezt kovetéen konfokalis 1ézerpasztdzo
mikroszkoppal 543 nm-es gerjesztd fény mellett vizsgaltuk a mintdk specidlis

fluoreszcenciajat 560 nm-en. A membran igy piros szinben jel616dott.

3.3.3. Exocitézis gatlasa BFA segitségével

A Brefeldin-A (BFA) egy gomba altal termelt toxin, mely specifikusan gatolja a fehérjék
vezikuldris szallitasat a sejten beliill. A BFA-t (Sigma B-7651) DMSO-ban oldottuk fel és

crer

BFA oldattal kezeltiik a kisérlet elrendezésétdl fiiggben. Amennyiben az sziikséges volt,

parhuzamosan FM4-64 festést is alkalmaztunk.
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3.3.4. PIN2-GFP membranlokalizaci6 hotérképes vizsgalata

A PIN2-GFP fehérje szintjét vadtipusu ill. crk5-1 mutans gyokerek atmeneti zonainak
sejtjeiben vizsgaltuk. A ndvényeket sotétben vagy folyamatos fényen neveltiik a fent leirt
(lasd 3.1.1.; 3.1.9.) koriilményeket és taptalajokat alkalmazva. Az 5 napos fiiggélegesen
nevelt novényeket gravistimulaltuk 90°-al elforgatva, majd a ndvények bdrszoveti sejtsorarol
konfokalis 1ézerpasztazé mikroszkoppal felvételeket készitettiink, a 3.3.1. pontban leirtak
szerint, detektalva a PIN2-GFP jelet. Kontrolként nem gravistimulalt novényeket hasznaltuk,
hasonld kezelés mellett. A fluoreszcencia intenzitdsvizsgalatot, hotérképes képalkotést
Kleine-Vehn és mtsai. (2008b) és Baster és mtsai. (2013) alapjan készitettiik el. A vezikula
transzport inhibitor BFA-t (Sigma-Aldrich B-7651) 50 uM-nyi koncentracidoban hasznaltuk.
A gravitropikus stimulalast kovetéen a PIN2-GFP fehérje lokalizacigjat 0, 0.5, 1, és 2 orat
kovetden regisztraltuk. Hasonld kontroll kisérleteket végeztink FM4-64 membranfestést
alkalmazva a fent leirt moédon. Amikor a BFA kezelést cikloheximid (CHX) fehérje

bioszintézis gatloszerrel egylitt tortént, akkor Kakar és mtsai. (2013) Utmutatésait kovettiik.

3.3.5. PIN3-GFP membranlokalizacié hétérképes vizsgalata

A PIN3-GFP fehérje szintjének nyomon kovetésére a kolumella sejtekben, a vadtipust, ill. a
crk5-1 mutans hatteret hasznaltuk. Egyhetes folyamatos fényen fliggblegesen nevelt, (lasd
3.1.1.; 3.1.9. pontban leirtak szerint), 1ill. kiilonb6zd ideig 135°-ban elforgatott
csirandovényeket hasznaltunk fel. Konfokalis lézerpasztazé mikroszkoppal felvételek
készitettlink, a fent leirtak szerint a fluoreszcencia intenzitasvizsgalathoz, majd az ezt kovetd

hétérképes képalkotés soran Kleine-Vehn és mtsai. (2010) cikkében leirtak alapjan jartunk el.

3.3.6. Propidium jodid festés

A propidium jodid festést az AUX1-YFP konstrukcidt tartalmaz6 ndvényvonalak esetében
hasznaltuk a konfokalis 1ézerpasztdzd mikroszkopos vizsgélatok eldtt a sejtfal festésére. A
Propidium lIodide-t (Fluka 81845) steril vizben oldottuk fel és 4°-on taroltuk felhasznalésig.
A vizsgalni kivant csirandvényeket 5 pg/ml-es propidium-jodid oldattal kezeltiik 5-20 percig

a mikroszkopos vizsgalatok elott. A sejtfal piros szinben jel616dott.
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3.3.7. A PIN fehérjék immunolokalizaciéja

A PINI illetve PIN2 fehérjék immunolokalizacidjat Olaf Tietz (Institute of Biology
II/Botany, Centre of Biological Systems Analysis; Freiburg Institute of Advanced Sciences
(FRIAS), Germany) készitette Firml és mtsai. (2003a) alapjan. A novényeket 2 MS
taptalajon neveltiik 0.5% cukor jelenlétében 7 napig teljes megvilagitas mellett. Elsddleges
ellenanyagok a munkank a soran a kovetkezok voltak: anti-PIN2 tengerimalacban termeltetve
1:66 higitasban, anti-PM H'-ATP4z nyulban termeltetve (Agisera AS07 260) 1:1000
higitasban alkalmazva. Masodlagos ellenanyagok: ALEXA Fluor 488 kecskében termeltetett
tengerimalac ellenanyag (Invitrogen A-11073), illetve ALEXA Fluor 555 kecskében
termeltetett nyul ellenanyag (Invitrogen A-21428). Mindkét ellenanyagot 1:600 higitasban
hasznaltuk. A kisérletek soran az alabbi mikroszkop beallitasokat hasznaltuk: 510 Confocal
Microscope (Zeiss) 20x-, 40x- and 63x-nagyitd lencsékkel. 488 nm illetve 561 nm
hulldmhosszsagu gerjesztd fényt hasznaltunk. A mintdk fluoreszcencigjat 505-550 nm
illetve 575-615 nm hullamhossznal szelektiv filterrel fogtuk fel. Az Gsszetett képeket Adobe
Photoshop/Adobe Illustrator programokkal dolgoztuk fel.

3.4. Bioinformatikai modszerek

Munkank soran az alabbi programokat, internetes portalokat hasznaltuk fel. Az aminosav és

nukleotid sorrendet az Arabidopsis génekre a TAIR (http://www.arabidopsis.org/)

adatbazisbodl nyertiik, mas szekvenciakhoz az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) weboldal

hasznalataval jutottunk. A fehérjék szerkezetének vizsgalatahoz, feltételezett lokalizacids
jelek feltérképezéséhez, doménszerkezetek azonositasdhoz a TargetP

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP) Mpyristoylation Predictor

(http://plantsp.genomics.purdue.edu/myrist.html) és cNLS Mapper (http://nls-

mapper.iab.keio.ac.jp) adatbazisokat &és programokat hasznaltuk. A fehérjék kozotti

szekvencia homologiak vizsgalatahoz az NCBI BLAST szolgaltatasat

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  hasznaltuk. Tobbszorés  fehérje  szekvencia

Osszehasonlitasokat az NCBI COBALT (ftp:/ftp.ncbi.nlm.nih.gov/pub/agarwala/cobalt),

illetve a ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) programokkal készitettiik.

Az eredmények statisztikai analiziséhez az SPSS szoftver 14.0 verzidjat hasznaltuk. A
konfokalis pésztdz6 mikroszkép altal készitett képeket a Fluoview szoftver segitségével

(http://www.olympusconfocal.com/) értékeltik ki. A DNS manipuldldshoz, plazmid
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konstrukciok és PCR primerek tervezéséhez, a Lasergene (http://www.dnastar.com/t-

allproducts.aspx) a VectorNTI (http://www.lifetechnologies.com) programcsomagokat, €és a

Primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) weboldalt

hasznaltuk. Az Osszetett mikroszkopos képeket Adobe Photoshop ¢és Adobe Illustrator

(http://www.adobe.com) segitségével hoztuk Iétre, valamint a Microsoft Office

programcsomagot hasznaltuk az dolgozat szerkesztéséhez, adatok-tablazatok kezeléséhez

(http:// www.microsoft.com).
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IV. EREDMENYEK

4.1. A CRKS gén és inszercios mutans alléljeinek izolalasa

A CRKS fehérjét kodolo cDNS-t élesztd két-hibrid rendszerben azonositottak, a szplicing
apparatust aktivalo NTC (nineteen complex) PRLI sejtmagi alegységének kolcsonhatd
partnerei utan kutatva (Németh és mtsai., 1998; Koncz 2012). A teljes hosszusdgi cDNS-t
Klaus Salchert izolalta Koncz Csaba laborjaban (Max Planck Intézet Kdln), és az NCBI

adatbazisba Y09418.1 néven keriilt regisztradldsra  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

nuccore/Y09418.1). A kolcsonhatast eddig in vitro ill. heterolég rendszerekben sikertil

bizonyitani, amig normalis ndvekedési korilmények kozott Arabidopsis-ban nem volt
detektalhatd. Az Arabidopsis genom szekvenalasat kdvetden a gén az At3g50530-as nevet
kapta (Arabidopsis Genome Initiative 2000). Az At3 jeloli, hogy a 3-as kromoszoman
helyezkedik el a gén. A gén 11 exonbol és 10 intronbdl épiil fel. A CRKS cDNS kodold
szekvencia hossza 1806 bp, ami egy 601 aminosavbol all6 fehérjét kodol 67 kDa tomeggel
(6. Abra).

SKPNSSNSDQTPARNSPLPASESVKPSSSSVNGEDQCVTTTNNEGKKSPFEFPFYSPSPAHYFFSKK
TPARSPATNSTNSTPKREFFKRPFPPPSPAKHIRAVLARRHGSVKPNSSAIPEGSEAEGGGVGLDKSFEFGESK

SFASKYELGdEVGRGHFGYTCAAKFKKGDNKGQQVAVKVIPKAKMTTAIAIEDVRREVKILRALSGHNNLﬂ

EFYDAYEDHDNVYIVMELCEGGELLDRILSRGGKYTEEDAKTVMIQILNVVAFCHLQGVVHRDLKPENFLﬂ

hSKEDTSQLKAIDFGLSDYVRPDERLNDIVGSAYYVAPEVLHRSYSTEADIWSVGVIVYILLCGSRPFWAﬂ

hESGIFRAVLKADPSFDDPPWPLLSSEARDFVKRLLNKDPRKRLTAAQALSHPWIkDSWDAKVPMDILVF@

hMRAYLRSSSLRKAAbRALSKTLTVDEL?YLREQFALLEPSKNGTISLENIKSALMKMATDAMKDSRIPEF

LGOLSALQYRRMDFEEFCAAALSVHQLEALDRWEQHARCAYELFEKEGNRPIMIDELASELGLGPSVPVHA

VLHDWLRHTDGKLSFLGEVKLLHGVSSRTIKAH.

6. Abra. A CRKS5 fehérje aminosav sorrendje. A fobb szerkezeti egységek kiemeléssel jeldlve.

|Mirisztilacios hely| | sejtmagi lokalizacios jel, [szerin/treonin kindz katalitikus alegység, | az

| autoinhibicios rész ]a kalmodulink6t6 résszel atfedve és modosult EF motivumok,

A CRKS5 gén jellemzésére és funkciojanak felderitésére tobbféle megkozelitési

modszert alkalmaztunk. Ezek koziil az egyik lehetdség volt az, hogy a génmutécio hatdsainak

inszerciokat kerestliink tobb Arabidopsis mutanspopulacidé vizsgalataval a CRKS5 génben.
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Koncz Csaba laborjaban (Max Planck Intézet Koln) izoldltuk Gabino Rios vezetésével a
MPIZ38225-60s szamt T-DNS inszerciés mutanst kb. 100,000 vonalat megvizsgalva
polimeraz lancreakciot felhasznald tesztekkel (Rios és mtsai., 2002). A tovabbiakban erre a
mutansvonalra a crk5-1 nevet hasznaljuk. Egy masik, fliggetlen mutans allélt (Salk 00374) a
SALK Intézetben elkészitett Arabidopsis inszercidos mutans kollekcioban (Alonso és mtsai.,
2003) talaltunk és a tovabbi vizsgalatok soran ezt crk5-2 allélként jeloltik. A kovetkezd
fazisban T-DNS ill. génspecifikus primerek segitségével betérképeztiik a T-DNS inszerciok

pontos poziciot a CRKS génben, melyet a 7. és 8. abrak szemléltetnek.

LB 6NFHyg TDNA RB
I
cik5-1F crk5>-1R
- -—
I -
ATG Tﬂuh’ sTOP

tcaaact ccggogAGGATATATTC 10 bp TTCATCTTGTTcacttccggeg

7. Abra. T-DNS helyzetének meghatiroziasa a crk5-I mutins allélban a genotipizalishoz
hasznalt génspecifikus primerekkel. Pirossal az exon, vékony feketével az intron, vastag feketével
az 5’ illetve 3’ nem transzlalodd mRNS szekvencidk jeldltiik. Kisbetli: ndvényi DNS nagybetii: T-

DNS-bdl szarmazo nukleotidok jeldlve.

A crk5-1 mutans esetében a T-DNS inszercio az els6 exonban talalhato, 54

crer

¢s RB: a T-DNS bal és jobboldali hatarszekvenciai). A T-DNS inszercié 10 bazisparnyi
deléciot okozott a beépiilés folyamata soran. A baloldal (LB) 25bp méreti T-DNS
hatarszekvenciabol 21 bazispar megmaradt (a kisbetlis rész: ndvényi DNS-
tcaaactccggcg/AGGATATATTC-LB amit a nagybetlis T-DNS szekvencia kovet). A
jobboldali (RB) hatarszekvencia esetén egy megtartott bazispar jelzi az inszercid preciz
vektor higromicin rezisztencia markergénjére szelektdlva csiraztatds utdn a rezisztens:

szenzitiv utdédok ardnya 705:233 volt, ami megfelelt egy egy koépidban jelen 1évé T-DNS

crer
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A crk5-2 T-DNS inszerciés mutans vonalat a SALK intézettdl rendeltiik meg,

melynek T-DNS helyzetét a kovetkezo abra szemlélteti:

RB  [ROKZTDNS LB
| ]
crk5-2 F crk5-2R
—| ate -—
. - - I —
T,,mp sTOP

aagtactcaatARCACATTCC 24 bp GTTTACACCacaacaatttt
GGACGTTATTGTGGTGTARL

8. Abra. A T-DNS inszercié poziciéja a crk5-2 mutans allélban. A genotipizalishoz hasznalt
génspecifikus primereket nyilak jelzik. Pirossal az exon, vékony feketével az intron, vastag feketével
az 5’ illetve 3° mRNS nem transzlalodo régioit jeloltiik. Kisbetii: ndvényi DNS nagybetti: T-DNS

bazisai.

A crk5-2 (SALK _003774) T-DNS mutansban az inszercio a CRKS5 gén ATG start
kodonja el6tt talalhatd, 167 bazisparnyira, a CRKS mRNS 5° végétdl RB-LB orientacioban.
A T-DNS beépiilése a génbe egy 24 bp célhely deléciot okozott. A jobboldali névényi €s T-
DNS szekvenciakat 6sszekapcsold hatarrégioban (RB) egy 29 bp nagybetiivel jelolt kitoltd
DNS szakasz talalhat6, amelyet a nemhomolog DNS végeket Gsszekapcsold DNS javitd
mechanizmus szintetizalt eddig ismeretlen templatrol a genomban. A baloldali (LB)
hatarrégioban, a 25bp-nyi T-DNS véget jel6ld ismétlddé szekvenciabol 9 bp maradt, melyet
nagybetls rész jelol. A mutagenezishez felhasznalt T-DNS vektor, pPROK?2, kanamicin (un.
neomicin foszfotransferaz, NPTII) génje a mutans vonal utédaiban lecsendesitddott (a SALK

kollekcio erre kiilon fel is hivja a figyelmet (http://signal.salk.edu/tdna_FAQs.html), ezért az

crcr

a crk5-2 allélt homozigota formaban hordoz6 M2 vonalakat a gén- és T-DNS specifikus

primerek felhasznaldsaval PCR-rel azonositottuk.

A kovetkezd 1épesben, a homozigota crk5-1 és crk5-2 mutans vonalak
felhasznalasaval valds ideji kvantitativ PCR (qQRT-PCR) segitségével vizsgaltuk a T-DNS

inszerciok altal a CRKS gén kifejezddésében okozott valtozdsokat. A 9. dbra szemlélteti a
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kisérlet soran hasznalt primerek helyzetét, amig azok szekvenciajat a Fiiggelék 1. Tablazata

mutatja.

crk5-2  crk5-1

CRK5 (At3g50530)

ATG TAG

1 kb

9. Abra. A T-DNS inszerciok poziciéi a crk5-1 és crk5-2 mutans allélekban. A vilagossziirke
kiemelés exont, a vékony fekete vonal intront, amig a vastag fekete kiemelés az mRNS nem transzlalt

57 illetve 3’ szekvenciait jeldli.

- Cal-0
orkE-2
B Crka- T

1+4

10. Abra. A CRKS5 gén transzkripciéjanak vizsgilata homozigéta crk5-1 és crk5-2 mutinsokban
valés idejii kvantitativ PCR-rel. A felhasznalt primerek génbeli helyzetét a 9. Abra, amig
szekvencigjukat a Fiiggelek 1. Tabldzata mutatja. A qRT-PCR mérésekhez harom biologiai replikat
hasznaltunk, a mért mRNS szinteket a GAPC2 (Atlgl3440) mRNS kotrollhoz hasonlitva

normalizaltuk. SE, az atlag hibgja.

Az 9. és 10. abrdkon lathatd, hogy a crk5-1 muténs esetében a 3+6-os primer
elrendezédés esetében nem irddik at a teljes hosszisagh CRKS gén, igy teljes hosszsagi

funkciondlis fehérje sem képzodhet. A crk5-2 mutédns esetében ugyanennek a (3+6)
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primerparnak felhasznaldsaval észleltiink transzkriptet, amelynek a mennyisége még
valamivel meg is haladta a vadtipusu kontrollban mért értéket. Ez azzal magyarazhato, hogy
a SALK muténs populacio eléallitasanal alkalmazott pROK2 plazmid T-DNS-e a baloldali
hatarszekvencidhoz kapcsolva tartalmaz, egy a novényi szekvencidk felé mutatd karfiol
mozaik virus 35S promotert (Alonso és mtsai., 2003). Ezért a crk5-2 allélban egy olyan
erds konstitutiv promoter, amely biztositja a teljes hosszusagi CRKS gén transzkripcidjat (ill.
megemelkedett expressziojat). Ezért, a tovabbiakban ezzel a mutans vonallal nem

foglalkoztunk.

A crk5-1 mutans allél esetében, a T-DNS inszerci6 el6tti atirodo régioé egy mindossze
18 bp, ami igen rovid fehérjét kddol a CRKS fehérjébdl (aminek prediktalt szekvenciija
MGLCTSKPNSSNSDQTPA). Az inszerciot kovetd els6 ATG (Metionin start kodon) egy
szintén rovid, a CRKS5 fehérjétol kiilonb6z6 szekvenciat ad
(MKAKSLRFSLFIVQVQLTISSPRRLRRDLRRLIRLIRLRSDSLNGRFLLRLRLNISELF).
Kovetkezésképpen, a crk5-1 mutansban nem keletkezik funkcioképes CRKS fehérje, azaz a

crk5-1 inszercid egy null (knock out) mutacionak felel meg.

4.2. Modositott génkonstrukciok eléallitasa a CRKS gén és fehérje idobeli és
térbeli expresszidjanak és lokalizaciojanak, ill. a crk5-1 mutacio genetikai
komplementacidojanak céljabol

A CRKS5 gén expressziojanak ill. a CRKS fehérje sejtspecifikus ¢€s intracellularis
lokalizaciojanak vizsgalatara a novényfejlodeés kiilonbozd fazisaiban és a crk5-1 mutdns
genetikai komplementalasa céljabol kiillonboz6 modositott génkonstrukciokat allitottunk eld.
A CRKS5 preciz modositasa soran egy BAC (Bacterial artificial chromosome/mesterséges
bakterialis kromoszéma) klon felhasznaldsaval a gén stop kodonjat kicseréltiik zold
fluoreszcens fehérjét (GFP, green fluorescent protein) ill. B-gliikuroniddz (GUS) riporter
enzimeket kodolo DNS szekvencidkkal, a gén természetes szabdlyozd elemeit tokéletesen
megtartva. A 3. kromoszoman lokalizalt CRKS5 gént T20E23 BAC klon hordozza, amelyet az
ohioi Arabidopsis torzsgylijteménybdl (ABRC) szereztiink be. A CRK5 gént tartalmazo
sejtmagi DNS (tovabbiakban gCRKY)) teljes hossza 7809 bp, amely magéaban foglalta a 4414
bp méretii promoter régiot is. A gCRKS szekvenciaban a stopkodont egy PCR-alapu

technikdval modositottuk, és ennek helyére egy Apal restrikcidos enzim felismerd helyet
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épitettiink be. Az UV fény alatt zdlden vilagito GFP ill. az E. coli-bol szérmazd B-
glilkkuronidaz (uidA/GUS) koédold régioit a CRKS gén leolvasasi fazisaval megegyezden a
stopkodont helyettesité Apal helyre épitettik a gCRKS:GFP ill. gCRKS5:GUS
konstrukciokban. Igy mindkét esetben 3’ végi transzlacids génfuziot allitottunk eld, amelyek
végein az 0ij stopkodonokat a beépitett riporter génszekvenciak szolgaltattdk. A 11. Abra

mutatja az igy nyert konstrukciok sematikus szerkezetét.

CRKS
Promoter GUS
T:I—EI—D—D—D—:I—D—D—D—D—D— ﬂ-—

ATG

11. Abra. A gCRK5:GFP ill. a gCRK5:GUS génfiiziok szerkezetének sematikus dbrazolisa. A
CRK35 gén exonjait sziirke, 5’ és 3’ nem transzlalodo szabdlyozo szekvencidit fekete négyzetek, ill. az

ezeket elvalaszto intronokat fekete vonalak jeldlik

A kovetkezd 1épésben mindkét génkonstrukcid helyességét DNS szekvenalassal
ellendriztiik, majd a génkonstrukcidkat ndvényi génatviteli, un. bindris vektorokba klénoztuk
€s Agrobaktérium kozvetitette transzformacid segitségével crk5-1 mutans, ill. vadtipusu
novények kromoszomaiba épitettiik. A génatviteli vektorok 4altal kodolt ndvényben
expresszalodo antibiotikum rezisztencia gének kifejezOdésére szelektalva konstrukcionként

tobb, legalabb 20 fliggetlen vonalat allitottunk eld.

4.3. A crk5-1 mutans genetikai komplementacioja

A crk5-1 T-DNS inszercidés mutans korai jellemzése soran azt észleltiik, hogy a mutans a vad
tipushoz képest 2 MSAR médiumon ¢és teljes fényen novesztve (lasd 3.1.1.) lassabb
gyokérmegnyulast mutat. Mivel a CRKS fehérjét eredetileg Németh és mtsai., (1998) a
sejtmagi splicing apparatus aktivalé komplex PRL1 alegységének kdlcsonhato partnereként

azonositottak, amelynek mutacioja a gyokérmegnyuléds drasztikus gatlasat okozza, feltehetd
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volt, hogy a két fehérje egy kozos szabalyozé folyamatban jatszhat szerepet. Annak céljabol,
hogy genetikailag bizonyitsuk azt, hogy a gyokérmegnyuldsi hibaért (rovid gyokér fenotipus)
valdéban a crk5-1 mutdnsban azonositott egyedi T-DNS inszerci6 a felelds (és nem egy
esetleg ettdl fliggetlen, a T-DNS transzformécié folyamata soran létrejott valtozas, pl. a
génhez nem kapcsolt pontmutacio vagy delécid) megvizsgaltuk a gCRKS-GFP génfziot
hordozé crk5-1 mutans gyokérfenotipusat. Ezzel egyben genetikai modszerrel teszteltiik azt
is, hogy a gCRKS5-GFP fuzios gén/fehérje képes e tokéletesen helyettesiteni a vadtipusu
CRKS5 gén/fehérje funkciojat. E kisérlet soran (12. Abra), a vad, crk5-1 és crk5-1::gCRKS-
GFP novények csirdztatasa a 3.1.1. fejezetben leirtak alapjan tortént. A gyokérndvekedés
idobeli sebességének kovetése céljabol a Petri-csészékben csirazd ndvényeket fiiggdleges
helyzetben tartottuk, és a csirdzast kovetd hatodik nap utdn harom naponként megmértiik a
gyokerek hosszat. Az adatokat Microsoft Excel program segitségével értékeltiik, majd

abrazoltuk.

Gyokemmegnyulas
45
40

I
35 T /‘L

% oe - / ::f__,.--""_#I
% 20 / /I —t ] it
g 45 -E/ E/ S

10 /f / o= crk5- 1/gCRK5 GFP

= 9 12 15 17 napok

12. Abra. Az elsédleges gyokérmegnyilas mértéke a vadtipusi (Col wt.), a crk5-1 mutans és
genetikalilag komplementalt crk5-1::gCRK:GFP vonalakban. A vizszintes tengely az id6t (napok),
a fliggdleges a novekedés mérteket, ill. gyokérhosszat (mm) jeldli. SE, az atlag hibaja harom bioldgiai

ismétlésben ahol legalabb 50 gyokér hossziisagat mértiik a megadott idépontokban.

Amint az a 12. Abran lathatd, a crk5-/ mutins esetében a gydkérmegnyulas a
vadtipushoz képest koriilbeliil 30% csokkenést mutatott, ugyanakkor a komplementalt vonal

esetében nem figyelhetd meg szdmottevo kiilonbség. Azaz, ebben a kisérleti rendszerben a
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komplementaci6 sikeresnek bizonyult, a gCRKS5:GFP konstrukci6 kijavitotta a crk5-1 mutans

gyokérmegnyulasi defektjét.

4.4. A crk5-1 mutacio késlelteti a gravitopikus valaszt gyokérben és hajtasban

Tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk a gyokérfejlédés tovabbi jellemzdit is. A standard
kortilmények kozott nevelt 10 napos, crk5-1 mutans a vadtipushoz hasonlitva fokozottabb
oldalgyokér képzédést mutatott (13. Abra), 25-30%-al tobb oldalgyokeret fejlesztett. A
genetikailag ~ komplementdlt  ¢rk5-1:gCRK:GFP  vonal a  vadtipushoz  hasonld

oldalgyokérszamot mutatott, tovabba igazolva a genetikai komplementacio sikerét.

3.5 1

ha ha
= Lr
1 1

Oldalgydkér szam
o

1.0 1
0.5 1
0.0 1
Col wt. crics-1. crics-1/
gCRKS-GFF

13. Abra. Az oldalgyokérszam osszehasonlitasa a 10 napos vadtipusii (Col wt.), crk5-1 mutans és
genetikalilag komplementalt crk5-1::gCRK:GFP vonalakban. SE, az atlag hibaja, harom biologiai
ismétlésben, amelyekben egyenként legalabb 50 ndvény volt megvizsgalva. Az ,a”, P<0,005
szignifikancia szint Col wt.-hoz hasonlitva, amig a ,,b”, a P<0,005 szignifikancia szint crk5-1-hez

hasonlitva.

A fokozott oldalgyokér képzodés és a gyokér megnyuildsanak a gatldsa azt jelezte,
hogy val6szintileg az auxin eloszlas a gyokérben eltolodott a megnyulasi zona felé (Benkova
¢s mtsai., 2003). Mivel az auxin eloszlds zavara a gyokérben megvaltoztathatja a gyokér
gravitropikus valaszat, a kovetkezd kisérletekben Osszehasonlitdo gravitropikus teszteket
végeztiink el a vadtipusu, crk5-1 mutans és genetikalilag komplementalt crk5-1::gCRK:GFP

vonalakkal a 3.1.9. szekcioban leirtak szerint. Folyamatos fényen fiiggélegesen ndvesztett
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novényeket egyhetes korukban elforgattuk 135°-al, majd kiilonb6zé idépontokban

megmeértiik a gyokércsucs elfordulasanak szogét.

A

crk5-1/ crk5-1/

Col wt. CRK5:GFP Col wt. crk5-1 gCRK5:GFP

crk5-1

12h

24h

14. Abra. Gravitropizmus tesztek vadtipusi (Col wt.), crk5-1 mutins és genetikalilag
komplementalt crk5-1::gCRK:GFP vonalakkal. A) A gyokércsucs elfordulasa vadtipusu, crk5-1 ill.
crk5-1::gCRK:GFP ndvényekben 12, ill. 24 6raval a 135° elforgatéssal 1étrehozott gravistimulus utan.
Meéretskala: 500um. Fekete nyil jeloli a gravistimulacido megvaltozott iranyat. B) Az elfordulasok
mértékének szamszerisitett adatai lathatok, a megvizsgalt ndvények szama aranyos a fekete oszlopok

magassagaval. Minden kisérletben legalabb 70 egyed lett megvizsgalva, harom bioldgiai replikaval.

A gravitacios jel iranyanak valtozéasara, a novények foégyokerei egy pozitiv geotropos
valaszt adva elfordulnak a megvaltozott gravitacios vektor irAnyaba. A 14. Abra A paneljében
lathat6, hogy mind a vadtipus (Col wt.), mind a komplementalt (crk5-1/gCRKS:GFP) vonal
normalis gravitropikus valasszal rendelkezik, a gyokércsucsok mar 12 ora elteltével beallnak
a gravitacid Uj iranyaba, és a gyokércsucs ennek megfeleld elhajldsa 24 ora utan kozeliti a
gravitacios vektor megvaltoztatott irdnyat. A crk5-1 mutans gravitropikus valasza feltlinden
késik, még 24 oOrdval az 0j irdnyt gravistimuldcid utdn sem kozelit a vadtipusban észlelt
értékhez. A 14. dbra B panelje a gravistimulussal indukalt gyokérelfordulas szogét mutatja
nagyszamu megvizsgalt novény esetén. A kordiagram reprezentalja a kiillonb6zd elfordulési
fokokhoz tartoz6é ndvények szamat két idOpontban, a forduldst kovetd 12. valamint 24.
oraban. A fekete oszlopok magassaga/hossza aranyos a novények szdmaval. 12 oraval a
gravistimulaciot kovetden a vadtipustt novények 83%, amig a crk5-1 mutans novények

mindossze 28% mutat 90°-os elfordulast. 24 oraval a kisérlet kezdete utan a vadtipust
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novények 55%-a 135°-ban elfordult, mig a crk5-1 gydkerek csak 90°-os elfordulast mutatnak.
Ezek az adatok aldtdmasztjak, hagy a crk5-1 mutdns gravitropikus valasza késik. A
komplementalt vonallal hasonlé eredményt kaptunk, mint a Col wt. esetében, ezért a

genetikai komplementaci ebben az esetben is mikodik.

A gravitacios jelérzékelés helye az elsddleges gydkérben a kolumella sejtek 3-4 rétegli
csoportja, ahol a sejtek keményitott tartalmazd amiloplasztiszai a gravitacidés vektor
megvaltozasanak hatdsara elmozdulnak. Ha a keményitdszemcsék hianyoznak, megtorténik
ugyan a jelérzékelés, de a kialakul6d valasz idében nagyfoku késést mutat. Mivel a crk5-1
mutans esetében a gravitropikus valasz késést mutatott, de a mutans nem volt tokéletesen
agravitrop, Lugol festéssel (lasd 3.1.8.) megvizsgaltuk a kolumella sejtek keményitdtartalmat
15A Abra. A vadtipushoz hasonlitva (15A. Abra), a gyokér kolumella sejtsordban Lugol

festéssel kimutatott keményitétartalom nem mutatott valtozast a crk5-1 mutansban.

A keményitd tartalom hidnya nem csak a gyokér, hanem a szér/virdgzati tengely
gravitropus valaszara is hatassal van. Mind a keményitd hianya, mind a keményitétartalmu
sejtréteg hianya gatolja a hajtds negativ gravitropikus valaszat. Annak ellenére, hogy a
gyokérvizsgalatok alapjan a crk5-1 mutacidé nyilvanvaléan nem okozott hibat a keményitd
felhalmozodasban a sztatocitdkban, a crk5-/ mutdns virdgzati tengelyének negativ
gravitopikus valasza jelents késést mutatott sotétben. A 15B Abra mutatja, hogy amig a
vadtipus, ill. genetikailag komplementalt mutdns vonal kb. 90°-os folhajlast mutat, addig a
crk5-1 mutans esetében ez csak koriilbeliil 45°. Mivel a hajtas gravitropizmus tesztet fény
hidnyaban végeztik, a crk5-1 mutansban észlelt hajtas elhajlasi defekt fliggetlen a szar
pozitiv fototropizmusanak szabalyozasatol. Ugyanakkor a hajtds gravitropikus tesztje is
igazolta, hogy a gCRKS:GFP konstrukcid képes a hajtas negativ gravitropikus valaszanak

hib4jat is korrigalni a crk5-1 mutans hattérben.
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crk5-1

Colwt

crk5-1/
gCRK5.GFP

15. Abra. Keményité kimutatasa vadtipusi és crk5-1 gyokerek kolumella sejtjeiben és négyhetes
vadtipusa (Col wt.), crk5-1 mutans és genetikalilag komplementalt crk5-1::gCRK:GFP vonalak
viragzati tengelyének gravitropus valasza sotétben. A kékesszirkére fest6dd sejtek
keményitd tartalma hasonlé a Col wt és crk5-1 gyokerekben. Hasonlitva a vadtipusu (Col wt) és crk5-
1::gCRK:GFP novényekhez, a crk5-1 mutans hajtasanak negativ gravitropikus valasza késik. A

fekete nyil a gravitacio iranyat jeloli.

4.5. A CRKS gén és fehérje expressziojanak vizsgalata

A CRKS5 gén transzkripcidjanak jellemzésére a fejlédés soran, a novényi szervekben valds
idejli kvantitatativ PCR-rel (qQRT-PCR-rel) meghataroztuk a CRK5 mRNS szinteket (16A.
Abra). CRK5 mRNS detektalhatd volt a legtobb szervben, a legalacsonyabb szinten a szarban
expresszalt, amig legmagasabb mennyiségben a fejlodé virdgokban halmozodott fel. A qRT-
PCR eredmények ellendrzésére, hasonld vizsgalatokat végeztiink a gCRKS5-GUS kontrukcid
aktivitasanak kovetésével, amikor is a CRKS fehérje C-termindlis végéhez fuzionalt GUS
riporter fehérje aktivitdsat vizualizaltuk hisztokémiai festéssel a novények kiilonbozo
szerveiben a fejlodés folyaman. A GUS enzim hisztokémia kimutatisa soran egy kék szinli
oldhatatlan csapadék keletkezik, ami a névényi pigmentek eltdvolitdsa utan mikroszkop alatt

vizsgalhato.
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16. Abra. A CRKS5 gén, ill. fehérje szervspecifikus expressziéjanak vizsgalata. A) CRK5 mRNS
szintek Osszehasonlitasa a kiilonb6z6 szervekben valos idejii kvantitativ PCR-ral. Harom biologiai
ismétlésben a CRK5 mRNS szinteket a GAPC2 (Atlgl3440) belsé standardhoz normalizaltuk. Az
oszlopok folotti deviaciok az az atlag hibajat (SE) mutatjak. B-N) A CRKS5-GUS fuziés fehérje p-

gliikuronidaz aktivitasanak detektalasa hisztokémiai festéssel kiilonb6z6 szervekben.

A CRKS5-GUS fehérje p-glikuroniddaz aktivitdsa kimutathaté volt a fiatal
csiranovények hipokotiljaban és gyokérében, a gyokércsiicsban a csticsi merisztémaban, ill. 7
napos (16. Abra, B-D) és 14 napos (16. Abra, E-F) fényen nétt ndvények kiilonbozo
szerveiben, mint pl. a gyokér bél részében, az oldalgyokerekben (16. Abra, G-H) és a
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gyokéresucsi régiokban (16. Abra, I). Uveghazban nevelt novényekben, a CRK5-GUS fehérje
a szallitonyalabok mentén a szarlevélben, a csésze- és sziromlevelekben, a porzoszarban, ill.
a termében is észlelhetd volt (16. Abra, J-M). A CRK5-GUS fehérje lokalizaciojat a

szallitonyalabok mentén a 16. Abra N szekcidja mutatja.

4.6. A CRKS kinaz lokalizacioja a plazmamembranban

Hasonléan a paradicsom CRKI1 kin4dzdhoz (Leclercq és mtsai., 2005), az Arabidopsis CRKS
fehérje is hordoz egy tipikus N-terminalis mirisztilacidos motivumot, amely membran
lokalizaciot jelez. A CRKS sejtbeli lokalizacidjanak meghatdrozasahoz felhasznaltuk a
genetikai komplementécios tesztekben funkciondlisan jellemzett gCRKS5-GFP kontrukcidt,
amelyrdl eldszor fehérjét szintetizaltunk tranziens protoplaszt expresszids tesztekben. A
CRKS5-GFP sejtbeli  lokalizacidjat ezek utan nagyfelbontastt konfokalis pasztazo
mikroszkoppal vizsgaltuk (17A Abra). A CRKS5-GFP szignalt a kerek protoplasztok

periféridjan, kizarolag a plazmamembranhoz asszocialva észleltiik.

A CRKS5-GFP plazmamembranlokalizaciojat a kovetkezd 1épesben egy biokémiai
sejtfrakcionalasi kisérletben ellendriztiik (17B Abra). A 3.2.9. szekcioban leirtak szerint
plazmamembrant tartalmazé mikroszoma, ill. citoplazmatikus és sejtfalfrakciokat izolaltunk
egy gCRKS:GFP konstrukciot expresszald gyokérkulturabol, majd anti-GFP ellenanyag
segitségével Western blott technikdt haszndlva vizsgaltuk a CRK-GFP fehérje (97kD)
mennyiségét ezekben a sejtfrakciokban. A CRKS5-GFP jel a mikroszéma frakcidban dusult
fel, ami annak sejtmembran lokalizacidjara utalt. Ezzel szemben, nem kaptunk jelet a

szolubilis citoplazmatikus és sejtfal frakcidkban.
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17. Abra. A CRKS5 fehérje szubcellularis lokalizaciéjanak vizsgilata. A) Tranziens expressziot
kovetéen, a CRKS-GFP jel a protoplasztok plazmamembranjaban észlelhetd. Méretskéla: 10um B)
gCRKS:GFP konstrukciot expresszald gyokérkultirabdl preparalt sejtfrakciok immunoblott analizise
anti-GFP ellenanyaggal. T: teljes minta, Mi: mikroszoma frakcid, Ci: citoplazmatikus szolubilis
frakcio, és Sf: sejtfal frakcid. C) gCRKS:GFP konstrukciot expresszaldo vadtipusu Arabidopsis
novények gyokerének borszoveti képe FM4-64 (piros) membranfestéssel kombinalva. Baloldal:
CRKS5-GFP jel, kozépen: FM4-64 lokalizacidja a plazmamembranban, €s jobboldalt: atfedés a CRKS-
GFP z0ld és FM4-64 piros jelek kozott narancsszinli plazmamembran festést eredményez.

Meéretskala: 25um.

Végiil, a CRK5-GFP fehérje plazmamembran lokalizaci6janak tovabbi egyértelmi
igazolasanak céljabol, a gCRKS:GFP  konstrukciot  Agrobaktérium  kozvetitette
transzformacioval bejutattuk vadtipusu (Col wt.) novényi hattérbe, majd tobb fiiggetlen
transzforméns antibiotikum szelekciojat kovetden CRKS-GFP-t expresszald homozigota
vonalakat allitottunk eld. Ezek utan megvizsgaltuk a transzformalt novények gyokér
borszovetében konfokalis pasztazd mikroszkdpot hasznalva a CRKS-GFP-re jellemezd zold
GFP jel lokalizaciojat a plazmamembran specifikus FM 4-64 festék piros jeléhez hasonlitva
(17C Abra). A CRK5-GFP és FM-64 jelek tokéletes atfedése egyértelmiien igazolta a CRKS5

kinaz kotédését a plazmamembranhoz.
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4.7. A CRKS5-GFP polaris membranlokalizacidja gyokér borszoveti, kortex és
kolumella sejtjeiben

A CRKS5-GFP fehérje lokalizaciojanak tovabbi részletes vizsgalatai egy fontos észleléshez
vezettek. A CRKS5-GFP elsdsorban a gyokér epidermisz, kortex, kolumella ¢és gyokérsiiveg
sejtjeiben volt észlelhetd. A CRKS-GFP magasszintli expresszidja az epidermalis és kortex

rétegekben kiterjedt a gyokér megnytlasi zonadig és detektalhatdo volt az e folotti

differencialodd zondban és az ebbdl kifejlodo fiatal laterdlis gyokérprimordiumokban (18.

Abra).

18. abra. A CRKS-GFP fehérje poliris membranlokalizicioja az elsédleges gyokér és
oldalgyokérek Kkiilonbozé sejttipusaiban. A-B) CRKS5-GFP lokalizacidja a borszovet, kortex,
kolumella és gyokér csucsi sejtjeiben. Gyokér keresztmetszet. Méretskala: A: 50um; B: 25um. C) A
gyokér felszine felé iranyuld U-formaji polaris CRKS-GFP lokalizacio az epidermisz sejtekben.
Meéretskala: 25um. D) A stele-ben lokalizalt CRKS5-GFP szignal ez elongacios zonaban. Méretskala:
100um. E) A CRKS5-GFP fehérje detektalhato a differencialodasi zona legelsé , a stele rétegbdl a
periféria felé osztddo sejtjeiben, ahol az epidermisz sejtekhez hasonldan a lateralis kiils6 sejtfal felé
mutatd polaris U-formaji mintazatot mutat. Méretskala 50um. F) A CRKS5-GFP fehérje polaris
membranlokalizacidja a fégyokérhez hasonlo a fiatal oldalgyokerekben, azonban a CRKS5-GFP jel

még magasszintli az 0sztodo vaszkularis (stele) sejtekben is. Méretskala 25um.
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Figyelemre méltoan, a CRKS5-GFP fehérje egy U alaku polaris mintazatot mutatott,
amely minden esetben a sejtek gyokérfelszini oldala felé nézett. A gydkér borszoveti és
kortex rétegeiben a CRKS-GFP a sejtek bazalis, apikalis és kifele nézé lateralis
membranjaiban dasult fel (18. Abra A és C). A kolumella és gyokérsiiveg sejtjeiben, A
CRKS5-GFP jel a két parhuzamos lateralis membran mellet a gyokércsucs felé nézo also
membranban lokalizalodott (18. Abra B). Amig az elongacids zona szallitoszovet (stele)
sejtjeiben a CRKS-GFP csak alacsony diffuz jelként volt detektalhatd, a differencialodasi
zona vaszkularis/periciklus rétege koriil osztédo oldalgydkér primordium sejtekben a CRKS-
GFP szignal az epidermisz sejtekhez megfigyelt lateralis polaritast mutatott az oldalgyokeér
kialakulasi folyamat korai fazisatol kezdve (I-II fazis; 18D és E Abra). A kialakult
oldalgyokérben a CRKS-GFP lokalizacigja mind helyzetében, mind mintazatdban
megegyezett az elsddleges gyokérben tapasztaltakkal, kivéve, hogy a periciklusban detektalt

expresszidja magasabb volt.

4.8. BFA exocitozis inhibitor gatolja a CRKS fehérje membranlokalizaciojat

Az el6z6 fejezetben lathattuk, hogy a CRKS fehérje a plazmamembranban talalhatd, amit
tobbféle modon, tobbek kozott az FM4-64 festék alkalmazasaval is kimutattunk. Annak
kideritésére, hogy a CRKS membranlokalizacioja hogyan szabalyozodik, tovabbi kisérleteket
végeztiink a GNOM fehérjét gatlo Brefeldin-A (BFA) inbibitorral. A BFA egy gombatoxin,
mely gatolja a fehérjék transzportjat az endoszoéméak feldl a plazmamembran iranyéba,
ugyanakkor fokozza a visszafele irdnyuld transzportot. Ezért ha az FM4-64 festéket BFA-val

kombinaljuk, akkor a plazmamembran fehérjék transzportja nyomon kdvethetd.

A CRKS5-GFP konstrukciét tartalmazé novényvonalak FM4-64 membranfestékkel
festett epidermisz sejtjeiben 50uM-os BFA kezelés hatdsadra mar 40 perc utdn megjelennek a
BFA testek a ndvényi sejtben, amint azt a 19A abra kozépsd paneljén illusztrajuk. A sejtek
belsejében megjelend piros szinli részecskék mutatjak az FM4-64 altal megfestett membran
vezikuldkat, amelyek nem tudnak a membranhoz szallitodni a BFA toxin hatdsa miatt. A z6ld
CRKS5-GFP és voros FM4-64 jelek atfedésébdl szarmazod naracsvords jel eloszlasa
ugyanakkor azt jelzi, hogy az FM4-64 festékkel egyidében a plazmamembranban lokalizalt
CRKS5-GFP fehérjének csak egy kisebb frakcidja jelenik meg BFA testekben.
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19. Abra. A CRKS5-GFP fehérje internalizalédasanak indukcioja BFA-val FM4-64

membranfesték jelenlétében a gyokér borszoveti sejtsoraban. A) 40 perces BFA (50uM) kezelés.
B) 90 perc BFA (50uM) kezelés. Méretskala: 25um. Az A és B panelek bal oldalan lathat6 a CRKS-
GFP, a kozépso szekciokban az FM4-64 festése (piros jel), €s a jobb oldali szekcioban a CRKS-GFP

ill. FM-64 jelek pontos egymasra rétegezése.

Amig rovid BFA kezelés a CRK5-GFP fehérje egy részét BFA testekbe (blokkolt transzporta
vezikulumokba) iranyitja, 90 perces BFA kezelés utain a CRKS5-GFP fehérje nagyrészt eltlinik
a membranbol, de szemben az FM4-64 festékkel nem BFA testekben talalhatd, hanem a
sejtmag régidjaban halmozodik fol (20B Abra). A brefeldin-érzékeny CRKS-GFP
internalizacidja alapjan feltehetd, hogy a CRKS fehérje polaris elhelyezkedése, egy BFA
érzékeny membran reciklizalason alapul. Ami azonban meglepd, hogy a CRKS5-GFP fehérje
egy jelentds része prolongalt BFA kezelés ellenére sem degradal, hanem valoszini a
sejtmagba importalodik. A CRKS fehérjén talalhato sejtmagi lokalizacios szignalnak szerepe
lehet a CRKS5 BFA indukalt nukleéris lokalizaciojaban. Paradicsomban kimutattdk, hogy ha
az N-termindlis mirisztilacidés szekvencia megvaltozik, akkor az Arabidopsis CRKS5-tel
homolog CRK1 kinaz a sejtmagban akkumulalodik (Leclercq és mtsai. 2005)., Lehet, hogy ez
a kisérlet arra is ravilagit, hogy a CRKS fehérje bizonyos specidlis koriilmények kozott

szerepet jatszhat a sejtmagi folyamatokban is, esetleg, mint a korabban élesztd két hibrid
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rendszerben azonositott sejtmagi NTC komplex PRL1 alegységének kolcsonhatd partnere

(Németh és mtsai., 1998).

4.9. A crk5-1 mutacio hatasa az auxin eloszlasra gyokérben

A crk5-1 mutansban észlelt fokozott oldalgyokér képzddés, a gyokér novekedésének gatlasa
¢s a késleltetett gravitropikus valasz jelezte, hogy a gyokér auxin eloszlasi vagy tjraelosztasi
rendszere sériilést szenvedett. Mivel az auxin kOzponti szerepet tolt be a fent emlitett
folyamatokban, tobbféle modszerrel igyekeztiink kideriteni mi valtozott meg a crk3-1

mutansban, ami a gyokérfenotipusban észlelt valtozasokat okozta.

A gravitropikus valasz soran az auxin Ujraclosztasa torténik a gyokérben, amelynek
hatasara egy egyenl6tlen megnyulas alakul ki és ez altal a gyokér a gravitacids irany felé
gorbiil (lasd 1.11.). Az auxin eloszlas valtozasai elegdnsan nyomon kdvethetdk olyan riporter
konstrukciokkal, amelyek aktivitdsa az auxinszinttel aranyosan szabalyzodik. Egy ilyen
riporter az auxin €rzékeny promoter elemet tartalmazd DRS-GFP konstrukci6é (Ottenschlager
¢s mtsai., 2003), amelyet bejuttatunk Agrobaktérium kdzvetitette transzformacioval vadtipust
(Col wt.) ill. crk5-1 mutans ndvényekbe. A transzformaciot és szelekciot kdvetden, tobb
fiiggetlen transzformans vonalat megvizsgaltunk konfokalis pdsztdz6 mikroszkopia

segitségével. A vizsgalatokhoz egyhetes fiiggdlegesen nétt novényeket hasznaltunk.

Amint azt a 20. Abra illusztralja, az auxin érzékeny DR5-GFP riporter fluoreszcencia
intenzitasanak szintje joval alacsonyabb volt a crk5-1 mutansban a vadtipushoz képest azonos

mikroszkdop bedllitdsok mellett vizsgalva. Ez arra utalt, hogy a crk5-1 mutansban az auxin

crer
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20. Abra. A crk5-1 muticié hatasa az auxin indukalt DR5-GFP riporter aktivitisara gyokérben.
Vadtipusit (Col wt.) (bal oldal) névényhez hasonlitva, a DR5-GFP riporter konfokalis pasztazo
mikroszkoppal észlelt aktivitasa alacsonyabb a fiiggdlegesen nevelt crk5-1 mutans gyokerében ( jobb

oldal). Méretskala: 50pm.

Annak eldontésére, hogy vajon a mutdnsban az auxin bioszintézis Ut kulcsenzimeinek
az expresszidja valtozott-e meg, valds idejli kvantitativ PCR reakciokat hajtottunk végre (21.
Abra). A kisérlet soran felhasznalt primerek listaja a Fiiggelék 1. Tablazataban taldlhaté. A
21. é4bran lathatd, hogy a crk5-I mutinsban nem valtozott meg a kivalasztott auxin
bioszintézisben kulcsszerepet jatszo gének transzkripcidja. A megvizsgalt gének termékei
koziil a triptofdn aminotranszferaz TAA1 (Atlg70560) az indol-3-ecetsav prekurzor indol-3-
pirosz6ldsav szintézisét katalizalja, a TRP2 (At5g54810) és a TRP3 (At3g54640) a triptofan
szintaz a illetve B alegységét kodoljak, a YUCCA3 (Atlg04610) gén terméke a triptofan alapu
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21. Abra. Az auxin bioszintézisben szerepet jatsz6 kulcs gének mRNS szintjeinek
osszehasonlitasa valdos ideji kvantitativ PCR-al vadtipust, crk5-1 és crk5-1:gCRK5-GFP
novények gyokereiben. A méréseket harom bioldgiai ismétléssel végeztiik és a mért transzkript

szinteket a kontroll GAPC2 (Atl1g13440) mRNS értekekhez normalizaltuk. SE, az atlag hibjja.

auxin bioszintézisben jatszik szerepet; a NIT3 (At3g44320) egy nitrilazt kodol, ami az indol-
3-acenitrilt, amig az AMII (Atl1g08980) az indol-3-acetamidot alakitja at IES-sé. A
CYPS83B1 (At4g31500) enzim az aktiv IES szintjét a gliikozinolatképzés révén szabalyozza
(Mano és Nemoto., 2012). Mivel az auxin transzportban szerepet jatszo gének is mutatnak
transzkripcids szintli valtozast a megndvekedett auxintartalomra (Vieten és mtsai., 2005),
Osszehasonlitottuk PINI (Atlg73590), PIN2 (At5g57090), PIN3 (At3g70940), PIN4
(At2g01420), PIN7 (At1g23080), AUXI (At2g38120), LAX3 (Atlg77690) auxin efflux és
influx hordozokat kodologének expresszidjat viszonyitva a control GAPC2 (Atlgl3440)
mRNS szintekhez.

Amint az a 22. dbran lathato, a crk5-1 mutansban a vizsgalt gének expresszidja nem
valtozott meg a vadtipushoz képest. Ezek az adatok azt jelezték, hogy a crk5-1 mutaciéo nem
okoz az auxin homeosztazis szabalyozasadban szerepet jatszo gének expresszidjaban lényeges
valtozasat. Ezért a DRS5-GFP jelcsokkenés a gyokércsucsi régioban azt jelezte, hogy
valdsziniileg az auxin transzport a gyokércsucsbol a hajtas felé megemelkedett és ezért a
gyokércsucs sejtjeiben gyengébb DRS5-GFP jel észlelhetd. Hasonloan a crk5-1 mutanshoz, a

PINOID (PID) kinazt taltermeld ndvényvonalakban szintén csokkenést mutat a gyokércsucsi
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DRS5-GFP jel, ami ott egy sokkal drasztikusabban lecsokkent auxin mennyiségét jelez (Friml
¢s mtsai., 2004). Ennek kovetkeztében, a PID overexpresszaldé novények gydkércsiicsa
osszeesik és elhal. Osszehasonlitasban, a crk5-1 mutans gydkércsiicsa nem mutat drasztikus
szerkezeti aberraciot, bar a gyokér megnytlasa/ndvekedése szignifikdnsan lassabb a

vadtipushoz képest.
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22. Abra. Az auxin transzportban szerepet jatszé PIN és AUX/LAX gének valos idejii kvantitativ
PCR-al mért mRNS szintjeinek osszehasonlitisa vadtipusd, crk5-1 és crk5-1::gCRK5-GFP
novények gyokereiben. A méréseket harom bioldgiai ismétléssel végeztik és a mért transzkript

szinteket a kontroll GAPC2 (Atlgl13440) mRNS értekekhez normalizaltuk. SE, az atlag hibaja.

4.10. A crk5-1 mutacio késlelteti a gravistimulus indukalta auxin exportot

Mivel az eddigi adatok az jelezték, hogy a crk5-1 mutans gyokérben a gyOkércsucstol a
megnyulasi és differenciacios zondk felé iranyuld emelkedett auxin export (ami stimulélja
megemelkedett szdmu oldalgyokér képzdodését a vadtipushoz hasonlitva) Osszefiigghet a
gyokér gravitropikus valasz lassitdsdval, Osszehasonlitottuk az auxin indukalt DRS5-GFP
riporter aktivitasat gravistimulalt vad ill. crk5-1 mutans gyokerekben. A gyokér gravitropikus
valasza soran, az Ujrapozicionalt gyokerek also, a gravitacios irany felé esé gyokérfelén auxin

tobblet alakul ki, ami a DRS5 auxin érzékeny promotert tartalmazd konstrukciokkal jol
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nyomon kdvethetd. A fiiggdlegesen nevelt DR5-GFP konstrukcidt tartalmazo vad ill. crk5-1
novényeket egyhetes korukban 135°-ban elforgattuk, majd kiilonb6z6 idépontokban
konfokalis pasztdzo mikroszkop segitségével megvizsgaltuk a gyokércsucsi régidban a DRS-

GFP aktivitasat (23. Abra).

Col wt. crk5-1 Col wt. crk5-1

Oh

1h

2h

>

23. Abra. A DR5-GFP riporter aktivitas idébeli valtozasanak kovetése gravistimulalt vad tipusi
(Col wt.) és crk5-1 mutans gyokerekben konfokalis pasztazo mikroszkoppal. Az id6 orakban van
megadva. A gravitacios er6 iranyat fekete nyilak jelzik, amig a fehér nyilak az aszimmetrikus DR5-

GFP jel megjelenésének pozicidit mutatjak. Méretskala: S0pm.
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Ahogy korabban észleltiik, a gravistimulaciét megel6zden és annak korai fazisaban, a DRS5-
GFP jel intenzitdsa a crk5-1 mutansvonalban joval gyengébb volt, mint a vadtipusu
gyokérben. A 135°-o0s elforgatast kdvetden, mar az els6 6ra utan egy aszimmetrikus DRS5-
GFP jelfokoz6das volt megfigyelhetd a wvadtipusi gyokércsucs alsd szekciojaban, a
borszoveti régidoban. (A 24. abran ezt, az 1 6rdhoz tartozd képen egy fehér nyil jelzi a
vadtipus estében). A crk5-1 mutans esetében ilyen jeler6sodés nem tortént. A kisérlet
masodik oOrdjadban ez az aszimmetrikus jelndvekedés még inkabb szembetlind volt a
vadtipusban, ahol a DR5-GFP riporter intenzitdsanak maximumat 4 6éra mulva érte el. Ezzel
szemben a crk5-1 mutdnsban az aszimmetrikus jelformalodas, azaz a DR5-GFP riporter
aktivalodéasa a gyokércstics alsd bdrszovetében csak a kilencedik 6ra koriil kezdddott meg.

Kovetkezésképpen, a crk5-1 gravitropikus valasza koriilbeliil 5 oréas késést mutatott a
vadtipushoz hasonlitva. A crk5-1 mutansban az auxin gradiens megkésett kialakulasa
magyarazatul szolgalhat arra, hogy az aszimmetrikus auxingradienstdl fiiggd folyamatok,
ugymint a gravitropikus gyokérgorbiilés is késést szenvedhetnek. A vadtipus esetében a
gravistimulacio 9. 6raja utan a DR5-GFP eloszlasa tjra szimmetrikus lett a gyokér két oldala

kozott jelezve a gravistimulus altal kivaltott aszimmetrikus novekedési valasz végét.

Mivel az auxin efflux vagy influx folyamatokat befolyasolé auxin analdgok
alkalmazasédval kozelebb keriilhetiink annak megértéséhez, hogy mely auxin transzporterek
funcidja sériilt a crk5-1 mutansban, a kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk kiilonbozé auxin
transzort inhibitorok hatasat a DRS5-GFP riproter aktivitdsara vadtipusu illetve crk5-1 mutans
gyokerekben. Eldszor az auxin efflux folyamatok altalanos gatloszerét, az NPA-t (1-
naftiltalaminsav) hasznaltuk 10uM-os végkoncentracioban az alabbi kisérleti elrendezésben:
1 hetes csirandvényeket eldkezeltiink 10uM NPA-val 48 6ran keresztiil, majd 6 6ra 135°-al
tortént elforgatas utan konfokalis pasztazo mikroszkoppal dokumentaltuk a DR5-GFP fehérje
szintjének és lokalizacidjanak valtozasat. Hasonlo kisérleti elrendezést hasznaltunk az auxin

influx gatlo NOA (1-naftoxiecetsav) esetében is. Az eredményeket a 24. abra szemlélteti.

A vadtipusu hattérben az NPA auxin efflux inhibitor hatasara a DR5-GFP intenzitasa
felfele tolodott, a nyugvo centrumon keresztiil a cortex és a bdrszdveti sejtréteg felé¢, mint
ahogy azt kordbban leirtak (Ottenschlager és mtsai., 2003). Azonban az NPA kezelés tovabb
csOkkentette a crk5-1 hattérben a DR5-GFP jel intenzitdsat a gyokércstcsi régioban. Ezzel
szemben hasonl6 kisérleti koriilmények kozott a NOA auxin influx inhibitor teljesen gatolta a
gravitropikus valaszt és egyforma magas DRS5-GFP riportergén aktivitast eredményezett

mind a vadtipus, mind a crk5-/ mutdns kolumella, gyokérsiiveg, szallitonyalabok, ill.
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gyOkérszor zonaiban. Az, hogy a NOA kezelés helyreallitotta a DR5-GFP jelintenzitast a
gatlasa révén arra enged kovetkeztetni, hogy a csokkent gravitropus valasz, valamint a
fokozott oldalgyokér képzddés oka leginkabb a crk5-1 mutans fokozott auxin transzportja a

gyOkércsucstol a szar felé, amelyhez esszencialis az AUXT1 fehérje.

NPA NOA

Col wt. crk5-1 (_30I wit.

g
'] .

crk5-1

> >

24. Abra. 10um NPA auxin efflux és a 10um NOA auxin influx inhibitorok hatasa a DR5-GFP
aszimmetrikus aktivalodasara 48 oraval a kezelés utan, illetve 6 Oranyi gravistimulaciot
kovetden, vadtipusu és crk5-1 mutans gyokerekben. Gravitacios erd iranyat a fekete nyilak jelzik.

Meéretskala: S0um.

A gyokérsiiveg, kolumella és borszovet sejtjeiben a CRKS5-GFP fehérje polarisan

helyezkedik el a plazmamembranban. A gravistimulacio 4altal indukalt aszimmetrikus
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auxineloszlasban észlelt hiba szempontjabol, igy fontos volt, hogy megvizsgaljuk, hogyan
befolydsolja a gravitacios stimulus a CRKS5-GFP fehérje polaris membranlokalizaciojat.
Hasonlo6 kisérleti elrendezést hasznalva, mint az eddigi gravitopikus teszteknél, teszteltiik a
gCRKS5:GFP konstrukciét tartalmazé vadtipusa ndvényvonalakat (25. Abra). A ndvények
135°-0s elforgatasa utan konfokalis pasztazd mikroszkoppal 0, 1, 3 és 6 ora elteltével
kovettilk a CRKS5-GFP jel valtozasait. A 26. abran lathat6, hogy habar a gyokér mar elkezdett
befordulni a gravitacios er iranyaba az id6 eldrehaladtaval, a CRK5-GFP lokalizacioja nem
valtozott. Az auxinaramlas valtozasa a gyokér gravitropus valasza soran nem volt hatassal a
CRKS-GFP plazmamembran lokalizacidjara a kolumella, gyokérsiiveg, borszovet és kortex

sejtekben.

>

25. abra. A CRKS-GFP polaris lokalizaciéjanak vizsgalata konfokalis pasztazé mikroszkopiaval
a gravitropus valasz soran egyhetes vadtipusu hattérben. A gravitacios erd iranyat fekete nyilak

jelzik Méretskala: S0um. Az id6 érakban van megadva.
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4.11. A crk5-1 mutaciéo nem valtoztatja meg az AUX1 auxin influx valamint a
PIN1, PIN3, PIN4 és PIN7 auxin efflux fehérjék lokalizaciojat

Amint az az eddigi kisérleti eredményekbdl nyilvanvaléva valt, a crk5-1 mutacio
zavart okoz a gyokérben az auxin gravistimulaciotol fiiggd aszimmetrikus eloszlasdban. Bar
az auxin bioszintézisben és transzportban szerepet jatszo gének expresszidjat nem valtoztatta
meg, lehetségesnek tlint, hogy a crk5-1 mutdcid az auxin transzport fehérjék polaris
lokalizaciojat, ill. stabilitasat befolyasolja. A transzportfehérjék polaris elhelyezkedésének,
szoveti és szervi specialis lokalizaci6juknak dontd szerepe van a megfelel auxin dramlés €s
gradiens kialakitasaban. Ezen kiviil, a kiilonb6z6 transzportfehérjék lokalizaciojanak
valtozésa a kiilonbozd tropikus vélaszokban elengedhetetlen a megfeleld auxin gradiens
kiépiiléséhez (lasd 1.9-1.12). Mivel ezek a folyamatok precizen szabalyozottak, ezért ha

valami okbol megvaltoznak, akkor a valaszreakcid eltér a megszokottol.

Egy auxin transzport fehérje sorsdnak nyomon kovetésére tobbféle modszer all
rendelkezésre. Ezek koziil mi kétféle modszert haszndltunk. Az egyik, amit mar a CRKS
esetében is alkalmaztunk, fluoreszcens riporterfehérje fuziokat hasznaltunk az auxin
transzporterek lokalizacOjanak ¢és stabilitdsanak Osszehasonlitdsara crk5-/ mutans és
vadtipust hatterekben. A fluorescens riporterekkel fuzionalt szintjét, ill. lokalizaciojat valos
idejii konfokalis pasztazd mikroszkoppal kovetjiik, amely soran €16 sejteket vizsgalunk

roncsolasmentesen, €s igy a valtozasokat akar egy sejt esetében is nyomon kovethetjiik.

A masik modszer az immunhisztokémiai kimutatast felhaszndléo mikroszkopia. Itt mar
egy adott allapotban rogzitett sejtekkel dolgoztunk, az eredményét tekintve a sajat genom
altal kifejezett fehérjéket vizsgaltunk, és ezért a mesterséges GFP fuzidk esetleges zavard
hatasatol mentes, pontosabb eredményben részesiilhettink. A két moddszer egyidejii
hasznalataval Osszetettebb képet kaphatunk a biologiai folyamatokrdl. Ezért, mind crk5-1 és
vadtipusii névényekbe eldszor bejuttattuk a vizsgalt auxin transporterek fluorescens fehérje
fuzioit expresszaldo konstrukcidokat. Ha lehetdség volt, akkor Agrobaktérium kozvetitette
viragtranszformaciot alkalmaztunk, ha nem akkor keresztezés utjan hoztuk létre a kivant
vonalakat. E kisérletek sordn az AUXI-YFP (YFP: sarga fluorescens fehérje) (Swarup és
mtsai., 2001), PINI-GFP (Benkova ¢s mtsai., 2003), PIN2-GFP (Xu és Scheres, 2005),
PIN3-GFP (Zadnikova és mtsai., 2010), PIN4-GFP ¢s PIN7-GFP (Blilou és mtsai., 2005)

génkonstrukciokat vittiik be a crk5-1 mutans, ill. vadtipust hattérbe. A szelekciot kdovetden
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tobb fliggetlen vonalat is izolaltunk, amelyek a bejuttatott géneket homozigota formaban
hordoztak és ezekkel 6sszehasonlitoé vizsgalatokat végeztiink tanulményozva az AUX1 ¢és a
kiilonb6z6 PIN auxin transzporterek polaris lokalizaciojat és stabilitdsat. A 26. abra a PIN1-
GFP, PIN4-GFP, ¢s PIN7-GFP fehérjék lokalizacidjank vizsgalatat mutatja gravistimulalt

crk5-1 mutans, ill. vadtipusu gyokerekben.
COl wit. CrkS-]

control rotated 135° control rotated 135°

PIN4-GFP PIN1-GFP

PIN7-GFP

< <

srer
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fiigg6legesen nevelt, ill. 20 6rdn keresztiil 135°-ban elforgatott csirandvények konfokalis pasztazd

mikroszkopos képe. A méretskala: 100 um . A gravitacios erd iranyat fekete nyilak jelzik.

A PIN1-GFP mintdzata mind fliggélegesen novesztett, mind 135°-kal elforgatott
gravistimulalt crk5-1 mutans és vadtipust gyokerekben megegyezik a szallitonyaldbokban. A
PIN1-GFP als6 (bazalis) membranlokalizacidja nem valtozott meg egyik esetben sem. A
PIN4-GFP esetében is elmondhatd, hogy a crk5-1 mutacid nincs hatdssal a gyokércstcsi
régioban a fuzios fehérje lokalizacidjara. Egyediili kiilonbség az, hogy a PIN4-GFP jel a
gravistimulalt vadtipusi névényi hattérben a nyugvo zona foldtti osztodd sejtrétegben is
megfigyelhetd, mig a mutans crk5-1 sejtekben nem. A PIN7-GFP jelintenzitas crk5-1 mutans
szallitonyalabjaiban valamivel csokkent mértékii, azonban lokalizaciéja nem valtozik meg a

gravitacios stimulus hatéséra.

A gravitéacios jelérzékelés soran a PIN3 fehérje polarizacidja valtozik meg legel6szor,
az ingert kovetd 30 percben. A PIN3 ujraelosztasa lehetdvé teszi, hogy az auxin dramlés
iranya eltolodjon az Gjrapozicionalt gyokér alsod része felé. Mivel a folyamat gyors, ezért a
pontosabb kiértékelés céljabol egy mesterséges szinkod rendszert hasznaltunk, a mennyiségi
valtozasok kimutatdsara. Ebben a rendszerben a kék érték az alacsonyabb jelintenzitast, mig a
piros a magasabb jelintenzitast jeleniti meg. A 27. dbran lathatdo hétérképes kisérlet soran
(Kleine-Vehn és mtsai., 2010) cikkében leirtak szerint jartunk el. Ez a mddszer pontosabb
képet ad a PIN3-GFP fehérje lokalizacios valtozésairdl a gravitropikus valasz alatt. A kisérlet
soran mind a fiiggblegesen, mind a 135°-ban elforgatott mintdk gyokérsiiveg régiojarol 6
keresztmetszeti képet készitettiink, majd ezeket a képeket a Fluoview szoftver segitségével
egymasra illesztettiik (Z-stack technoldgia). Ezt kovetden a szoftver segitségével a GFP zold
fluoreszencia intenzitasatol fiiggden (ami ardanyos a GFP mennyiségével), egy kék (kevés)
versus piros (sok) hotérképet készitettiink. A csirandvényeket a PIN3-GFP polarizaltsaga
szerint rendszereztilk. Azt taldltuk, hogy a PIN3-GFP lokalizacidja apolaris volt a
fiiggblegesen nevelt ndvények 90%-ban, mind a vadtipusu, mind a crk5-1 ndvényi hattér
esetében. 30 percnyi 135°-0s gravistimuléaciot kovetden ismét lefényképeztiik a gyokereket,
majd szoftveresen kiértékeltiik az adatokat. Azt tapasztaltuk, hogy mind a vadtipus, mind
crk5-1 hattérben a PIN3-GFP polaris lokalizacidja csak a ndvények 10%-ban volt

tapasztalhato.
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A nincs polarizacioé (>90%) részleges polarizacio (<10%)
.

Omin 30min Omin 30min

4095

PIN3-GFP

2047

crk5-1 X
PIN3-GFP

PIN3-GFP l

crk5-1 X I
PIN3-GFP

27. Abra. A PIN3-GFP auxin efflux hordozéfehérje lokalizaciéja vadtipusi ill. crk5-1 mutans

elforgatott csiranévények konfokalis pasztazé mikroszkopos képe. A) PIN3-GFP mennyiségének

Fluoview szoftverrel végzett hotérképes kiértekelése, ahol a fehér nyilak a gravitacios vektor iranyat,
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a fekete haromszdgek a részlegesen polarizalt PIN3-GFP fehérjét jelolik. A méretskala 20pm. A panel
jobb oldaldn a hdétérkép szinmélységeihez tartozd szdmértékek lathatok. B) A PIN3-GFP fehérje
gyOkércsticsi konfokalis pasztazdé mikroszkopos képei kiilonbozd idopontokban a csirandvények

135°-0s elforgatasat kdvetden. A gravitacios vektor irdnyat a fehér nyilak jelentik. Méretskala: 20pm.

A 27. dbra A paneljének jobb oldalan fekete haromszogek jelzik a polarizalt PIN3-
GFP fehérjét. A PIN3-GFP polarizacioja nem valtozott a gravitacids inger hatasara, maradt
ugyanolyan, mint a fiiggblegesen nevelt novények esetében. A 27. abra B paneljaban egy
hosszabb iddintervallumban vizsgaltuk a PIN3-GFP polarizacids mintazatanak valtozasat és
megallapithattuk, hogy 30, 60, ill. 120 percnyi gravistimulus nem befolyasolta a PIN3-GFP
lokalizacios mintazatat. A fenti kisérleti adatok tiikrében megéllpithattuk, hogy a megvizsgalt
auxin efflux fehérjék lokalizacioja gyokérben nem valtozik meg a crk5-1 mutans hattérben a

vad tipushoz képest, és ez igaz a gravitacids irdny megvaltoztatsa utan is.

Az influx csatornafehérjék kozil az AUXI1 fehérje lokalizacidjat vizsgaltuk
részletesen. Az AUXI fehérje egyrészt a gyokér borszoveti sejtsoraban a szar felé iranyulo,
mig az elsddleges szallitonyalabokban a gyokércstcs felé irdnyuld auxin transzportban vesz
részt. AUX1 hidnyaban nem alakul ki megfelel6 auxingradiens a gyokér also és felsd fele
kozott gravistimulust kovetéen, ezért az aux/ mutans agravitrop fenotipusu (Swarup és

mtsai., 2001).

A 28. abran az AUXI-YFP lokalizacigja lathaté a vadtipust ill. crk5-1 mutans
gyokerekben. Az 5 napos fliggdlegesen folyamatos fényben nevelt ndvények gyodkerét
propidium-jodiddal (lasd 3.3.6) eldkezeltilk, majd konfokalis pasztdzd mikroszkop
segitségével fényképeztik. A propidium-jodid a festés soran az ¢l6 sejtek sejtfalaban
felhalmozodik, a sejtek korvonala ezért jol kivehetd piros szinnel vilagit. A 28. abra A
szekcidjaban mutatott vadtipust gyokércsucsban észlet AUXI1-YFP specifikus szignal a D
szekcidban bemutatott crk5-1 mutans hattérben kapott AUX1-YFP jelhez hasonlitva sem
jelintenzitasban, sem lokalizdcioban nem mutat kiilonbséget. Ugyanez elmondhat6, ha a 28.
Abra B-C szekcidiban lathatdo AUX1-YFP eloszlast dsszehasonlitjuk az E-F abran latottakkal.
Nagyobb felbontast részletgazdagabb G-H-I ill. J-K-L lathato felvételek Osszehasonlitdsa
alapjan is megallapithatd, hogy az AUXI-YFP fehérje lokalizacidja a gyokércsucsi
borszoveti sejtek alsd, €s belsdé oldalsd felén egyforma a vadtipust és crk5-1I muténs

gyOkerekben.
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AUX1-YFP

crk5-1 X
AUX1-YFP

28. Abra. Az AUXI-YFP fehérje lokalizicioja vadtipusii, illetve crk5-I mutins noévények
elsodleges gyokerében. A folyamatos fényen fiiggéleges pozicidoban nevelt 5 napos csirandvényeket
konfokalis pasztazé mikroszkop segitségével fényképeztik: A, D, G, J, az AUX1-YFP fuzios fehérje
z06ld szinti jele, B, E, H, K, piros szinli propidiumjodidos festése ugyanezen gyokereknek. A+B=C,
D+E=F, G+H=I és a J+K=L, a két megfeleld jelet a Fluoview szoftver illesztette egymashoz, kiadva

a z0ld+piros=sargas jelet. Méretskala: A-F: 25um és G-L: 50pm.

4.12. A crk5-1 mutacié megvaltoztatja a PIN2 auxin export fehérje
membranlokalizacidjat

Az eddigi kisérleti eredményekbdl levonhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy a crk5-1 mutansban
az AUXI1, PINI1, PIN3, PIN4, PIN7 fehérjék lokalizacidja nem valtozott meg. A gyokér
gravitropikus valaszanak kialakitasdban az AUXT1 és PIN3 fehérjek mellett dontd szerepe van
a PIN2 auxin efflux hordozonak. A PIN2 fehérje egyenldtlen megoszlasa a gravistimulalt
gyokér also és felsd fele kozott hozzajarul az auxin feldisuldsahoz a gyokér gravitropikus

vektor irdnydba esO részén. A magasabb auxinszint a 90°-kal elforgatott gyokér also
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szekciojaban gatolja a sejtmegnyulast, amig az alacsonyabb auxin szint a felsé szekcidoban
serkenti azt. Az egyenl6tlen megnyulas a gyokér gorbiiléséhez vezet a gravitacids jel
iranyaban. Mivel a crk5-1 mutans ebben a folyamatban sériilt és az eddig vizsgalt auxin
transzport fehérjék lokalizaciojaban, kifejez6désében nem lattunk Iényeges kiilonbséget a
vadtipushoz képest, a PIN2 fehérjére fokuszaltunk a kovetkezokben. A kisérletekhez
kiilonb6z6 modszereket hasznaltunk, és ezekhez el0szor eldallitottuk keresztezéssel a PIN2-
GFP konstrukciét kifejeztetd crk5-1 mutans vonalat. A PIN3-GFP esetében hasznalt
fluoreszcencia intenzitdssal ardnyos jelképzésen alapuld hotérképes képalkotd rendszert
hasznaltunk a Fluoview szoftver segitségével a PIN2-GFP fehérje membranlokalizaciojaban

bekovetkezo valtozasok kovetésére.

Az eldzetes kisérleti eredmények alapjan az atmeneti zona, amely az osztddasi és
megnyulasi rész kozotti atfedo teriiletet jeloli, volt a vizsgalatunk célja (Verbelen és mtsai.,
2006; Baster és mtsai.,, 2013). A PIN2-GFP fehérje szintjének valtozasat vizsgaltuk a
gravitdciés stimulus hatisara. A fiiggélegesen novekedd gyokérben a PIN2-GFP jel
intenzitdsa a gyokér két oldalat Gsszehasonlitva a borszoveti sejtek also, ill. a fiatal cortex
sejtek fels6 membranjaban egyenletes. Gravistimulacié hatasara ez az egyensuly a gyokér két
oldala kozott felborul, a gyokér also felén (gravitacios vektor felé esd oldalan) a PIN2-GFP
szintje megndvekszik, amig a gyokér felsd részén a szintje lecsokken vadtipusu hattérben. A
29. abraban Gsszehasonlitottuk, hogy a crk5-1 mutdns hattérben ez hogyan valtozik meg a
vadtipusu hattérhez képest. Az abran lathatd, hogy a fiiggdlegesen nevelt crk5-1 mutans
gyokerekben a PIN2-GFP fehérje lokalizacigja valtozast mutat a vadtipushoz képest a gyokér
atmeneti zonajaban. A 29. dbra B és C paneljeiben a vadtipusii bdérszoveti sejtek csucsi
részén, mig a kortex sejtek als6 membranjaiban lokalizalodik a PIN2-GFP jel, amelyre a
fehér nyilak mutatnak, szimbolizalva a lokalizacid iranyultsagat is. Ezzel szemben a crk5-1
figyelemremélto csokkenést mutat, ugyanakkor a kortex rétegben a PIN2-GFP normalis alapi
elhelyezkedése sériilést szenved, és a fiatal kortex sejtek csucsi része felé tolodik el. A 29.
abra I és J szekcidiban fehér nyilak mutatnak az eltolodott PIN2-GFP jelre, egyben

szimbolizalva az irdnyultsagot is.

Baster és mtsai. (2013) altal leirt eredmények alapjan lehetségesnek tiint, hogy a
PIN2-GFP szintjének csokkenésében a fokozott vakuolaris felhalmozddas, ill. degradacio
jatszik szerepet. Azonban Baster és mtsai. (2013) altal leirt médon nem sikertilt kimutatnunk

fokozott PIN2-GFP vakuolaris felhalmozddast se fényben, se sotétben.
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29. Abra. A PIN2-GFP fehérje helyzetének és mennyiségének osszehasonlitasa vadtipusi és

crk5-1 mutans gyokerek atmeneti zonajaban. A-C) Vadtipust gyokératmeneti zonajaban
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konfokalis pédsztdzd mikroszkoppal észlelt PIN2-GFP membranlokalizacio. A C abrarészleten egy
nagyobb felbontasu rész lett az A abra keretezett részébdl kiemelve. A kis fehér nyilak a PIN2-GFP
lokalizacidjara mutatnak. D-E) PIN2-GFP lokalizacié a z6ld fluoreszcens jelet kovetve és annak
hétérképes értékelése. F-G) PIN2-GFP lokalizacidja 135°-kal elforgatott Ot oOrdan keresztiilt
gravistimulalt vadtipusu gydkérben a z6ld fluoreszcens jelet kdvetve és annak hoétérképes értékelése
Fluoview szoftver segitségével. A G szekcidban fehér nyitott haromszogek az aszimmetrikus PIN2-
GFP jelre mutatnak. A megvaltozott gravitacios vektor iranyat fekete nyil jeloli. Méretskala az Gsszes
abrarészleten: 25um. H-J) crk5-1 mutans gyokerének atmeneti zonajaban konfokalis pasztazod
mikroszkoppal detektalt PIN2-GFP lokalizacio. Az I és J abrarészleteken egy nagyobb felbontasu rész
a H, abra keretezett részébdl lett kiemelve. A fehér nyilak a PIN2-GFP megvaltozott polaris
lokalizaciojat jelzik az epidermisz és kortex sejtekben. K-L) PIN2-GFP lokalizaciojanak fluorescens
felbontasa és annak hotérképes valtozata fiiggdlegesen nevelt crk5-1 gyokérben. M-N) PIN2-GFP
lokalizacidja és annak hétérképes kiértékelése 135°-kal elforgatott 6t oran keresztiilt gravistimulalt
crk5-1 novény gyokerében. Méretskala az Osszes abrarészleten: 25um. O) fiiggélegesen nevelt
vadtipusi és crk5-1 mutans gyokerekben észlelt PIN2-GFP jelintenzitasok Osszehasonlitasa a
hétérképes adatok alapjan, amelyek két biologiai ismétléssel és kisérletenként legalabb 20-20
novénnyel késziiltek. P) PIN2-GFP jelintenzitdsok atlaganak Osszehasonlitisa a fliggdleges ill.
gravistimulalt gyokerek két oldala kozotti aranyparok felhasznalasaval vadtipust €s crk5-1 muténs
hattérben, két ismétléssel és kisérletenként legalabb 20-20 ndvénnyel kapott adatok alapjan. Az O és P

szekcidkban az oszlopok folott az atlagtol vald standard eltérés értékei lathatok.

A 29. abra O szekcigjanak grafikonja szemlélteti a jelintenzitds csokkenésének
mértékét. A konfokalis pasztdzé mikroszkop 4ltal kapott képeket a Fluoview szoftver
segitségével kiértékeltlik, a hotérképes eljarast alkalmazva. Ez a lehetdség pontosabb képet
ad a PIN2-GFP jelintenzitasrol. Az adatokat Excel programba vittiik és ott grafikusan
abrazoltuk, jelolve a szorast is. Az dbran lathatd, hogy a crk5-1 muténs hattérben a PIN2-GFP
jelintenzitasa koriilbeliil 40%-os jelcsokkenést mutat a bdrszovet, ill. kortex sejtjeiben a

vadtipushoz hasonlitva.

A fiiggblegesen novo vadtipusti gyokér két oldala kozott a PIN2 fehérje mennyisége
egyforma, igy a két oldal ko6zotti mennyiségi ardny 1, a PIN2 eloszldsa szimmetrikus. A
gyokér fliggdlegesen képes novekedni, a kiegyenlitett auxin transzport miatt. Gravistimulacio
hatdsdra azonban ez az ardny felborul, az Gjrapozicionalt gyokér fels6 oldalan a PIN2
degradacio, mig a gyokér also oldalan a PIN2 fehérje szintje megnd. Ennek kovetkeztében a
két oldal kozotti arany eltolodik az also oldal javara, aszimmetrikus PIN2 eloszléas alakul ki.

Ez a megnovekedett PIN2 szint hozzdjarul a gyokér also felén az auxin szint novekedéséhez,
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majd az ezt kovetd gorbiiléshez. Mivel a crk5-1 mutans esetében ez a gorbiilés késést mutat, a
PIN2-GFP konstrukcio felhasznalasaval megvizsgaltuk, hogy gravistimulacié hataséara ez az
aszimmetrikus mennyiségi eloszlas hogyan alakul ki. A fiiggdlegesen (29. Abra F és K) ill. 5
oras 135° elforgatassal gravistimulalt (29. Abra F és M) vadtipusa (29. Abra D, E, F és G) és
crk5-1 mutans (29. Abra K, L, M és N) gyokérek atmeneti zonajaban lokalizalt PIN2-GFP
lokalizacios szignalok fluoreszcencia jelintenzitdsanak értékeit a Fluoview szoftverrel késziilt
hétérképek mutatjak a 29. abra E és G (vadtipus) ill. L és M (crk5-1) szekcidiban. A
vadtipussal 6sszehasonlitva (29. Abra F és G), a crk5-1 mutansban (29. Abra M és N) 5 6ra
gravistimulacio alatt nem alakult ki az aszimmetrikus PIN2-GFP eloszlas a gyokér két oldala

kozott.

A Fluoview szoftverrel kiszamitott hotérképes intenzitasértékek felhasznalasaval
viszonyitottuk egymashoz a fiiggdlegesen ndvekvo, ill. gravistimulalt gyokerek bal €s jobb
oldalan, ill. als6 és fels6 szekcidiban mért PIN2-GFP mennyiségi értékeket. Az igy nyert
aranyparok, amint az varhat6 volt, semmi eltérést nem mutattak a fliggdlegesen nott
vadtipust és crk5-1 mutans gyokerek bal és jobboldali borszdvet és kortex sejtekben mért
PIN2-GFP jelintenzitdsok kozott. Amig a vadtipusban 5 oOrai gravistimulaciot kdvetden
egyenlétlen PIN2-GFP eloszlas alakult ki a gyokér alsé és felsd szekcioi kozott (29. Abra G
szekcidja, fehér haromszogek jelzik a PIN2-GFP fehérje felhalmozodasat), a crk5-1
mutansban nem tapasztalunk aszimmetrikus PIN2-GFP fehérje felhalmozodast (29. Abra N
szekcigja). A kapott numerikus adatokat Excel programba vittiik és ott grafikusan abrazoltuk,
jelolve a szorast is (29. P Abra). A vadtipusa hattérben 5 6rai gravistimulaciot kovetSen
kialakult aszimmetrikus PIN2-GFP eloszlast a 1 értéktdl vald szignifikans eltérés jelezte. A
crk5-1 mutans esetében viszont a gravistimulacidt kovetden is 1 kozeli értéken maradt a
gyokér két oldala kozott észlelt PIN2-GFP eloszlds aranya. Azaz, hasonléan a DR5-GFP
riporterrel kapott eredményekhez, a crk5-1 mutans gyokerében az aszimmetrikus PIN2-GFP
eloszlas, és ezért a gyokér gravitacids jel iranyaba torténd fordulésa, is késett a vadtipushoz

hasonlitva.

A crk5-1 mutansban észlelt, a PIN2 polaris membranlokalizacigjat és gravistimuldcid
alatti aszimmetrikus folhalmozddasat érintd valtozasokat tovabbi immunolokalizacios
kisérletekkel igazoltuk. Ezekben a kisérletekben a PIN1 ill. a PIN2 fehérjék lokalizacidjat
specifikus ellenanyagokkal mutattuk ki a plazmamembranhoz kapcsolt H'-ATP-az proton
pumpat hasznalva belsé kontrollként. A PIN1, PIN2 és H'-ATP-az fehérjékhez kotédd

elsddleges ellenanyagokat zold, 1ill. piros szintartomanyban emittalé fluoreszcens
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festékmolekulakhoz kapcsolt specidlis masodlagos ellenanyagokkal tettiilk lathatova. A
mintdkat ismét konfokalis pasztazo mikroszkoppal vizsgaltuk. A PIN1 ill. H-ATP-az
kontroll ellenanyagok egyidejii hasznalataval probaltuk kizarni a minta el6készitésébdl adodo
esetleges hibdkat. A kisérletek soran, fényen nevelt vadtipusu és crk5-/ mutans novények

gyoOkereit hasznaltunk fel immunolokalizaciohoz a 3.3.7. szekcidban leirtak szerint.

Col wit. crk5-1

30. abra. A PIN1 és PIN2 fehérjék egyiittes immunolokalizacioja vadtipusu és crk5-1 mutans
gyokerekben. A PIN1 fehérje piros, a PIN2 fehérje jel pedig zold szinli az dbran. Méretskala: A és C:
50pm, B és D: 10pm.

A 30. édbra a PINI ¢és a PIN2 fehérjék kettds immunolokalizacidjanak
membranmintdzatait mutatja vadtipust ill. crk5-1 gydkerekben. A PINI (piros) bazalis
plazmamembran lokalizacioja megegyezik mindkét vizsgalt ndvényvonal
szallitonyalabjaiban, ami Osszevag a korabban a PIN1-GFP fehérje lokalizaciojara leirt
adatokkal. A vadtipust gyokér borszoveti sejtjeiben a PIN2 fehérje a hajtas felé nézo felso,
amig a kortex sejtekben a gyokérhez kozelebbi alsé membranokban lokalizalodik (30. Abra

A ¢és B). Ez teljes mértékben megegyezik az kordbbi irodalmi, ill. elézetes kisérleti
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eredményekkel. Ezzel szemben a crk5-1 gyokér atmeneti zona epidermisz sejtjeinek hajtas
felé nézd fels6 membranjaiban az ellenanyaggal detektalt PIN2 fehérje mennyisége
nagymértékben lecsokkent és, amint azt a PIN2-GFP szigndl vizsgéalatanal is lattuk, a kortex
sejtekben apolaris vagy felsd (és nem bazalis) membranlokalizaciot mutat. Emellett, a PIN2
fehérje detektalhatd ektopikusan az endodermisz sejtek gyokér kozéptengely feloli belsod
membranjaiban is, ami egy esetleges vaszkularis sejtek felé megemelkedett auxin effluxra
utal. A 31. abran egy hasonlé PIN2 immunolokalizaciés kisérlet eredményei lathatok,
amelyben belsé kontrollként a membrankétott H -ATP-azt hasznaltuk. Zold szinnel a PIN2,

mig piros szinnel a kontroll H'-ATP-4z mitazata lathato.

Col wt.

crk5-1

31. Abra. PIN2 (zold) és H'-ATP-4z (piros) egyidejii immunolokalizacéja vadtipusii (Col wt.) és
a crk5-1 mutans gyokerekben. E-G) PIN2 (G) és H'-ATP-4z (F) mintazatai és azok atfedése (G)
vadtipusu gyokérben. H-J) PIN2 (H) és H'-ATP-az (I) mintdzat és azok atfedése (J) crk5-1
gyokérben. K-M) PIN2 (K), H'-ATP-4z (L) és a két mintazatai atfedése vadtipusu gyokerek
felnagyitott kortex és epidermisz sejtrétegeiben. N-P) PIN2 (K), H'-ATP-4az (L) és a két mintazat
atfedése crk5-1 gyokerek felnagyitott kortex és epidermisz sejtrétegeiben. Méretskala az E, F, G, H, 1
¢és J szekciokban: 50um; a K, L, M, N, O és P szekciokban: 10um.

A 31. é4bran bemutatott immunolokalizaciés mintdzatok hasonléan az el6z6
eredményekhez azt mutatjak, hogy a PIN2 az epidermisz sejtek felsd, mig a kortex sejtek also
plazmamembrgjaiban lokalizalodik vadtipusu gyokerekben. Az epidermisz sejtek felsd
membranjaiban a PIN2 lokalizacioja részlegesen atfed a H'-ATP-4zzal (31. Abra E-G és K-
M). A korabbi észlelésekkel megegyezden, a crk5-1 mutans borszoveti sejtjeinek apikalis

membranjaiban a PIN2 alig detektalhat6, amig a citoplazméaban megjelend PIN2 jel a fehérje
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internalizacidja utal. Ugyanakkor a kortex sejtekben megsziinik a PIN2 kizarolagos polaris
lokalizacidja az als6 membranban és egy diffuz apolaris, a sejtek lateralis és felso
membréanjaba kiterjed6 PIN2 elmozdulas figyelhetd meg (31. Abra, H-J és N-P). A
plazmamembranban mindenhol egyenletesen eléfordulé H'-ATP-az lokalizaciéjat a crk5-1
mutacio csak kismértékben befolyasolja. Ugyanakkor vilagosan latszik, hogy az ellenanyag
minden sejtbe eljutott, vagyis a rendszer atjarhat6 teljes mértékben az ellenanyagok szdmara,
ami kizarja lehetséges mithibak eléforduldsat a PIN2-vel elvégzett immunolokalizacios

kisérletekben.

Osszefoglalva, a PIN2 mennyiségének lecsokkenenése az epidermisz sejtek felsd
membranjaiban €s a PIN2 Un. transzcitozisa a kortex als6 membranjaibol a hajtas felé¢ nézd
fels6 membranokba jelzi az auxin traszport irdnydnak megvaltozasat, a normalis gydkércsucs

felé iranyuld reciklizalas helyett a gyokér megnyulasi zondja felé a kortex sejtjeiben.

4.13. A crk5-1 mutacio megemeli a Brefeldin érzékenységet felgyorsitva a PIN2
fehérje internalizaciojat

crer

gravitropikus valaszt eredményez, mely azzal magyarazhatd, hogy a kortex sejtrétegben a
PIN2 lokalizacidja eltolodik a sejtek als6 membranjaibol a hajtds felé nézd felsd
membranokba (Rahman és mtsai., 2010). BFA a PIN fehérjék exocitozisat gatolja, és ez altal
a PIN2 fehérje stabilitasat is csokkenti (Michniewicz €és mtsai., 2007; Dhonukshe €s mtsai.,
2010). A pip5k2 (foszfatidilinozitol monofoszfat 5-kindz 2) mutdns, amely a crk5-1
mutanshoz hasonléan megkésett gravitropikus valaszt mutat, azt talaltdk, hogy a PIN2 BFA-
val indukalt internalizadloddsa gyorsabb a vadtipushoz képest a gyokér borszoveti sejtjeiben
(Mei és mtsai., 2012). Mivel a crk5-1 muticio hatasa a PIN2 polaris lokaliz4cigjara a kortex
Osszehasonitottuk a BFA-indukalt PIN2 internalizaci6 sebességét vadtipust ¢és crk3-1

gyokerekben.
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32. Abra. A vadtipushoz hasonlitva PIN2-GFP fehérje internalizalodisa BFA kezelés hatasara
gyorsabb crk5-1 mutans gyokérsejtjeiben. Ot napos fiiggélegesen nevelt csirandvényeket kezeltiink
50uM BFA-val 0 (A és E), 0.5 (B és F), 1 (C és G) és 2 (D és H) ora idotartamig és a mintakban
konfokalis pasztazo mikroszkoppal kovettiik a PIN2-GFP fehérje internalizalodasa BFA testekbe.
Vadtipusu mintak A-D, crk5-1 mitdk F-G. Méretskala: 25um. I) A megvizsgalt sejtekben a BFA
testecskéket megszamoltuk, majd az adatokat Microsoft Excel program segitségével értékeltiik, majd
abrazoluk, jelolve az atlag hibajat (SE). Harom bioldiai ismétlést alkalmazva, kisérletenként legalabb

tiz gyokeret vizsgaltunk.

Amint az 32. abran lathatd, crk5-1 mutans hattérben 50uM BFA kezelés a PIN2-GFP
fehérje korabbi internalizacidjdhoz vezet a bdrszoveti sejtek plazmamembranjabdl a
vadtipushoz hasonlitva. Harminc perc BFA kezelést kovetden, a PIN2-GFP tartalmtit BFA
testek szdma kortlbeliill haromszorosa a vadtipusban észleltnek €s ez a kiilonbség a tovabbi
mintavételi idopontokban is megmarad. Azaz a crk5-1 mutans BFA érzékenysége, legalabb is

a PIN2-GFP internalizaciojat illetden, a vadtipusndl magasabb.

Azt kizdrando, hogy esetleg a crk5-1 mutansban észlelt magasabb PIN2-GFP
prezentaci6 a BFA testekben egy megemelt de novo fehérjeszintézisnek koszonhetd, a fenti
kisérleteket megismételtiik cikloheximid fehérje bioszintézis inhibitor jelenlétében. A
fentiekhez hasonldan, 6tnapos csirandvényeket kezeltiink 50uM cikloheximiddel (CHX) 30
percig, majd 50uM BFA-t adtunk tovabbi 30 percig és ezek utan a BFA-t eltavolitottuk, de
folytattuk a CHX kezelést tovabbi 1 6ran keresztiil (33. Abra).
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33. Abra. A PIN2-GFP fehérjét tartalmazé BFA testecskék szamanak valtozasa a fehérje
bioszintézis gatlo CHX jelenlétében vadtipusu és crk5-1 mutans hattérben. A-F) A PIN2-GFP
fehérje internalizalodasanak Osszehasonlitasa vadtipusu (A-C) és crk5-1 (D-F) borszoveti sejtekben
30 perc CHX (A és D) és ezt koveto CHX+BFA (B és E) kezelések, ill. a BFA megvonast kdveto 1
oras CHX kezelés soran konfokalis pasztazo mikroszkopiaval. Méretskala: 25pum. G) Az A-F kisérleti
1épésekben a BFA testecskéket megszamoltuk a sejtekben, az adatokat Microsoft Excel program
segitségével értékeltik és abrazoltuk, jeldlve az atlag hibajat (SE). Harom biologia ismétlést

hasznalva, kisérletenként legalabb tiz gyokeret vizsgaltunk.

A fehérje-bioszintézis gatlo cikloheximid (CHX) nélkiill BFA hatasara a crk5-1
mutans epidermisz sejtekben koriilbeliil haromszor annyi BFA test keletkezett, mint a
vadtipust hattérben. A CHX+BFA egyiittes alkalmazasaval is hasonlé eredményt kaptunk,
amint az a 33. dbra G paneljén lathat6. A CHX kezelés 6nmagaban nem befolyasolta a BFA
testek szamat a crk5-1 mutansban a vadtipushoz képest. Ez azt jelenti, hogy a crk5-1 mutacid
okozta BFA ¢érzékeny exocitozis csokkenése (ami a fehérje BFA testekben wvalo

felhalmozodasat eldsegiti) a PIN2-GFP fehérje 0j szintézisének mértekétol fliggetlen.

Teh és Moore (2007) vizsgalataibol tudjuk, hogy az FM4-64 membran-specifikus
festék felhaszndlhatd az endocitdzis mértékének a vizsgalatara. Ezért, 6sszehasonlitottuk az

endocitozis mértékét a crk5-1 mutans és a vadtipus kozott BFA jelenlétében és hianyaban.
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34. Abra. Az FM4-64 membranfesték endocitézisanak mértéke a crk5-1 mutinsban a

Col wt crk5-1

vadtipushoz hasonlitva. Négynapos vadtipust (A és C) ill. crk5-1 (B és D) csirandvényeket
kezeltiink 5SuM FM4-64-el 30 percig BFA hianyaban (A és B) ill. 50uM BFA jelenlétében (C és
D). Az inkubdciot kovetden, a gyokerek borszoveti sejtjeirdl konfokalis pasztdzd mikroszkopos

képeket készitettiink. Méretskala: 25um. A mintaszam legalabb 20 volt kisérletenként.

A 34. 4bran lathatd, hogy BFA nélkiil a crk5-1 mutans esetében a membranspecifikus
FM4-64 festék endocitozisa lassabb, ugyanis a vadtipust hattérben tobb az FM4-64 festett
citoplazmatikus membranvezikulumok mennyisége (34. Abra A és B). Ezzen szemben, a
crk5-1 mutans magasabb BFA érzékenységének megfeleléen a BFA kezelt crk5-1 mutans
sejtekben észlelt BFA testek mérete a vadtipushoz hasonlitva sokkal nagyobb, ami az FM4-
64 gyorsabb internalizalodasat jelzi (34. Abra, C és D). Ez tamogatja Teh és Moore (2007)
megfigyelését, hogy a BFA a GNOM fehérjétdl fiiggd exocitotis Ut gatlasa mellett, fokozza
az endocitozis sebességet is, azaz mind a membran fel¢ iranyuld vezikularis transzportot,
mind a membranfehérjék vezikuldba vald internalizalédasat befolydsolja. A fenti
eredményekkel Gsszhangban (34. Abra), az FM4-64 festék gyorsabb internalizalodasa crk5-1

mutansban igy igazolja, a crk5-1 mutans megndvekedett BFA érzékenységét.

4.14. A CRKS géntermék tisztitasa és protein kinaz aktivitasanak jellemzése

Az Hisg motivummal N-terminalisan jelolt CRKS kinazt E. coli-ban kifejeztettiik, majd a Ni-
NTA affinitas tisztitasi technologia segitségével kdzel homogénre tisztitottuk (lasd 3.2.6.). A

fehérje tisztasdganak és mennyiségének ellendrzése utdn, a Hise-CRKS kinaz aktivitasat
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radioaktiv (y-"P)ATP jelenlétében vizsgaltuk. A CRK tipust kindzok a CDPK csaladba
tartoznak, melyekre kozosen jellemz0 a szerin/treonin kindz domén, ami egy foszfor
csoportot képes az ATP (adenosin trifoszfat) molekularol a célmolekulara (esetiinkben
fehérje szubsztratra) juttatni, ill. a Ca**-k6t6 domén degeneracidja miatti kalcium fiiggetlen a
kinaz aktivitds. A foszfat csoport révén a célfehérje kémia tulajdonsagai megvaltozhatnak,
ami kihathat annak aktivitdsara, stabilitasara, és lokalizaciojara is. Mivel a CRKS kinaz
szerkezetét tekintve nagyon hasonlit mas jellemzett CRK kinazokra, ezért a

reakciokoriilmények megvalasztasanal ezeket a hasonldsagokat figyelembe vettiik.

A 35A Abra az E. coli-bdl izolalt His¢-CRKS5 kinaz fehérje tisztasagi fokat illusztralja
10%-0s SDS-poliakrilamid gélelektroforézist koveté Coomassie festés utan, amig a 35B Abra
a Hise-CRKS fehérjének anti-Hisg ellenanyaggal tortént immunoblot detektalasat mutatja. A
Hise-CRKS fuzios fehérje mérete megegyezett az elvarttal (66 kD), és a tisztitott fehérje nem
szenvedett degradéaciot izolalasa soran. A kovetkezd 1épésben kindz aktivitds vizsgalatot
hajtottunk végre a 3.2.8. pontban leirtak szerint, amelyek a mas CRK kinazokra leirt irodalmi
adatokhoz hasonld eredményt szolgaltattak. Nevezetesen, mind Ca**, mind a Ca®" -kelator
EGTA jelenlétében a kinaz képes volt autofoszforilacidra ill. foszforildlta a mesterséges

Mielin Bazikus Fehérje (MBP) szubsztratot (35C Abra).

A B C

HiSE-CRKS + + + + o +

+
w wn
é é MBP + + o+ o+
Q Q CaCl, + + +
& g EGTA + + o+
T T MW
MW His -CRKS- | s s s s |- 66 kD
R - 66 kD- . -45kD
-29 kD
. ~-45kD
MBP-
. -29kD -20kD

35. Abra. A His,-CRKS5 kinaz aktivitasanak vizsgalata. A) Tisztitott Hisq-CRKS kinaz méret
szerinti felbontasa 10%-os SDS-poliakriamid gélen és detektalasa Coomassie festéssel; B) Az A

abrarészlet baloldali szekcidjanak anti-Hiss western blottja; C) A Hise-CRKS  kinaz
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autofoszforilacidjanak ill. szubsztrat foszforilaciés aktivitasanak vizsgalata MPB-vel Ca®" és Ca®*

kelator jelenlétében.

4.15. A CRKS protein kinaz foszforilalja in vitro a PIN2 auxin efflux hordozo

citoplazmikus hurok doménjét

A PIN auxin efflux hordozdk polaris membran reciklizalasa a foszforilacios allapotuktol
fligg. Azt mar korabban kimutattak, hogy az 1-es tipust PIN fehérjék (un. PIN2, PIN3, PIN3,
PIN4 ¢és PIN7) a citoplazma felé¢ orientdlt Gn. hidrofil hurok doménjiikben konzervalt
motivumok szerin vagy treonin aminosav pozicidi foszforildlodnak. Tobb helyet is
azonositottak és a prediktalt foszforilacios helyek helyspecifikus mutagenezisével kimutattak,
hogy a foszforilacio hidnya megvaltoztatja a PIN fehérjek polaris lokalizaciojat és stabilitasat
(lasd 1.11 és 1.12). Mivel a crk5-1 protein kindz mutacidja a PIN2 auxin efflux hordozo
fokozott internalizicidjahoz, ill. megvaltozott polaris membranlokalizdcidjdhoz vezetett a
gyokér epidermisz és kortex sejtjeiben, logikus kérdés volt, hogy a PIN2 fehérje vajon
foszforilalodik-e a CRKS kinaz altal. Ezért a PIN2 hidrofil hurkat kodolé cDNS szakaszt
fehérje taltermeld vektorba klonoztuk, majd E. coli-bdl a Hise jelolt PIN2 hurokdomént
tisztitottunk, a 3.2.6. fejezetben leirtak szerint. A PIN2 hurok foszforilalasat hasonl6 médon
tisztitott Hise-CRKS kindz jelenlétében vizsgaltuk in vitro protein kindz tesztekben. A 36.
abra mutatja, hogy az altalanos CRK szubsztrat Mielin Bazikus Fehérjéhez hasonloan a Hise-
CRKS kinaz képes foszforilalni a Hisg-PIN2hurok fehérjét is, melyet a felvételen a kettds
csillag jelol. A 66kD magassagban a Hise-CRKS kinaz autofoszforilacios jele lathato. A Hise-
PIN2 esetleges E. coli-bdl szdrmazd aspecifikus kinaz szennyezését az utolsé panel negativ
foszforilacios tesztje zarja ki. A CRKS foszforilalta Hise-PIN2hurok fehérjét a szeparalod
SDS-poliakrilamid gélbdl kivagtuk, majd gélben vald tripszin emésztés utdn az SZBK
tomegspektrometriai csoportjanak segitségével felhasznéltuk a Hise-PIN2hurok in vitro

foszforilacids helyeinek meghatarozasara a 3.2.9. pontban leirtak szerint.
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36. Abra. A His¢-CRKS5 Kkinaz foszfolilalja in vitro a PIN2 citoplazmatikus hurok doménjét,

amely a PIN2 stabilitasanak és polaris membranlokalizaiéjanak szabalyozasaban jatszik

szerepet. A baloldali panel a Hiss-CRKS kinadz mielin bazikus fehérjével (MBP, egy csillaggal

jelolve) végzett kontroll foszforilacids tesztjét mutatja. A kb. 66kDa méretii P**-jelolt fehérje az

autofoszforilalt CRK5-nek felel meg. A kdzépso panelben ** jelolt kb, 28kDa méreti fehérje a CRKS

altal foszforilalt Hiss-PIN2 hurok domén protein. Végiil, a jobboldali panel azt mutatja, hogy a Hise-

PIN2 hurokdomén protein nem szennyezett E. coli-bol szarmazo protein kinazzal, azaz foszforilacioja

a kozépso panelben valoban CRKS specifikus.

1. Tablazat. A Hisec-PIN2 szubsztratban CRKS foszforilalast kovetéen azonositott foszfopeptidek

listaja.

Peptide Protein Mods Start | End | Score
1 HGYT(Phospho)NSYGGAGAGPGGDVYSLQSSK Phospho@281]282|284|285 279|303 | 50.6
2 HGYT(Phospho)NSYGGAGAGPGGDVYSLQSSK Phospho@282|284 279|303 | 204
3 HGYTNS(Phospho)YGGAGAGPGGDVYSLQSSK Phospho@281|282|284|285 279|303 | 22.6
4 HGYTNS(Phospho)YGGAGAGPGGDVYSLQSSK Phospho@282|284 279 | 303 | 35.3
5 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYS(Phospho)LQSSKGVTPR Phospho@298|301|302|306 279|308 | 35.3
6 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYS(Phospho)LQSSKGVTPR Phospho@298=8 279|308 | 23.2
7 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYS(Phospho)LQSSKGVTPR Phospho@297|298 279|308 | 20.4
8 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYS(Phospho)LQSSKGVTPR Phospho@297|298 279|308 | 21.6
9 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYS(Phospho)LQSSKGVTPR Phospho@297|298|301|302|306 | 279 | 308 | 28.2
10 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYSLQS(Phospho)SKGVTPR Phospho@301|302 279|308 | 61.6
11 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYSLQS(Phospho)SKGVTPR Phospho@298|301|302 279|308 | 55.2
12 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYSLQS(Phospho)SKGVTPR Phospho@301|302 279 | 308 65
13 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYSLQS(Phospho)SKGVTPR Phospho@297]298|301|302 279|308 | 17.7
14 HGYTNSYGGAGAGPGGDVYSLQSSKGVT(Phospho)PR Phospho@297|298|301|302|306 | 279 | 308 | 40.8
15 GSSTDVST(Phospho)DPKVSIPPHDNLATKAMQNLIENMSPGR | Phospho@408|409]410|1413[414 | 407 | 442 | 16.7
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PINI: B is---DIYSRRSQGLS-- - AR - CRINN ERREIROSS : 244
PIN2: [N VIRESSEASSMT SEFNKSHGGGLNS SM i ACTIN - VERRERGOS S : 250
PIN3: R R---FFcG--—-- PN--- EIREE - --:236
PIN4: BR--fr------—-—- M--- SNLTEAE T Y ST k]
PIN7: BoiR---FFvG--GGGTN--- B ——:239

PIN1: RNPEERCESEN MRS AS ---GEERNE--- G-—-——- E--AffF: 280

PIN2: REPIARSEYONNR A MFNASKAES PRHGYHINEEGAGAGPGCET MY : 300

PIN3: -STHEN BV RN cF - - R - - g - - - ——- go:273
PIN4: -sSZN-BNEN ERsllcr - - —FEERLE - - - - - - ——- go:270
PIN7: -NTIE-ENEN: s cr-- - eeRs - - g - ——-—- 1276

PIN1: GEXE BDGGPAKPTAAGTAAGAGE -HHQSGGSGGGGGAHEY: 329

pIN2: FEREVEERTRREDEEVMKT-AKKAGRGGRSMSGELHNNNS - - - - - VPEEg: 344
PIN3: BNcA-—-——-——- MASSPEGYHPGG-—--- GAGEREE: 309
PIN4: BN---————————- NAVIIGFRNNTNS SVPAAGERER: 307
PIN7: Bsca-———----—- MASSPIGYHPGG---—- APCERE: 312
PINL: BB GMFS PNTGGGGGTARKGNAPVV-—————==— GEKRODGH Gl Mg : 370
PIN2: PENEMITGSTSGASGVKKKESGGGGS-——-——-— GGEVGVGGONE NN : 386
PIN3: [ENEFESSTTTSTANKSVNKNPKDVNTNQQTTLPTGEKSNSHEAR NG : 359
PIN4: [ENEEESTGT----—- GVSTKPNKIPKENQQQLOEKDSKASHE AR N : 351
PIN7: NI - ——— STGNKTGSKAPKENHHH----——- VERSNSNEARE NG : 350
PINI: BB ----- FGEGGGHHADYSTATNDHOID @Sl Po—---:411
PIN2: BsAEERFANAKNAMTRGS STDVSH-—--——---- DPERYSHPPH-DN: 425

PIN3: By RAGLNIFGEAPDIDOG--GRSDQG- AL EN NI PDOSHN : 406
PIN4: Bs2BER----- FGEGAGENVA--TEQSEQGALE RUVEYSDOPRK : 394
pIN7: FECENCEEREFRAGLONDNEA--{EQV--GKSDOGGAE UL SDHTON : 396

37. Abra. A PIN1 auxin efflux hordozéban azonositott AGC3 PINOID és a PIN2-ben észlelt
CRKS foszforilaciés helyek 6sszehasonlitisa. A Michniewicz és mtsai. (2007) altal
tomegspektrometria analizissel kimutatott foszforilacios helyeket a PIN1 fehérje Ser337 és T340
pozicidiban (amelyekrdl Zhang és mtsai. (2010) kimutattak, hogy a PINOID kinaztol fiiggetlenek),
sarga kiemeléssel jeloltiik. A Huang és mtsai. (2010) altal elvégzett komputer predikciok alapjan
valdszintsitett és in vitro helyspecifikus mutagenezissel vizsgalt lehetséges PID foszforilacids helyek
pozici6it harom TPRxS(S/N) motivumban piros hattér jeloli. Végiil, az altalunk talalt CRKS
foszforilacios helyeket a PIN2 fehérje Thr282, Ser284, Ser289, Ser301, Thr306 és Thr414 pozicidiban

z01d kiemeléssel jeloltik.
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Amint azt a 37. abra illusztralja, a citoplazmikus hurok régié szekvencidi nagyfoka
homologiat mutatnak a PIN1, PIN2, PIN3, PIN4 és PIN7 fehérjék kozott. A Huang és mtsai.
(2010) altal prediktalt és a PIN1 fehérjében helyspecifikus mutagenezisssel vizsgalt
TPRxS(S/N) motivumok PID kinédz szerin foszforilacios helyei megtaldlhatok az 6sszes PIN
faktorban, azaz nem PIN1 specifikusak. A Zhang ¢és mtsai. (2010) altal definialt PID-
fliggetlen Ser337 és T340 foszforilacios helyek, amelyeket kordbban Michniewicz €s mtsai.
(2007) ugyanabbol a munkacsoportbol PID specifikus helyekként publikdlt a PIN1
fehérjében, csak a PIN1 ¢és PIN3 fehérjékben konzervéaltak. A PIN2 citoplazmas
hurokdoménben talalt hat (37. Abra: Thr282, Ser284, Ser289, Ser301, Thr306 és Thr414)
CRKS foszforilacios helybdl a Thr282, Ser284 ¢és Thr414 helyek PIN2 specifikusak és
hianyoznak minden mas PIN fehérjébdl. Ezzel szemben a Ser289 ¢és Ser301 CRKS
foszforilacids helyek konzervaltak a PIN3, PIN4 és PIN7 fehérjékben, amig a Thr306 pozicio
kozos az Osszes PIN fehérje szekvencidjaban. Ezek az eredmények azt suggaljdk, hogy a
CRKS kinaz valészinti képes mas PIN auxin efflux hordozokat is foszforilalni és nemcsak
PIN2 specifikus. Eszleléseink alapjan, a CRKS kinaz inaktivalasa a gravitropikus vélasz
kés¢hez vezet és a PIN2 internalizacidjat ill. polaris membranlokalizacidjat specifikusan
megvaltoztatja, amig mas PIN faktorok funkciojat nem befolyasolja. Ezért logikus az az
elvards, hogy ezekért a hatdsokért a crk5-1 mutdnsban a PIN2 mds PIN fehérjében nem
megtalalhatd aminosav csoportjainak hidnyzo foszforilalasa felelds. Ezek a Thr282, Ser284
¢s Thr414 pozicidk, amelyek tovabbi kicserélése a PIN2 fehérjében alaninra vagy a
foszfoszerint ill. foszfotreonint funkcionalisan utanzo aspartatra vagy glutamatra felderitheti a
jovében a CRKS5 kindz PIN2 specifikus foszforildlasank pontos szerepét a gyokeér

gravitropikus valaszanak szabalyozasaban.
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V. DISZKUSSZIO

Munkank sordn a PRLI1 fehérje kolcsonhatd partnereként azonositott CRKS kinéazt
jellemeztiik, amely a CDPK kinaz csalad CRK alcsaladjaba tartoz6 nyolc egymassal kozeli
rokonsagot mutaté protein kindzok egyike. A CRK csalddba tartozo6 kinazok neviiket a CDPK
Related Kinases szavakbol képezték. A CRK csalad kozos jellemzdje, hogy minden egyes
tagija hordoz egy N-termindlis mirisztilacidos helyet, amelyet kovet egy szerin/treonin
kindzokban konzervalt katalitikus domén, majd egy autoinhibitor domén, ill. a C-terminalis
vég kozelében elhelyezkedd néhany modosult EF-kéz motivum, melyek Ca**-koté képessége
elveszett (Harmon és mtsai., 2000). Az Arabidopsis CRKS kindz génje a genom szekvenalasa
soran az At3g50530 jelolést kapta, ami jelzi, hogy a 3-as kromoszoman lokalizalodik. E
munka alapvetd célja a CRKS kinaz regulator funkcioinak jellemzése volt Arabidopsis-ban. E
cél megvalositasa érdekében a kutatds kiillonbozd fazisaiban tobb német kutatdocsoporttal

alakitottunk ki eredményes egylittmitkodést.

A CRKS kindz aktivitdsanak jellemzése soran bebizonyitotttuk, hogy a csaldd mas
fajokban ismert eddigi tagjaihoz hasonloan, a CRKS5 kinaz aktivitdsdhoz és aktivalasdhoz sem
szlikséges a Ca*"-ion jelenléte. A CRKS autofoszforilacioval képes aktivalodni és Ca’"-ion
hianyaban is foszforiladlja az in vitro mesterséges MBP szubsztratot. A CRKS kinadz
funkcidjanak meghatarozasa érdekében egy forditott genetikai megkozelitést alkalmaztunk. A
CRKS5 gén ismert szekvenciainak folhasznalasaval, polimeraz lancreakcion alapuld keresési
stratégiaval sikeriilt azonositanunk egy olyan T-DNS inszerciés mutans vonalat, amelyben a
mutans CRKS5 génr6l nem képzOdott funkcioképes fehérje. fgy a tovabbiakban
rendelkezésiinkre allt egy crk5-1 null mutans, ami lehetdvé tette a mutacio altal indukalt uj
fenotipusok analizisével a CRKS5 gén funcidjanak tanulméanyozasat. Ennek soran kimutattuk,
hogy a crk5-1 mutans gravitacios valasza a vadtipushoz hasonlitva jelentds késést szenved,
amely mind a gyokér pozitiv €s a szar negativ geotropizmusat érintette. Ezen kiviil, a
vadtipushoz hasonlitva, a crk5-1 mutans elsédleges gyokérmegnyulasa korilbelil 30%-os
csokkenést mutat. Tovabba, a crk5-1 mutdns 30%-al tobb oldalgyokeret fejleszt a
vadtipushoz képest, ami a gyokérben a gravitacios valasz késéséhez hasonldéan az auxin
homeosztazis megvaltozasara utalt. Ezért, tovabbi vizsgalatainkban a gyokér gravitropikus

valaszaban észlelt hiba okainak felderitésére fokuszaltunk.
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A crk5-1 mutansban a keményitOtartalom Lugol festést kdvetden nem mutatott
kiilonbséget a vadtipushoz képest, vagyis a gravitacids valasz késése nem volt magyarazhato
a gyoOkérsiivegben talalhato jelérzékeld sztatocita sejtek rendellenes mikodésével,
amelyekben a keményit6t tartalmazé amiloplasztiszok szedimentacidja sziikséges a
gravitacios stimulusok elsddleges érzékelésehez. Annak bizonyitasara, hogy a gravitropikus
valaszban észlelt defektet valoban a crk5-1 mutacid okozta, genetikai komplemetacios
teszteket végeztiink el. Ezekhez, tobbféle konstrukciot is eldallitottunk, amelyekkel a CRKS-
kindz C-termindlis végehez fuzionalt GFP ¢és GUS riporter fehérjék segitségével
megvizsgalhattuk a CRKS5 gén szdvet és sejtspecifikus expresszigjat az egyedfejlodés sordn,
valamint tanulméanyozhattuk a CRKS fehérje sejten beliili lokalizacidjat. Ezekben a
konstrukciokban egy BAC klonbdl izoldltuk a CRKS gént, annak Osszes természetes
szabalyozd szekvencia elemét megtartva, és stop kodonjat helyettesitettiik azonos leolvasasi
fazisban beépitett GFP ill. GUS kodolo szekvencidkkal. A GFP (z6lden fluoreszkalo fehérje)
¢s GUS (B-glikuronidaz) riporterek kodold szekvenciaihoz fuzionalt géneket hordozod
konstrukciok Agrobacterium ndvényi transzformécios vektorba épitése utan azokat
vadtipusu, ill. crk5-1 mutdns ndvények kromoszomadiba épitettiik egy kopidban, majd a nyert

transzforméansokbol homozigdta vonalakat allitottunk eld.

A gCRKS5:GUS konstrukciot hordozo vonalak vizsgéalata kimutatta, hogy a CRKS5 gén
a novény minden részében kifejezddik. A gyodkércsucsi régidban, szallitonyalabok mentén,
ill. a viragzatban detektaltuk a legmagasabb CRKS5-GUS fehérje szinteket, amit a CRKS5
mRNS valésidejii kvantitatativ PCR mérései is tamogattak. A sejtszintli fehérje lokalizacids
vizsgalatokhoz eldallitott gCRKS:GFP  konstrukcidval —sikeresen komplementaltuk
vadtipustra a crk5-1 mutans jellegzetes fenotipikus hibait, ami gyokér megnyulés defektjét, a
megemelkedett oldalgyokérszamot, ill. a gyokér és hajtds késéi gravitropus valaszait a
vadtipusban észlelt szintekre allitotta vissza. Ez azt is bizonyitotta, hogy a modositott

gCRKS:GFP gén képes a crk5-1 mutansban inaktivalt gén dsszes funkciojat ellatni.

A CRKS5 fehérje N-terminalis végén talalt mirisztilaciés hely azt jelezte, hogy a CRKS
fehérje valoszinli membréanlokalizalt. A tranziens protoplaszt expresszios rendszerben és
transzgénes novényekkel elvégzett konfokalis pasztazd mikroszkopos vizsgalatokban a CRK-
GFP fuzios fehérje plazmamembran elhelyezkedést mutatott, amit western immunoblot
technologia ¢és specidlis FM4-64 plazmamembran festési modszer segitségével is
bizonyitottunk. Normal ndvekedési koriilmények kozott a CRKS-GFP fuzids fehérje a

gyokérsejtekben U alaku, a gyokérfelszin felé orientdlt polaritdst mutat. A bdrszoveti
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sejtrétegben, a kortex, gyokérsiiveg, ill. az Gjonnan kialakuld oldalgyokerek sejtjeiben is
kimutathatd a CRKS5-GFP fehérje hasonld lokalizacioés tulajdonsaggal. A Brefeldin
gombatoxin hatasara, amely a fehérjék internalizacidjat fokozza a plazmamembranbol és
ugyanakkor gatolja a fehérjék transzportjat a plazmamembranhoz, megvaltozik a CRK5-GFP
fuzids fehérje lokalizacioja. A BFA kezelést kovetd 40-ik perctdl kezdodéen a CRKS-GFP
fehérje kezd eltlinni a plazmamembranbol, ami 90 perc mulva teljesnek mondhatd. A CRKS-
GFP fehérje a sejtmag koriili régioban halmozodik fel, ebben szerepe lehet a CRKS fehérjén
talalhatd sejtmagi lokalizacids jelnek is. A sejtmagi CRKS lehetséges funkcidja még nem
vilagos, de feltételezésiink szerint Osszefiigghet az intronkivagodast aktivald Un. NTC

(nineteen complex) komplex PRL1 alegységével észlelt kolcsonhatassal.

A crk5-1 mutédnsban talalt gyokér gravitropizmus defekt az auxin homeosztazis
lehetséges zavarara utalt. Ennek részletesebb vizsgalatara, egy auxin érzékeny DRS-GFP

riportergén konstrukciot alkalmaztunk. Azt észleltiikk, hogy a crk5-1 mutans gyokércstcsi

crer

crer

gyokérmegnyulas a vadtipushoz képest koriilbeliil 30%-os csokkenést mutat a crk5-1 mutans
hattérben. Ugyanakkor a crk5-1 mutans hattérben kvantitativ valdsidejii PCR-t hasznalva
nem talaltunk kiilonbséget a fobb auxin szintézisben, ill. lebontasban szerepet jatsz6 gének

transzkripcidjaban a vadtipussal 6sszehasonlitva.

A gravistimulalt gyokerek esetében megfigyelhetd egy aszimmetrikus auxin gradiens
kialakuldsa, amely jol nyomon kovethetd a DR5-GFP jel véltozasaval. Az Ujrapozicionalt
gyOkerek gravitacios vektor felé esd alsd oldalan a kialakulé auxin tobblet hatasara a DRS-
GFP jelintenzitas megndtt a vadtipust hattérben 1-2 6raval a gravistimulaciot kovetden, mig
a crk5-1 mutans hattérben ezt csak 9 6ra mulva tapasztaltuk. Az auxin efflux inhibitor (NPA)
¢és influx gatldo (NOA) alkalmazasaval valaszt kaphattunk arra, hogy a crk5-/ mutans
gyokérben melyik rendszer hib4ja miatt lehet alacsonyabb a DR5-GFP jel a crk5-1 mutans
csokkent a DR5-GFP jelintenzitds a crk5-1 mutdns hattérben, amig a NOA auxin influx
inhibitor helyreéllitotta a DR5-GFP jelintenzitast a vadtipusu szintre. Ezek az eredmények azt
mutattdk, hogy a crk5-1 mutacid fokozza az auxin aramlést a gyokércsucs feldl a kortexen
keresztiil a szar felé az AUXI influx hordozé kozremikodésével. Ez a megfigyelés valaszt
adott arra a kérdésre is, hogy a crk5-1 mutansvonalban, miért lehet kb. 30%-al tobb auxin

indukalt oldalgyokér képzddést megfigyelni az elongacios zona folotti régidoban.
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Mivel crk5-1 mutacié nem volt hatassal az auxin bioszintézisben résztvevd gének
kifejezodésére megvizsgaltuk, hogy a transzportban résztvevd auxin hordozokat kodolo
gének expresszidjaban bekovetkezd esteleges valtozds magyarazatul szolgalhat-e a
megvaltozott auxin eloszlasra. Osszehasonlitva a PINI (Atlg73590), PIN2 (At5g57090),
PIN3 (At3g70940), PIN4 (At2g01420), és PIN7 (At1g23080) auxin efflux ¢és AUXI
(At2g38120) ill. LAX3 (At1g77690) influx hordozok génjeinek kifejezddését crk5-1 mutans,
genetikailag komplementalt crk5-1/gCRKS5:GFP ¢és vadtipusu (Col wt.) hatterekben, nem
tapasztaltunk 1ényeges kiilonbséget.

Az auxin transzport irdnya és mértéke a plazmamembranban polarisan elhelyezkedd
efflux ¢és influx fehérjék polaris elhelyezkedésétdl és mennyiségétdl fligg. Konfokalis
pasztdzd mikroszkopos vizsgdlatokkal a PIN1-GFP, PIN3-GFP, PIN4-GFP és PIN7-GFP
auxin efflux, valamint az AUX1-YFP influx fizids fehérjéket vizsgaltuk a crk5-1 mutans és
vadtipusi  hattérben. A megvizsgalt fehérjék  mindegyike  hasonld  polaris
membranlokalizdciot mutatott fiiggblegesen nevelt és 135°-kal elforgatott gravistimulalt
vadtipust és crk5-1 mutdns novények gyokereiben. Azaz a crk5-1 mutacié nem véltoztatta

meg ezen auxin hordozok sejtbeli lokalizacidjanak szabalyozasat.

Ezért a tovabbiakban részletesen megvizsgaltuk, hogy a crk5-1 mutacid
megvaltoztatja-e a PIN2 auxin efflux hordoz6 membranlokalizciojat, amely a gyokér
gravitacios valaszaban a PIN3 és AUXI1 fehérjek mellett dontd szerepet jatszik. A gyokér
atmeneti zondjat vizsgalva, amely régionak Kkitlintetett szerepe van a gravitacio kivaltotta
gorbiilési folyamatban (Verbelen és mtsai. 2006; Muraro és mtsai. 2013), azt tapasztaltuk,
hogy a crk5-1 mutdnsban a PIN2 fehérje szintje az epidermis sejtek hajtas felé nézd felso
membranjaiban lényegesen csokkent a vadtipushoz képest. A vadtipust gyokerek kortex
sejtsoraban a PIN2 fehérje a gyokércsucshoz kozelebbi alsé plazmamembranban
lokalizalodik. Ezzel szemben a crk5-1 mutinsban a PIN2 auxin efflux hordozd egyes
sejtekben apolaris, de a sejtek tobbségében a felsé sejtmembranban halmozddik f6l, és ezen
kiviil megjelenik a belsé endodermisz vaszkulatira feloli plazmamembranjaiban is. Ez arra
utal, hogy a crk5-1 mutansban a PIN2 efflux hordoz6 Ujrapozicionaldsa megvaltoztatja az
auxin export iranyat a gyokércsticstdl az elongécios és oldalgyokér differenciacios zonak, ill.

a vaszkularis o0szt6do szovetek felé.

A gravitacios stimulus soran kialakuld aszimmetrikus PIN2 mennyiségi eloszlas a

gyokér két az alsd és felsdoldala kozott, amely aszimmetrikus auxin eloszlashoz vezet, a
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crk5-1 mutans esetében nagy késést mutat a vadtipushoz képest és ezért hasonloan késik az
ezt kovetd gyokér gorbiilési valasz is a gravitacios jel iranyaban. Ennek egyik oka, hogy a
PIN2 megvaltozott polaris membranlokalizdcionak kovetkeztében a normalis, kortexen
keresztiill a gyoOkércstics felé iranyuld auxin reciklizdcid folyamata hibds és az auxin

transzport a gyokércsuicsbol az elongécids zona iranyaba megemelkedik.

A PIN2 megvaltozott polaris lokalizacioés patternje a crk5-1 mutansban hasonlo
bazélis membranlokalizacioja a hajtas felé néz6 fels6 membran felé tolodik el a kortexben és
ez altal gatolja a gravitropus valasz kialakuldsat (Rahman és mtsai., 2010). Amint azt tovabbi
kisérleteinkben kimutattuk, a crk5-/ mutans gyokerek atmeneti zoénajanak epidermisz
sejtsoraban nemcsak lecsokken a fels§ plazmamembranban lokalizalt PIN2 fehérje szintje,

hanem felgyorsult a PIN2 brefeldin-érzékeny internalizécioja is.

A PIN fehérjék membran reciklizéldsat, polaris membranlokaliziciojat ¢és
degradaciojat a citoplazméas Un. hurok doménjiknek foszforilacidja szabalyozza
(Michniewicz és mtsai., 2007; Dhonukshe és mtsai., 2010). Ennek zavara kihat konzekvensen
az auxin transzportra és azzal 0sszefliggésben 1évd folyamatokra is. A CRKS kinaz a PIN2
fehérjét a kozponti hidrofil hurkon foszforilalja in vitro hat kiilonb6zd pozicidban. Az AGC3
csaladba tartozd6 PINOID kinaz, amelyrdl bizonyitott, hogy sziikséges a PIN2 fehérje
felhalmozodasahoz az epidermisz sejtek fels6 membranjaiban biztositva a normalis auxin
transzportot, eddigi ismereteink alapjan olyan motivumokat foszforilal a PIN1 fehérjében,
amelyek konzervaltak a PIN auxin efflux hordozé csaladd 6sszes tagjaban, azaz a PIN1, PIN2,
PIN3, PIN4 és PIN7 fehérjékben. Ezzel szemben, a hat PIN2-ben altalunk azonositott CRKS
foszforilacids hely koziil harom csak a PIN2 fehérjében talalhaté meg, ami foltehetéen
magyarazattal szolgdl arra, hogy a crk5-1 mutacié miért csak a PIN2 funkcigjat valtoztatja

meg. Ennek bizonyitasa a jovoébeli kisérletek egyik fontos célja.

Osszefoglalva, az elvégzett vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy CRKS kinaz
foszforilacigja specifikusan szabalyozza a PIN2 fehérje brefeldin-érzékeny membran
reciklizalasat a gyokér atmeneti zona borszdveti és kortex sejtjeiben. A CRK kindz csalad
tagjaira jellemzd a konzervalt doménszerkezet az N-termindlis varidbilis régiot leszamitva,
akéarcsak az AGC kinazcsalad (PID, WAGI, D6PK; Ganguly és mtsai.,, 2012) tagjaira,
amelyek szerepet jatszhatnak a PIN fehérjék foszforilacigjadban. A CRK kindzok kozotti

nagyfoku hasonlosag miatt elképzelhetd, hogy a csalad egyes tagjai hasonlo sejt és szdvet, ill.

96



PIN foszforilacios specifitdst mutatnak, ami magyarazatul szolgalhat arra, hogy a crk5-1
mutacié miért okoz szelektiv gravitropikus defekteket szemben az auxin szabalyozas teljes
Osszeomlasaval. A foszforilaciotdl fiiggd PIN szabdlyozasi folyamatok, igymint a membran
reciklizalas, stabilitas és aktivitas lehet, hogy tobb CRK kinaz altal szabalyozott, ezért a CRK
kinazcsalad, mint lehetséges PIN kindz csalad mindenképpen érdemesnek tiinik arra, hogy a
tovabbiakban részletesen tanulmanyozzuk. A CRK kindzok gravitacios jelatvitelben betoltott
egyéb szerepeinek tovabbi vizsgdlata hasonldéan fontos és ugyanakkor sok kihivast rejtd

izgalmas feladatnak tiinik.
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VIIL. OSSZEFOGLALAS

A Fold nehézségi erejét érzékelve a novények hajtasuk és gyokeriik ellentétes iranyu
novekedését a gravitacid irdnyaval parhuzamosan allitjak be. A hajtasok pozitiv és a gyokerek
negativ gravitopikus valaszait a névényi 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 keményitdtartamti gyokér kolumella és
hajtds endodermisz sejtek érzékelik. A keményitOszintézist, a keményitd tartalmu
kloroplasztiszok ill. amiloplasztiszok biogenezisét, ¢és szedimenticidjuk soran aktin
filamentumokkal, = endoplazmatikus retikulummal ¢és plazmamembrannal  torténd
kolcsonhatasait befolydsold mutaciok jellemzése folderitette a mechanikai stimulusokat
érzékeld ioncsatorndk, valamint a calcium/kalmodulin és inozitolfoszfat szignalatviteli utak
komponenseinek szerepét a gravitacid érzékelésétél az auxin transzporterek membran-
lokalizaciojanak szabalyozasaig vezetd folyamatokban. Amig az auxin transzportekek polaris
lokalizaciojat, aktivitasat és stabilitdsat szabaly6zo faktorokrdl egyre tobb ismeret all
rendelkezésiikre, sokkal kevesebbet tudunk arrdl, hogy a gravitacids stimulus érzékelése
hogyan vezet az auxin transzport specifikus valtozasaihoz a Ca”'/kalmodulin
szignalativetelben miikodo faktorok résztvételével.

Ebben a munkaban az Arabidopsis thaliana Ca*/kalmodulin-fiiggé kinazaihoz
hasonlé CRK alcsaladba tartoz6 CRKS protein kinaz szabalyozo funkcioit jellemeztiik. A
inaktivalasa gatolja a fogyokér megnyulasat és késlelteti a hajtds és gyokér gravitopikus
elhajlasi valaszait. A crk5-1 mutans genetikai komplementécios tesztjével igazoltuk, hogy egy
helyspecifikus mutagenezis technikdval modositott génrdl kifejeztetett CRKS-GFP (zold
fluoreszcens fehérje) fuzids fehérje képes kijavitani a mutdcid altal okozott fenotipikus
valtozasokat: a gyOkérmegnytlas gatlasat, és a hajtas irdnydba megemelkedett auxin
transzportot, ami a stimuldlja az oldalgyokerek differencidlédasat és késlelteti a gyokér
gravitropikus valaszat. Vizsgalatainkban, részletesen jellemezziik a késleltetett gyokér
gravitopikus vélaszhoz vezetd folyamatot a crk5-1 mutdnsban. Kimutattuk, hogy a crk5-1
mutaci6 nem okoz hibat a gravitacido érzékeléséhez sziikséges keményitd szintézisében.
Tovabba észleltiik, hogy az auxin-indukalt DR5-GFP riporter fehérje mennyisége a crk5-1
mutans gyokércsicsaban a vadtipushoz hasonlitva 1ényegesen kevesebb, ami arra utalt, hogy

az auxinszint a gyokércsticsban lecsokkent. Ennek ellenére, a gydkércsucs nem mutatott
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méretbeli zsugorodast és az auxin bioszintézisben résztvevd kulcsgének, valamint az
AUXI1/LAX (AUXIN TRANSPORTER/AUXIN TRANSPORTER-LIKE PROTEIN auxin
import és PIN (PIN-FORMED) exporthordozok génjeinek transzkripcidja sem mutat valtozast
a crk5-1 mutacio hatasara. Mivel a gyokér gravitropikus valaszat szabalyozd auxin transzport
iranyitottsagat és mértékét a PIN auxin export és AUX1 importhordozok polaris membranbeli
elhelyezkedése ¢és stabilitasa hatarozza meg, [ézerpasztazd mikroszkopos technikaval
Osszehasonlitottuk e fehérjék GFP-vel jelolt formainak mennyiségét és membranbeli helyzetét
vadtipusu ill. crk5-1 muténs gyokerek kiilonbozd sejttipusaiban. A gyokérben, az auxin a
szallitonyalabokon keresztiil a nyugvd kozpont koriili 0sztddd merisztéma ¢és kolumella
sejtekhez lefelé traszportalodva éri el a koncentracidos maximumat. Ezutdn a hajtds iranyaban
folfel¢ transzportalodik az elongacidos zdénaba a borszovetben és onnan reciklizal a
gyokércstics iranyaban a kortex sejteken keresztiil. A PIN-GFP fehérjék fluoreszcenciajanak
intenzitasat pasztazo lézer mikroszkopiaval és mennyiségi hétérképek készitésével kovetve
azt taldltuk, hogy a PIN1, 3, and 7 fehérjék lokalizacidja hasonld a vadtipusu és crk5-1
gyokérbél sejtjeinek gyokércsucs felé nézd als6 membranjaiban, amig a PIN4 fehérje azonos
mintazatot mutatott az nyugvo centrumot kornyezd Ossejtek als6 membranjaiban. A
gravistimulust érzékeld kolumella sejtekben a PIN3 és PIN7 apolaris lokalizacioja segiti az
auxin traszportot a periférialis borszovet felé a borsejtek als6 membranjaiban elhelyezkedd
AUXI1 import fehérjével egyiittesen, ami hasonldan irdnyitja az auxin exportjat a hajtas felé¢ a
kolumella és kiils6 gyokérsapka rétegeibdl vad és crk5-1 gydkerekben. Gravistimulacionak
kitett gyokerekkel végzett hasonld eredményeink alapjan megéllapithattuk, hogy a crk5-1
mutacié nem modositja az AUXT, PIN1, PIN3, PIN4 és PIN7 auxin transzporterek funkcioit.
Ezzel szemben, azt talaltuk, hogy a gyokér gravitropikus vélaszanak szabalyozasaban
dontd szerepet jatszo PIN2 auxin export hordozé mennyisége lényegesen lecsokkent a crk5-1
bdrsejtjeinek felsd membranjaiban és a vadtipussal ellentétben a gydkér atmeneti zona kortex
sejtekben az als6 membran helyett a laterdlis és fels6 membranrégiokban lokalizalddott.
Egyiittesen az oldalgyokérkezdemények szamanak emelkedésével a crk5-1 mutadnsban, ez azt
jelezte, hogy a mutaci6 kovetkezményeképpen megemelkedett az auxin export szintje a
kortexen keresztill a gyokér megnyuldsi zona irdnyaba. Ezzel szemben, a PIN2 fehérje a
vadtipusi gyokér borsejtek felsé és a kortex sejtek alsd (gyokércsucshoz kozelebbi)
membranjaiban lokalizalodott, biztositva ezzel a borsejtekben a hajtés ill. a kortext sejtekben
a gyokérctcs fel¢ iranyuld auxin korforgast. Gravistimulacio alatt a nehézségi erd iranyaban
begorbiild vizszintesen elhelyezett vadtipusu gyokerek felsd szekcidjanak borsejtjeinek hajtas

felé néz6 felsd membranjaiban a PIN2 mennyisége iddlegesen lecsokkent a PIN2 fokozott
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endocitozisanak ¢és lebontasank kovetkeztében. Az als6 szekcioba iranyuld auxin transzport
eredményeként ott a sejtmegnyulas gatlodott és a PIN2 szintje novekedett a borsejtekben.
Ezzel szemben, a PIN2-GFP ¢és DRS-GFP riporter fehérjékkel elvégzett pasztazo
1ézermikroszkopos vizsgalatok és a PIN2 fehérje PIN1 és plazmamembran H'-ATP-azzal
egylitt végrehajtott immunolokalizécidja az mutatta, hogy a crk5-1 mutansban a gravitropikus
gyOkérhajlasi valasz kb. 5 orat késett hasonldéan az auxin-indukalt DRS-GFP riporter
aszimmetrikus eloszlasahoz, ill. a PIN2 fehérje aszimmetrikus feldisuldsahoz a gravistimulalt
gyokerek also szekcidjaban. Ez azt mutatta, hogy a CRKS kinaz sziikséges a PIN2 auxin
export hordozd helyes polaris membranlokalizalasahoz és azaltal moduldlja a gyokér
gravitropikus begorbiilését szabalyozo6 aszimmetrikus auxin eloszlast.

A CRKS5 sejtbeli lokalizaciojat vizsgalva protoplasztokban, transzgénikus
ndvényekben és kontroll biokémiai tesztekben az talaltuk, hogy a CRKS egy plazmamembran
kotott kinaz, amelynek U formdju lokalizaciés mintazata a gyokérfelszin felé iranyul a bor,
kortex és kolumella sejtekben, ahol részleges atfedést mutat a PIN3 és PIN2 auxin export
fehérjék mintdzataival. Az exocitozist gatlé Brefeldin (BFA) gombatoxin hatdsara kezdetben
a CRKS internalizalédott a membranbol vezikularis BFA-testekbe, de végiil is a sejtmagba
importalédott. A BFA felgyorsitotta a PIN2 fehérje és az FM4-64 membranfesték
internalizacidjat a crk5-1 mutans bdrsejtekben a vadtipushoz hasonlitva. A crk5-1 mutans
megemelkedett BFA érzékenysége azt jelezte, hogy a CRKS kindznak kozvetlen szerepe van
a PIN2 fehérje exocitozisanak €¢s memban reciklizalasanak szabalyozasaban. A PIN fehérjék
reciklizalasat az AGC3 csaladba tartoz6 PINOID (PID), WAGI, and WAG2 kindzok
szabalyozzdk a PIN fehérjék hidrophil hurok doménjein talalhaté TPRxS motivumok
foszforilacigjaval, ami a PIN2 esetében indukalja annak relokalizacidjat a gyokér borsejtek
fels6 membranjaibol az alsokba. Hasonldan az AGC3 kindzokhoz, a CRKS is foszforilalja a
PIN2 hurok doménjét, ami sziikséges a PIN2 membranban tartdséhoz, mivel a PIN2
felhalmozdodasa BFA-testekben a vadtipusnal sokkal gyorsabb a crk5-1 mutdnsban. Azaz, a
CRKS foszforilacio hianya késlelteti a PIN2 exocitdzisat a Golgi vezikuldkbol a membranba.
Tomegspektrometria vizsgalatink szerint a CRKS kinaz hat az AGC3 kindzoktol kiilonb6z6
helyen foszforilalja a PIN2 hidrofil hurok doménjét. A hatbol, harom CRKS foszforilacios
hely megtalalhaté a tobbi PIN fehérjében is, amig hdrom PIN2 specifikus, ami valdszinii
Osszefligg a CRKS5 szerepével a gyokér gravitropikus valaszanak PIN2-fiiggd
szabalyozasaban. Ezért a CRKS funkcidjanak felfedezése a gyokér gravitropikus véalaszanak
szabalyozasaban megnyitja az utat a PIN2-ben azonositott CRKS foszforilacidés helyek

funkcidinak tovabbi részletes tanulmanyozasahoz, és kiindul6 pontot szolgéltat annak tovabbi
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vizsgalatdhoz, hogy a CRK protein kindz csalad tovabbi hét tagja a CRK5-h6z hasonloan
szerepet jatszik-e az auxin regulalt ndvekedési és tropikus valaszokban ill. foszforilacioval
szabalyozza-e a PIN fehérjék és mas auxin transzporterek polaris membranlokalizaciojat és

aktivitasat.

IX. SUMMARY

By sensing the Earth’s gravity, plants adjust the growth of their shoots and roots with opposite
polarity along the direction of gravity vector. Both positive and negative gravitropic
responses, directing downward and upward bending of horizontally placed roots and shoots,
respectively, are controlled by asymmetric distribution of the plant hormone auxin. Cellular
transport of auxin is controlled by the AUX/LAX influx and PIN-FORMED (PIN) efflux
carriers. Gravity is perceived by specific starch-containing statocyte cells in the root
columella and stem endodermis. Mutations impairing starch biosynthesis, biogenesis, and
sedimentation of starch-containing plastids (i.e., statoliths) and their interactions with actin
filaments, endoplasmic reticulum, and plasma membrane highlight the importance of
mechanosensitive ion channels and components of calcium/calmodulin and inositol-phosphate
signaling pathways that connect gravisensing with the regulation of polar localization of PINs.
Whereas regulation of polar localization, activity, and stability of auxin carriers and
transporters is being deciphered in detail, it is less clear how primary sensing of gravity is
linked to specific switches in polar auxin transport through regulatory factors participating in
Ca*"/calmodulin signalling.

In this work, we characterize the regulatory functions of CRKS protein kinase, a
member of the Arabidopsis thaliana Ca**/calmodulin-dependent kinase-related kinase family.
Using a T-DNA insertion mutation in the CRKS5 gene, we show that inactivation of CRKS
inhibits primary root elongation and delays gravitropic bending of shoots and roots. By
genetic complementation tests, we show that a modified CRKS5-GFP fusion protein is capable
to complement the phenotypic alterations caused by the crk5-71 null mutation, including the
inhibition of root elongation, stimulation of shootward auxin transport inducing enhanced
lateral root formation and delayed geotropic response or roots and shoots. In subsequent
studies, we provide detailed characterization of delayed root geotropic resonse of the crk5-1

mutant. We show that the crk5-1 mutant is not impaired in starch biosynthesis required for
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primary sensing of the gravistumulus. Subsequently, we demonstrate that the auxin-induced
DR5-GFP (green fluorescent protein) reporter shows reduced activity of in the crk5-1 mutant
indicating a depletion of auxin from the root tips. Despite this, no root tip collapse is observed
and the transcription of genes for auxin biosynthesis, AUXIN TRANSPORTER/AUXIN
TRANSPORTER-LIKE PROTEIN (AUX/LAX) auxin influx, and PIN-FORMED (PIN)
efflux carriers is unaffected by the crk5-7 mutation.

As the polarity and threshold of auxin transport controlling the root gravitropic
response is determined by polar membrane localization and stability of the PIN auxin efflux
and AUX1 influx carriers, we performed comparative confocal imaging studies of GFP-
tagged versions of these proteins. In the roots, auxin moves through the stele reaching a
maximum in the meristem and columella and then is transported upwards to the elongation
zone through the epidermis and flows backward to the root tip in the cortex. Using confocal
imaging in combination of heat mapping of PIN-GFP fluorescence intensities, we found that
PIN1, 3, and 7 are similarly localized in both wild type and crk5-1 roots toward the root tip in
basal membranes of stele cells, whereas PIN4 shows basal localization in the stem cells. In the
columella, apolar localization of PIN3 and 7 facilitate auxin flow toward the epidermis in
synergism with AUX1, which is located in the basal membranes of epidermal cells and directs
shootward auxin transport from the columella and lateral root cap similarly in both wild type
and crk5-1 roots. Based on similar examinations with gravistimulated roots, we concluded
that the crk5-1 mutation does not modify cellular localization of the AUX1, PIN1, PIN3,
PIN4, and PIN7 auxin transporters.

By contrast, we found that PIN2, which plays a pivotal role in the control of root
gravitropic response, is depleted from apical membranes of crk5-1 mutant epidermal cells and
shows basal to apical relocalization in the cortex of the root transition zone. This, together
with an increase in the number of crk5-1 lateral root primordia indicates a facilitated auxin
efflux through the cortex toward the root elongation zone. In contrast, in wild type roots PIN2
displays apical (shootward) and basal (rootward) localizations in epidermal and cortex cells,
respectively, consistent with its key role in upward epidermal transport and cortex-mediated
downward recycling of auxin. During gravistimulation, in the upper section of horizontally
placed roots, that show bending toward the gravity vector, epidermal PIN2 localization in the
apical membrane is temporarily reduced due to enhanced PIN2 endocytosis and degradation
in the wild type. Along with a redirection of auxin transport toward the lower root section
where elongation is inhibited, PIN2 levels are increased in the lower epidermis and cortex. By

contrast, confocal imaging of PIN2-GFP and DRS5-GFP riporters, as well as
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immunolocalization of PIN2 along with PIN1 and a plasma membrane H'-ATPase in the
crk5-1 mutant shows about 5 hours delay in gravitropic root bending, as well as in
asymmetric distribution of auxin-induced DRS5-GFP reporter activity and differential
accumulation of PIN2 in the lower and upper root sections. This indicates that the CRKS
kinase is required for proper regulation of polar membrane localization of PIN2 auxin efflux
carrier and thereby modulates asymmetric auxin distribution controlling the gravitropic
bending response of roots.

By expression studies in protoplasts and transgenic plants, and confirmatory
biochemical assays we found that CRKS is a plasmamembrane—associated kinase that forms
U-shaped patterns facing the outer lateral walls of epidermis, cortex and root columella cells,
in which its localization partially overlaps with those of PIN3 and PIN2 auxin efflux carriers.
Inhibition of exocytosis by the fungal toxin brefeldin (BFA) stimulates some internalization
of CRKS into brefeldin bodies, but CRKS ultimately accumulates in the nuclei. In the crk5-1
mutant brefeldin accelerates the internalization of both PIN2 and the membrane specific dye
FM4-64 from membranes of root epidermal cells compared to wild type. Increased BFA
sensitivity of crk5-1 mutant thus indicates that CRKS plays a direct role in the regulation of
PIN2 membrane recycling and required for normal exocytosis of PIN2 from Golgi vesicles to
the plasma membrane.

Membrane recycling of PINs, including PIN2, is regulated by the AGC3 class PINOID
(PID), WAGI, and WAG2 kinases, which phosphorylate TPRxS motifs in the hydrophilic
loops of PINs. Phosphorylation of cytoplasmic hydrophilic loop of PIN2 stimulates its
relocation from basal to apical membranes of root epidermal cells. Similarly to AGC3
kinases, CRKS5 phosphorylates the hydrophilic loop of PIN2 in vitro, which is required for its
membrane retention because PIN2 shows accelerated accumulation in brefeldin bodies in the
crk5-1 mutant. Consequently, delayed gravitropic response of the crk5-7 mutant likely reflects
defective phosphorylation of PIN2 and deceleration of its brefeldin-sensitive ftosis and
membrane recycling. Mass spetrometry analysis indicates that CRKS phosphorylates the PIN2
hydrophilic loop at six serine and threonine positions, which differ from those recognized by
AGC3 kinases. Three from the six phosphorylation sites is shared by other PIN proteins,
whereas three of them occurs only in PIN2, indicating that CRKS plays a specific role in
regulation of PIN2 phosphorylation and thereby PIN2-dependent root gravitropic response.
Definition of the role of CRKS in the regulation of root gravitropic response now opens the
way to detailed studies of regulatory effects of mutations of CRKS5-specific PIN2

phosphorylation sites, as well as stimulates further research on how CRKS and other seven
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related members the CRK kinase family control auxin regulated growth and tropical
responses through modulating the function and polar membrane localization of PIN and other

auxin transporter proteins by phosphorylation.
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XI. Fiiggelék

1. Tablazat. A dolgozatban hasznalt oligonukleotidok listaja.

CRK5BamHI-F ctagggatccaaATGGGTCTATGTACTTCG
CRKS5Xhol-R aggtactcgagCTAATGAGCTTTGATCG
crk5-1F CCGAATTCTCCTATTTTCTAGCTTCGGC
crk5-1 R GGAGAATGAGACCTTAGAGCTCAGAC
Fishl CTGGGAATGGCGAAATCAAGGCATC Rios és mtsai. (2002)
Fish2 CAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCA Rios és mtsai. (2002)
crk5-2 F CACCGAATTCTCCTATTTTCTAGC
crk5-2 R CCTCCTCTGTGTACTTCCCACC
Alonso és mtsai .
LBal TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG (2003)
1: CRKS5-F1 AAGCGAACGTATCGTCGTTTC
2: CRK5-R2 ATTGAGTACTTTGTCAATGGCGAAT
3: CRKS5-F3 GATTTCGTGTGATGTTGAGAGATT
GAAGTACATAGACCCATTTAAGAATCTCT
4: CRK5-R4 C
5: CRKS5-F5 CAACGAACAATGAAGGCAAAA
6: CRK5-R6 GATCTCGCCGGAGTCTTCTT
8: CRK5-R8 TCATAACAAAAGTCAAAAGCCACA
At3g18780, An és
ACT2/8-F GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG mtsai. (1996)
At3g18780, An és
ACT2/8-R AACGACCTTAATCTTCATGCTGC mtsai. (1996)
CRKS Saul TAAACTTACCTCAGGAACTTGGT

CRKS stop to Apal

TTCAAAGTTTCAAAACCGGGCCCATGAGC
TTTGATCGTGC

T3 primer

ATTAACCCTCACTAAAGGGA

Stratagene

T7 primer

TAATACGACTCACTATAGGG

Stratagene

eGFP Apal 5'

CATAAGGGCCCACCATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAGCTG
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AATATGGGCCCTTACTTGTACAGCTCGTCC

eGFP Apal 3' ATGCCGAG
CATAAGGGCCCACCATGTTACGTCCTGTA
GUS Apal 5’ GAAACCCCA
AATATGGGCCCTCATTGTTTGCCTCCCTGC

GUS Apal 3’ TGCGGTTT

CRKS5-R1 GGGTCTATGTACTTCGAAACCGA valos idejii PCR-hoz

CRKS5-R2 TAACGGAAGAGCTCGAAGGC valos idejii PCR-hoz
Atlg13440,Czechowski

GAPC2-F AATGGAAAATTGACCGGAATGT ¢és mtsai. (2005) valos
idejii PCR-hoz
Atlg13440,

GAPC2-R CGGTGAGATCAACAACTGAGACA Crechowski és misa.
(2005) for real time
PCR

PINI1-F TGGAAGACAACCTTTGGAAACT At1g73590

PIN1-R TGAAGCATTAGAACGACGAACA At1g73590

PIN2-F CCTCGCCGCACTCTTTCTTT At5g57090

PIN2-R CGTACATCGCCCTAAGCAAT At5g57090

PIN3-F CAAGTGGAGATTTCGGAGGA At3g70940

PIN3-R GCGTCTTTTGGTCTCTCTGC At3g70940

PIN4-F GGCAACGGAACAATCTGAAC At2g01420

PIN4-R TCACCACCACCTCTAGCATTAC At2g01420

PIN7-F AAGGCGGTGCAAAAGAGATT At1g23080

PIN7-R CATCGGACCAGCTTTGTTTT At1g23080

AUXI1-F CTTTCCTCCTCTGCACATTTCT At2g38120

AUXI1-R AAGAGTGGTTTTTGTCCGTTTG At2g38120

LAX3-F TGCTTACCTTTGCTCCTGCT Atlg77690

LAX3-R GTCCCCATCCATCCTCCTAC Atlg77690
At4g31500

CYP83BI1-F ACCCTAACCGCCCTAAACAAGA Mei és mtsai. 2011
At4g31500

CYP83B1-R GTCAGTTCCCGGCACAACAATA Mei és mtsai. 2011
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Atlg70560 Mei és

TAAL-F TAAACACTATACAAACGACCAAACC mtsai. 2011
Atlg70560
TAAI-R TACACCTGTCACCCATCTTCCT Mei és mtsai. 2011
At5g54810
TRP2-F TTGAATCCGCTTTCTATGCTCT Mei és mtsai. 2011
At5g54810
TRP2-R CTGTAATGCTCCGTAAGCCTCT Mei és mtsai. 2011
At3g54640
TRP3-F ATCATCTGTAAGCGGAAAGGTTC Mei és mtsai. 2011
At3g54640
TRP3-R TTCAGTTGGCGACTTTGCATCAC Mei és mtsai. 2011
At1g04610
YUCCA3-F CGTTCGTAGCGCTGTTCATG Mei és mtsai. 2011
At1g04610
YUCCA3-R CTAACGGTCCAATTTTCGGC Mei és mtsai. 2011
At3g44320
NIT3-F AGGTTATTGGCGTTGACCCAT Mei és mtsai. 2011
At3g44320 Mei és
NIT3-R ATCTTTCCACTTCAGGGCCAG mtsai. 2011
At1g08980
AMII-F TCTACTTCCTCGTCGCCTCCT Mei és mtsai. 2011
At1g08980
AMII-R GCGCATTTTCTCCGTTTATACTG Mei és mtsai. 2011
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AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRK8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
0sCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRK8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
0OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

* 20 * 40 *

NET®HGP-——————— VEQQSKSLPVSGETNEA—--—-~- PTNSQPPAKSS-
€GO SINPS-SSVKPNPYAPKDAVLONDDSTPAH----PGKSPVRSSPA-
IWVN--QSKON-GEEEANTT--——-—-— TYV--VSGDGNQIQP---

SRINI--SA----VEDD-EIPT----- GNGE--VSNQPSQNHRH--
******** SSNSDQTPARNSPLPASESVKPSSSSVNGEDQ-
SAINI--ST----VDDDDEIPS-—---- ATAQ--LPHRSHQNHHQT-
ip-———-——-—= IEQQSKNLPISNEIEET--—-- PKNSSQKAKSS-
TSINPSTSSGRPNPFAPGNDYPQIDDFAPDH----PGKSPIPTPSA-

GVSGENGGSVVA--IGDGNSA--VSTNNRPKPPP-—
GVTADNDGHVVS--VVDGNSS--VSTNNRPKPSP-—

60 * 80 * 100
B FPEESP ---VP-SLFKSSESV---5
Ve mmm oo KASPFFPFMTEEARHRRN- - ~KSRD-GG---G
LTPVNYGRAKNTPARSSNPSP-—--— WPRlg-—- - FPHGSASPLSGVSPS
—————— ASIPQSPVASGTPEV--NSENI[gg----FQ----SPLFAGV--A
-——-CVTTTNNE----GKKSPFFPF){SEEJgAHYFES————-KKT)ZA----R
---SSSSSIPQSPATS---EV--NP}NIEg----EQ----SPLJZAGV--A
——==Gmmmmmmmmm FPE}SPRE-—- - LP-SLFKTS|ZAV---S

————A--——-——————— KASPFFPFMTPRIFARHRRN---KSRDVGG---G
-SPVR-QSVGNGMSYTNNSTP-AHS|AT. —---FQ----SPY|ZsAGIAPS
-SPARPQSVGNGTSYTNNNTP-AHS|ATT] —---FQ----SPY|gsAGIPPS
-—--NSHQTKNDEPSVGKKSPFFPEMSPRIFAHY LFS—---KKS|ZAT---N
-—-—--AIPAQDNNKPP-GKKSPFLPEFMSPRIFAHFLFS----KKS|ZAV---G
ATPRRHKSGSTTPVHHHQAATPGAAAWE) —---YPAGGASPL|ZAGVSPS
ATPGRRKSGSATPVHHQAATT----AWF| —---YPAGGASPLIZAGVSPS
————AAAAAKPGTPK————QHKFPEELP —--LPASSYKGS|gA----—

100
114
118
110
122
112
101
116
121
122
119
123
129
124
121

N-terminalis mirisztilacio/
palmitoilaciés motivum

Nukleas
Lokalizacios
Szignal
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AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRKS
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRK8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
0sCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRKS
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

EKSKMTTATR
IT)FKSEKMTTATIR
{IIBKIKMTTAIN
KIISKRKMTTAIS
ﬁHMTTAIA

IEKIRKMTTATI

DFMREDERLNDI
DFERBDERLNDI

JORLNDI
DFMKEDERLNDI

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

ATP ko6té motivum

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

Aktiv hely

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

ATP kot motivum

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

T-hurok
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AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRKS
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRK5
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRKS
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
0sCBK1

AtCRK1
AtCRK2
AtCRK3
AtCRK4
AtCRKS
AtCRK6
AtCRK7
AtCRKS8
LeCRK1
NtCBK1
NtCBK2
DcCRK1
ZmMCK1
ZmMCK2
OsCBK1

466
487
485
484
491
483
467
494
487
488
491
491
515
497
487

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

Szerin/ treonin protein
kinaz katalitikus alegység

Autoinhibicios rész

Kalmodulin kotd régio

Modédosult EF motivum

Modosult EF motivum
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* 620 * 640 *
AtCRK1 : EDEIRrEMEEN s clEE v pveviloN RS VRl : s66
AtCRK2 : EMNENRvVEvEEEsEcHEsE pvE TN e s VR 0 587
AtCRK3 : BTEEIRVATH ERREENEEAS- -2y cHiRE R sERc iR aa il : 583
AtCRK4 : EFHEEIRIRSEPERGEYSHEE- - A v iR R e i - 582
AtCRKS : EKEERPEMEDENsHClEE ypvEATR N RN e vl 0 591
AtCRK6 : RN TRV O E L AEME T CRINENE=T 1IN Dji I RE#DEK LINFEG Y KIg L HEEGER]
AtCRK7 : ERDENRvEMEEEA T clEE v pvEvigoN e E e VR : 567
AtCRKS : DRNENRANvVECEEsEHGHEE pveSTR- IR e R eV g : 594
LeCRK1 : HOEEIRVESHEERRENNEE - -2y A BN AR R e TR : 585
NtCBK1 : EoEENRvVEsHEERoENEEN - - Ay A FRKBCERERRRICE e TR vMlE : 586
NtCBK2 : ExEENRARVECERsEHcEsEEevHATRHEIR N g e RN g : 591
DcCRK1 : ExDEIRAEVEERSERCEEE 1 pviATR IR e R i : 591
znMCK1 : BoEEIRVEsHEER NG - - vy s IR E R E R TRl : 613
zmMCK2 : EoEESRVRSHEERoFNEA T - - vy sEfjoRT < SR SE TRl 0 595
0sCBK1 : DKEGNRPHvVEDENscHcEEREvrLaviBoNTR: PRl e g : 587

Modosult EF motivum

660
SE-Erofa-- : 576
TROELARTR- : 599
TRAAHARPR- : 595
B VRsEssEPr- = 594
SR-fir-faH- : 601
VRSEsSEPMR @ 594
SsB-fLoia-- : 577

AtCRK1 :

AtCRK2 :
AtCRK3 :
AtCRK4 :
AtCRKS5 :
AtCRK6 :
AtCRK7 :

AtCRKS : VRRAEGKTTR- : 606
LeCRK1 : [ENEMRSESTREHHR : 598
NtCBK1 : IRGEsTERER : 599

NtCBK2 : SR-FrTEvo- : 602
DcCRK1 : 602
ZmMCK1 : 625
ZmMCK2  : 607
0sCBK1 : [B 597

Fiiggelék 1. Abra. Kiilonb6zé novényfajokbél szirmazé CRK csalad tagjainak

fehérjeszekvencian alapulé osszehasonlitasa a Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/ Tools/

msa/clustalo/) online program segitségével. A konzervalt részeket kiilonb6z6 jelolésekkel
kiemeltiik: N-termindlis mirisztilacids, sejtmagi lokalizacids, szerin/treonin protein kindz

katalitikus alegység, autoinhibicios, kalmodulin k6td, modosult EF motivumok.

A GenBank (NCBI) adatbazisabol valasztottuk ki a kiilonb6z6 ndvényfajokba tartozé CRK
fehérjéket, a hozzajuk tartozo azonositdé szammal: CRK1 (At2g41140), CRK2 (At3g19100),
CRK3 (At2g46700), CRK4 (At5g24430), CRKS (At3g50530), CRK6 (At3g49370), CRK7
(At3g56760) CRK8 (At1g49580), LeCRKI1 (AY079049), NtCBK1 (AF435450), NtCBK2
(AF435452), DcCRKI1 (CAA58750), ZmMCK1 (AAB47181), ZmMCK2 (AF289237),
OsCBK1 (AF368282).
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T7 terminator
His tag

Nofl (6960)

Xbal (6953)

Spel (6947) 1 origin
Smal (6937)
Sal1(6933) ~\
CRK5 P © kan sequence

- Smal (1070)

BamHI(51682
Tag \ | pET28c-HIS6-CRK5
thrombin> e
His tag = \“COIE1 pBR322 origin

T7 promoter
XbaI(5031)/

lac operator

lac |

Fiiggelék 2. Abra. A Hiss-CRK5 fehérjetisztitishoz hasznalt pET28c-HISs-CRKS5

konstrukcio szerkezeti térképe.

CRK5
g LB gCRK5

Sm/SpR

pK7FWG2/gCRK5:GFP

16804 bp pK7FWG2/gCRK5:GUS

18202bp

Fiiggelék 3. Abra. Az Agrobaktérium kozvetitette novény transzformaciéhoz felhasznalt

gCRK5:GFP, gCRKS5:GUS konstrukciokat tartalmazé pK7FWG2 binaris vektor

szerkezete.
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