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Bevezetés

Az allatok és a novények életmddja, sz szerint értve is, ,gyokeresen” eltér. Mig az
allatok képesek a helyvaltoztatasra, addig a novények helyhez kotott életmodot
folytatnak. Ennek megfeleléen a novények egyedfejlédési programja nyitott. Ez azt
jelenti, hogy a program lefutdsat alapvetéen befolydsoljak a kornyezeti hatasok. A
kornyezet apr6 valtozasa is a novényi gének szazainak miikodését valtoztatja meg,
amellyel a szervezet a kornyezethez igazitja anyagcsere folyamatait és folytonosan zajlé
fejlodését. Jol tetten érhetd a novényi génmiikddés és a kornyezet szoros kapcsolata a
novényi gének nagy szamaban és dsszetételében. Amig a ludfl (Arabidopsis thaliana)
fejlodését és életét koriilbeliil 25 000 gén miikodése teszi lehetévé, addig az ember
esetében ehhez koriilbeliil 35 000 gén all rendelkezésre. Ez az eltérés, figyelembe véve a
szervezetek bonyolultsdga kozotti kiilonbséget, nem tul nagy. De nem csak gének
szamaban, de az egyes géncsalddokat tekintve (tagok szama, csaldad megléte vagy

hidnyja, domén szerkezete) nagy kiilonbségeket tapasztalunk.

A génillomanyok kutatdsanak koszonhet6en ma mar ismerjiik mind az ember, mind
pedig a ludfii teljes génallomanyanak bazissorrendjét. igy azt is megvizsgalhatjuk, hogy a
torzsfejlédés soran milyen kiilonbségek keletkeztek a névény és az ember (tagabb
értelemben véve az allati szervezetek) génallomanya kozott. Munkam szempontjabol a
leglényegesebbek a sejten beliili és a sejtek kozotti jelatvitelt szabalyozo gének eltérései.
Az emberi génallomanyban tobb mint ezer GTP-kotd azaz G-fehérjéhez kapcsolt
receptor és tobb mint harminc G-fehérje génje taladlhaté. Ezek a sejtosztédastél kezdve a
programozott sejthaldlon és az immunvalaszon at az ioncsatornakig rendkiviil
valtozatos folyamatokat szabalyoznak. Ezzel ellentétben a ludfli génallomanya alig
néhany hasonl6é gént tartalmaz. A ludfii genomjaban a heterotrimer G fehérjének
minddssze egy o-, egy -, és két y-alegységét kddold génjét azonositottak [1-4]. Raadasul
az egyetlen klasszikus Ga alegység elrontasanak is csak alig vehet6 észre a hatasa [5,6].
Jelentdések a kiilonbségek a jelatvitelben szereplé kis molekulasulya GTP-azok
(RAS/RHO) esetében is. A novényekbdl teljesen hidnyoznak a sejtosztodast szabalyozé
RAS GTP-azok. A sejtvaz szervezddését és a stresszvalaszt is befolyasolo RHO
GTP-azoknak az allati sejtekre jellemzd harom alcsaladja (RAC, RHO, CDC42) helyett
pusztan egy alcsaladja létezik novényekben. A novényi RHO GTP-azok kiilonallo

alcsaladot alkotnak, amelynek neve a ROP (RHO proteins of Plant). A ROP GTP-azok



csaladja tobb génbol all: ladfliben 11, rizsben 7, kukoricaban 9 ROP GTP-azt
azonositottak [7-9]. Egyes G-fehérje tipusok hidnya gyakran érthetd modon egyiitt jar a
kapcsolddo fehérjék ill. fehérje-komplexek hianyaval is (pl. a p21-aktivalt kinaz vagyis a
PAK1 kinazok hianya névényekben) [10].

A novények ugyan kevesebb G-fehérjével és kapcsol6doé receptorral, viszont annal
tobb receptor-szer( kinazzal (RLK) rendelkeznek [11,12]. A ludfli génallomanya tobb
mint hatszaz eltérd receptor kinaz gént tartalmaz, legalabb hatszor tébbet, mint az
emberé. Osszességében a ludfli génallomanya tobb mint ezer kinaz fehérjét kédol,
szemben az ember mintegy 5-600 hasonl6 fehérjéjével. Hasonlé kiillonbséget talalhatunk
a fehérje lebontasaért felelés gének szamaban is. A nagyszamu receptor és szabalyozo
fehérje bonyolult kapcsolatrendszere biztositja a névényi sejt szdmara a gyors, rugalmas

valaszadas lehet6ségét a kornyezet valtozasaira.

Kutatidsaink sordn ennek a bonyolult és jorészt még feltaratlan
kapcsolatrendszernek egy Uj részletét kivantuk megismerni egy eddig nem vizsgalt
novényi kinazcsalad jellemzésével és a ROP GTP-azokhoz kapcsolddo jelatvitelben

betoltott szerepének tisztazasaval.



Irodalmi attekintés

A sejten beliili jelatvitel jelentds szerepldi az 6sszes eukariota él6lényben, beleértve a
novényeket is, a kis molekulasulyt GTP-kot6 fehérjék, azaz kis GTP-azok. Ezek a fehérjék
kétallasi molekularis kapcsoléként miikodnek [10,13]. A kis GTP-kot6é fehérjék
koriilbeliil 21 kDa molekulatomegliek, GTP-kot6 és GTP-bonté képességgel
rendelkeznek. Az eukaridtak kis GTP-azai mind a RAS nagycsalad tagjai, amelyek tovabbi
csaladokba sorolhaték. Ezekbe a csaladokba tartozo fehérjék a sejten beliil valtozatos
folyamatokat szabalyoznak, példaul a sejtosztodast (RAS), a sejtvaz szervezddését
(RHO), a membran-hdlyagocskak (vezikulumok) lefliz6dését (ARF) és 6sszeolvadasat
(RAB) [13-15]. Az allati RHO GTP-az csalad tovabb osztalyozhaté a RAC, RHO és CDC42
alcsaladokra. Egyéb eukariéta szervezetekben azonban nincs meg feltétleniil mind a
harom csoport. Az éleszt6gombak példaul nem rendelkeznek RAC-tipusu GTP-azokkal, a
novényekben pedig csak egyetlen, a RAC GTP-azokhoz kozel 4ll6, de azoktdl
egyértelmien elkiiloniilé csoport, a ROP (RHO proteins of plants) GTP-azok csoportja
létezik [7,10,16]. Mivel a ROP GTP-azok valamivel jobban hasonlitanak a RAC
GTP-azokhoz, mint a RHO vagy a CDC42 GTP-azokhoz, ezért korabban ezeket névényi
RAC GTP-azoknak is nevezték [7,10]. Aminosavsorrendjiik alapjan a ROP GTP-azok
egyértelmlien kilonbéznek a RHO csalad tobbi tagjatol. Ezek a kiilonbségek teszik
lehet6vé, hogy a ROP GTP-azokat rendszertanilag egy kiilonalloé alcsaladba soroljuk a

RHO csaladon beliil [10,17,18].

Amikor a G-fehérjék megkotnek egy GTP molekulat, valamint amikor azt elbontjak
GDP-re és szervetlen foszfatra, megvaltozik a térszerkezetiik. Ez a szerkezeti
atrendez6dés a fehérjék jelatviteli aktivitasanak megvaltozasaval jar egyiitt [15,19]. A
kis GTP-azok GTP-koté alakjukban képesek kolcsonhatni a jelatviteli lancban Oket
kovetd célfehérjékkel, azaz az effektor-fehérjékkel. A kélcsonhatas eredményeként az
effektor-fehérje miikodése megvaltozik. Ebbdl kovetkezik, hogy a GTP-kotott alak a
,bekapcsolt” alakja a G-fehérjéknek. A GDP-kotott alak ezzel szemben nem hat kélcson a
célfehérjékkel, és igy nem is tovabbit jeleket, azaz ,kikapcsolt” alaknak nevezhetjiik. A
ROP GTP-azok tehat, hasonléan a RAS nagycsalad tobbi tagjahoz, kétallasu molekularis

kapcsoloként alakjukat valtogatva kapcsolnak be és ki jelatviteli utvonalakat.



A novényi ROP GTP-azok torténete 1993-ban kezd6dott, amikor megtalaltak az elsé
novényi kis G-fehérjét a kerti borséban. Az6ta mar a ROP GTP-az alcsaldd tobb
képvisel6jét is azonositottdk a szarazfoldi novények (Embryophyta) kiilonféle
csoportjaiban, példaul mohakban, nyitvatermdékben, egy- és kétszikiiekben [8,20]. A ROP
GTP-azok ot jellegzetes fehérjerészlete (G1-G5) nagyon hasonlit az allatok és az
élesztégomba RHO GTP-azainak megfelel6 fehérjerészleteihez (1. abra). Ezek a részek
felelések a GTP-/GDP- kotésért, valamint a GTP-hasitasért. A GTP molekula o és 3
foszfatcsoportja szorosan kapcsolédik a fehérje G4 és a G5 részletének aminosav-
oldallancaihoz. A y-foszfat és a Mg?* viszont a G2 és G3 részlet aminosav-oldallancaival
teremt kapcsolatot. A G1-ben talalhaté G15 glicin és a G3-ban talalhat6 Q64 glutamin a
GTP hasitasaban nélkiilozhetetlenek. Elrontdsuk a GTP-t elbontani és elengedni
képtelen, ezért kikapcsolhatatlan CA (Constitutive Aktive) mutans fehérjét hoz létre. A
G1-ben levd T20 treonin vagy a G4-ben taldlhaté D121 aszparaginsav elrontasa viszont a
GTP-kotés elvesztéséhez vezet, ami csak GDP kotésére képes, ezért bekapcsolhatatlan

DN (Dominant Negative) mutdnst eredményez.

A ROP GTP-azok ,swich II” részlete utan talalhato egy jellegzetes ,SYR” mintazat
[8,20,21] Szamitogépes elemzés szerint ezt a mintazatot szerin/treonin kinazok képesek
felismerni és foszforilalni. Kimutattak, hogy a ROP GTP-azok jelen vannak a receptor
kinazokhoz kapcsol6ddé egy nagy molekulakomplexben a plazmamembran belsd
felszinén [22,23]. A ROP GTP-azok foszforilaciés szabalyozasardl azonban még nincs

kisérleti adat.

Kilonleges jelent6sége van az ugynevezett RHO/ROP-huroknak, vagyis RHO/ROP
inszert régidonak, amely a RAS nagycsaladon beliil csak a RHO csaladban fordul el6 és
egyes specifikus effektor-fehérjékkel val6 kolcsonhatasért illetve azok aktivalasaért

felel6s [24,25]. Ez a hurok a ROP GTP-azokban réovidebb, mint a tobbi RHO GTP-azban.

A ROP GTP-azok haromdimenzios szerkezetét a ludfii ROP4 szamitégépes modelljén
keresztil mutatom be [15,26] (1. abra). Az abran jdl kivehetd a jellegzetes G-domén
szerkezet, amely a kovetkezd médon szervezddik: a 6 darab (-reddt 5 darab a-helix, egy
ai-helix és egy rovid nl-helix veszi koril. Az ai-helix a ROP inszert régiojaban

helyezkedik el (1. abran a pirossal karikazott rész). Irodalmi adatok alapjan a lucerna
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ROP4 (korabbi elnevezésiik alapjan MsRAC4) modelljében ugyanakkor az inszert régidja
nem tartalmaz helixet [27]. A ROP GTP-az térbeli szerkezete alapjan a fehérje felszinén

elhelyezked6 néhany aminosav is eltér a RHO GTP-azokétol (pl. R76, K90, N165).

G2 (switch I) 42 v3
— p———-1 (_—_[::; ey

57
54
56
54

- : R ARAAS ARAR e $2.3 - LR L 2 : 1 .%: -

G3 (switch 1) .o pa a3 ps

c> C—— { s —— i
nova [LWDTAGQED YNRLRPLS YIGADVFI LAFSLY SKASYENVAKKWI PELRHYAPGVPIX 114
Racl LWDTAGQEDYDRLRPLSY PQTDVFLICFSLVS PASFENVRAKWY PEVRHHCPNTPII 111
RhoA [LWDTAGQEDYDRLRPLSYPDTDVILMCFSIDSPDSLENI PEKWTPEVKHFCPNVPIXI 113
Cded2 [LYDTAGORDYDRLRPLSYPQTDVFLVCFSVVSPSSFENVKEKWVPEITHNCPKTPFL 111

WIRRRNR NN N R RARRRE  ee o AR R R WAL RN AR R e wo

Ga Rho insert
nl al
—>> —
ROP4 LVGTKLIL JEFFIDHPG~~AVIPI 169
Racl LVGETILINL IKDTIKKL L 168
RhoA wr YENT AKMKQ! 170
Cdad2 LVGTQI STIEKLAKNKQ! 168
W R S —
a5 SR S )
—

nRor4 FOAAIKVVIQPPKOKKKKKNKNRCVIL 196

Racl FOEAIRAVLCPPPVEKR- ~ ~KRKCLLL 192

RhoA FEMATRAALOARRGKK - -~ ~KSGCLVL 193

Cdod42 FDEAILAALEPPEPKK----SRRCVLL 191
- - N X - > - -

Inszercids
regid

1. abra. A ROP GTP-dz aminosav-sorrend és térszerkezeti jellemzdi. (@) A Iudfii ROP4 (Q38937)
aminosav-sorrendjének dsszehasonlitdsa az emberi RACI-gyel (NP_008839), RHOA-val
(NP_001655) és CDC42-vel (NP_001034891). (b) A lidfii ROP4-nek az emberi RAC1 szerkezetére
alapozott szamitdgép dltal generdlt hdromdimenzids szerkezete. Forrdsa: [26]

Ezek az aminosavak szintén szerepet jatszhatnak a ROP GTP-azokra jellemzd
kolcsonhatasokban, err6l azonban még nincs irodalmi adat [26]. Eddig kevés ROP
GTP-az célfehérjét azonositottak kisérletesen, emellett a ladfli génallomanya is csak
néhany allati illetve éleszt6 célfehérje megfelelgjét kodolja. Mindez arra utal, hogy a ROP
GTP-azok jellegzetes novényi célfehérjékkel hathatnak kolcson. A ROP GTP-azok
alcsaladja tobb génbdl all: ludfiiben 11, rizsben 7, kukoricdban 9 ROP GTP-azt
azonositottak [7-9]. A ROP GTP-azok aminosav sorrendje nagyon hasonl6. Ebbdl arra
lehet kovetkezetni, hogy a csaldd tagjai nem tul régen génsokszorozdédassal johettek

létre [8]. Kiilonbségek azért természetesen vannak a ROP GTP-azok aminosav
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sorrendjében, amelyek alapjan a zarvaterm&k ROP GTP-azai négy csoportra oszthatok
[7,9,10]. Az még nem tisztazodott, hogy a négy csoport ezen felosztasnak megfelel6en
miikodésre nézve is elkiiloniil-e, de mar ismert olyan aminosavsorrend-beli kiilonbség,
amelynek szerepe lehet a miikddésben. Ez a kiilonbség legjelentésebb a ROP GTP-azok
karboxi végén talalhat6 az Gigy nevezett variabilis régioban (HVR, hypervariable region)
[28-31]. A RHO GTP-azok a plazmamembran és a sejtplazma kozott ingaznak, amit
aktivacids kornek neveziink. Iranyitottan megnyul6 sejtekben kimutattak, hogy a ROP
GTP-azok csak a plazmamembran egyes kijelolt teriiletein fordulnak eld. Ezt a fehérje
karboxi végén elhelyezkedd erfsen bazikus természetii fehérje részlet és az ehhez
kapcsol6d6 CaaX prenildlasi felismeréhely hatarozza meg [32]. Prenildlhatatlan ROP
GTP-az molekuldk nem képesek a plazmamembranhoz kotédni, és igy
miikodésképtelenek [33-35]. Meg kell azonban jegyezni, hogy harom ludfli ROP GTP-4az
(AtROPY9, 10, 11) nem rendelkezik CaaX felismerd6hellyel. Ezeknek a GTP-azoknak a
plazmamembranhoz valé kotédése nem prenildlastél, hanem a bazikus részlethez
kapcsol6d6 palmitoil-csoporttél fligg [29]. A meglévd CaaX felismerShely sem
eredményez azonban teljesen azonos sejten beliili elhelyezkedést. A ludfii ROP7 és ROP8
GTP-az, a ROP2, ROP4 és ROP6 fehérjékkel ellentétben [36,37], példaul gyokérszor-
sejtekben nem kotédik a plazmamembranhoz és nem vesz részt azok iranyitott
megnyulasanak szabdalyozasdban [29]. Lehetséges, hogy a ROP GTP-azok sejten beliili

elhelyezkedése tobb modon is szabalyozodik, akar sejttipustol fliggden is.

A kis GTP-azokkal kolcsonhato fehérjéket két f6 csoportra oszthatjuk. Az egyik
csoportba tartozd fehérjék miikodését a ROP GTP-azok mddositjak, a masik csoport
tagjai viszont a ROP GTP-azok miikodését befolyasoljak. Az els6 csoport célfehérjékbdl,
azaz effektor-fehérjékbdl all. Ezek kizarolag a ROP GTP-azok GTP-kotott alakjaval hatnak
kolcson, ezaltal megvaltozik a miikodésiik. A masik csoporthoz tartozé fehérjék viszont a
GTP-azok allapotat szabalyozzak. Ezek a szabalyozdék a ROP GTP-azok GTP/GDP-kotott
allapotat vagy a GTP-azok sejten beliili elhelyezkedését befolydsoljak. Ugyanebbe a
csoportba sorolhaték azok a fehérjék is, amelyek a jelatviteli lancban kozvetleniil a ROP
GTP-azok elé6tt talalhatok, mint példaul a receptor fehérjék, mivel ezek kozvetlentil vagy

kozvetve, de szintén befolyasoljak a ROP GTP-azok miikodését.
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A novényi ,hormonok” a névényi egyedfejlédés és a kornyezeti valtozasokra adando
valaszok elsérendl 6sszehangoloi. Feltételezhetd ezért, hogy a névényi hormonok
szamos sejtfolyamatban a molekularis kapcsolék szerepét bet6lt6 ROP GTP-azok
miikodését is befolyasoljak, illetve, hogy a hormonalis jelek tovabbitdsaban a ROP
GTP-azok fontos szerepet jatszanak. A hormonok a ROP GTP-az gének kifejez6désének
szabalyozasa mellett a GTP-azok miikodésére is hatassal vannak. A dohany ROP1
(korabbi elnezezés szerint NtRAC1) GTP-az hatékonysagat az auxin megnoveli, és ez a
1épés sziikséges az auxinra bekapcsolédd gének kifejez6déséhez [38]. Az abszcizinsav
ezzel szemben csokkenti a ladfi ROP6 aktivitasat, amely a gazcserenyilas zarédasanak
feltétele [39]. Hogy milyen tton-moédon fejtik ki a ndvényi hormonok hatasukat a ROP

GTP-azok mikodésére, nem ismert.

A ROP GTP-azok szabalyozo fehérjéi szerepiik alapjan harom csoportba sorolhaték:
GTP-bontast gyorsitd fehérjék (GAP-ok; GTPase Activating Proteins), nukleotidcseréld
fehérjék (GEF-ek; Guanine nucleotide Exchange Factors) és nukleotidrogzité fehérjék
(GDI-k; Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) [40]. A GAP és GDI fehérjék a
GTP-azokat alapvetéen a GDP-kotott, kikapcsolt formaba juttatjak, illetve ott tartjak,
megakadalyozva ezzel a jelatvitelt. Ezzel szemben a GEF-ek a GDP elengedését elgsegitve
a GTP-kotést serkentik és ezzel bekapcsoljak a GTP-azokat. A GTP-azok jelatviteli

aktivitasat 0sszességében a GDP- illetve GTP-kotott valtozatok aranya hatarozza meg.

Minden GTP-az rendelkezik kismértéki sajat GTP-bont6 képességgel, amit azonban a
GAP fehérjék képesek jelent6sen felgyorsitani. Ezt ugy érik el, hogy egy atmeneti
allapotot hoznak létre, amelyben egy vizmolekulat olyan helyzetben rogzitenek, hogy az

meg tudja tdmadni a y-foszfat csoportot [41-45].

12



LM

CYTOSOL

P ) «— RhoGDI

:.f_'\' RO

‘Regulatory
i RhoGD!

2. abra A ROP GTP-dzok szabdlyzdsdnak sematikus dbrdzoldsa. A ROP GTP-dzok kizdarélag GTP-
kétott dllapotukban, vagyis ,aktiv” formdban képesek tovdbbitani jeleket célfehérjéik, azaz az
effektor fehérjék irdnydba. A RLK receptorszert kindzok tovdbbitjdk a kiviilrél érkezé jelet a ROP-
GEF-ek felé. A ROP-GEF-ek egy specifikus domént hordoznak amit PRONE-nak hivnak. A SKIPE1 egy
ndvényi Dock-szerii ROP-GEF fehérje. A ROP-GEF-ek ,aktivdljdk” a ROP GTP-dzokat azdltal, hogy a
kététt GDP GTP-re valo kicserelédését felgyorsitjdk. A ROP-GAP-ok viszont felgyorsitjdk a GTP
hidrolizisét, igy ,inaktivdljdk” a ROP GTP-dzokat. A ROP-GDI-k megkétik a GDP-kététt ROP GTP-
dzokat és megakaddlyozzdk a GDP GTP-re térténd kicserelddését. Forrdsa: [26]

A GAP fehérjék felgyorsitjak a GTP hidrolizisét. A GAP miikodéséhez nélkiilozhetetlen
egy, a GAP aktiv centrumdaban levd arginin oldallanc. A ROP kélcsonhaték koziil a ROP-
GAP fehérjék a legismertebbek. A ludfliben a ROP-GAP csalad 6 tagjat azonositottak
[46,47]. A ROP-GAP-ok doménszerkezetiik alapjan kiilonlegesek a RHO csalad 6sszes
ismert GAP fehérjéi kozott, mivel a GAP domén kozvetlen kézelében egy CRIB mintazat
is talalhat6. A CRIB (CDC42/RAC-interactive binding motif) mintazat az allatoknal
kizarolag a RAC és a CDC42 GTP-azok effektorfehérjéiben talalhatdé meg. In vitro
kisérletekkel kimutattak, hogy a ROP-GAP1 val6ban gyorsitja a GTP bomlasat. Ezen kiviil
bebizonyitottak, hogy a CRIB mintazat nélkiilozhetetlen a ROP GTP-az kotéséhez és a
GAP aktivitashoz is [47].
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Milyen élettani szerepe lehet a ROP-GAP-ok CRIB mintazatanak? Ezzel kapcsolatban
két elképzelés 1étezik. Az egyik szerint a CRIB mintazat ugy segiti el6 a GTP bomlasat,
hogy megnoveli az &tmeneti allapot élettartamat. A masik szerint, amig a CRIB mintazat
megkot egy ROP molekulat, addig a GAP domén kikapcsol egy masikat. Masszoval
egyetlen egy ROP-GAP egyszerre tobb ROP GTP-azt kot.

A ludftiben mar kimutattdk, hogy oxigénhiany koézben a ROP-GAP-ok egy negativ
visszacsatolasos rendszer elemeként miikodnek [48]. Az oxigénhianyos koriilmények
kozott egy ismeretlen ROP GTP-az a NADPH oxidaz (NOX) enzim bekapcsoldsan
keresztiil hidrogén-peroxid termel6dését inditja meg. A hidrogén-peroxid viszont
serkenti az alkohol-dehidrogenaz enzim kifejez6dését, amely kozremiikodik az alkohol
lebontadsdban. A hidrogén-peroxid azonban nem csak az alkohol-dehidrogenaz
kifejez6dését serkenti, hanem a ROP-GAP-okét is. A ROP-GAP-ok a ROP GTP-azok
kikapcsolasaval csillapitjdk a ROP GTP-azok altal beinditott jelatviteli folyamatot. Igy

mérsékelhet6vé valnak az oxigéngyok-felhalmozdédas altal okozott karok.

A 1udfd génallomanyaban tovabbi két géncsalddot taldltak, amelyek tagjai az allati
RHO-GAP-ok GAP doménjéhez hasonl6 elemet hordoznak. Az egyik csaldd harom tagbdl
all6 kis géncsalad. Ezek szerkezete is érdekes, mivel a GAP domén el6tt egy PH
(Pleckstrin Homology) domén is talalhat6. A PH doménrdl tudjuk, hogy 100-120
aminosavbol all és foszfatidilinozitol 3,4,5-trifoszfatot képes kotni. Ez az elem mas
fehérjékben is megtalalhato, példaul az allati RHO-GAP-okban és RHO-GEF-ekben [49]. A
PH domén jelenléte miatt feltételezhetjiik, hogy ezen fehérjék miikodésének vagy
elhelyezkedésének szabalyozasaban a lipid jelatvitelnek fontos szerepe lehet [50].
Tovabbra is kérdés azonban, hogy van-e tényleges GAP hatasa ezeknek a fehérjéknek. A
harmadik ROP-GAP csalad még kisebb, a ludfiiben csak egy tagja van (At5g61530). Ez a

fehérje igazabdl csak egy GAP doménbdl all, tobbet nem is tudunk réla.

A RHO-GDI-k a RHO GTP-azokhoz koétdédve a nukleotidcsere megakadalyozasaval
gatoljak a miukodésiiket. A GDI-hez kotott GTP-azok nem képesek kolcsonhatni
célfehérjéikkel, tovabba megvaltozik a sejten belili elhelyezkedésiik is: a
plazmamembranhoz kotott GTP-az a sejtplazmdaba szallitédik (2. abra) [51,52]. A ladft
génallomanyaban harom, az emlés RHO-GDI-khez hasonl6 fehérjét kodold gént talaltak.

Ezek - az els6 50 aminosavat kivéve - nagyon hasonlitanak az allati RHO-GDI-kre.
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Lehetséges, hogy a GDI-t hasznalé szabalyozdrendszer akkor keletkezett, amikor az
allatok és a novények torzsfejlédése még nem valt szét. A ROP-GDI és ROP GTP-az
kolcsonhatasat igazoltak in vivo ludfliben és dohanyban is [53,54]. Az emberi RHO-GDI1
aminosav-sorrendjében a 45-6s és 185-0s helyzetben levé aszparaginsav-oldallancok
nélkiilozhetetlenek a CDC42-rél torténd GDP-levalas gatlasaban [55]. Ezek az
aminosavak megvannak mindharom ROP-GDI-ben. A ladfi ROP-GDI-nek a gyokérszor
novekedést gatlé hatasat mar bebizonyitottak. A ROP-GDI-k feltehet6en a ROP sejten
beliili elhelyezkedésének modositasan keresztiil fejtik ki hatasukat [56]. Az scnl
(supercentipedel) mutdns ladfi valtozatban, amelyben egy ROP-GDI romlott el, a
gyokérszor-sejteknek tobb csucsi kinovése fejlédik ki, mikdzben a vad tipusban csak egy.
A ROP a vad tipusd novényekben csak egy helyen, mégpedig a noévekvd gyokérszor
csucsan fordul el6. Az scnl valtozatban viszont a ROP a sejt teljes felszinén

megfigyelhetd.

Az allati RHO csalad ismert GEF fehérjéi doménszerkezetiik alapjan két csoportra
oszthatok. Az egyik csoport fehérjéiben a PH domén mellett egy DH (Dbl Homology)
domén is van [57]. Az ismert névényi génallomanyok atvizsgaldsa soran azonban eddig
DH domént tartalmazé fehérjét kodolé gént nem talaltak. A masik RHO-GEF csalad
jellegzetessége az, hogy két Dock homolég régio, azaz DHR (Dock Homology Region)
alapjan azonositottak, ezért tagjait Dock180-nak vagy Dockl-nek nevezték el [58]. A
DHR2-es domén o6nmagaban elegend6 a RHO GTP-az kotéséhez és a GDP/GTP
nukleotidcsere gyorsitasahoz is [59]. A ludfi génallomanya csak egyetlen egy
Dock-szert fehérjét kédol, a SPK1-et (SPIKE1) [60]. A spk1 mutans valtozatban az aktin
és a mikrotubulus-halézat hibasan alakul ki, ami csiranévény korban halalos. A
kozelmultban igazoltak az SPK1 fehérje ROP-GEF aktivitasat és szerepét az aktin sejtvaz
szervezddésének szabalyozasaban a WAVE illetve ARP2/3 fehérje komplexeken (ezen
komplexeket kés6bb fogom targyalni) keresztil [61,62]. Az SPK1 fehérje gyorsitja a
GDP-kotott ROP-ok nukleotidcseréjét, ugyanakkor kovetleniil koélcson hat a WAVE
komplex alegységeivel [61,62].

Egy éleszt6-kéthibrid szlirésben egy nukleotid-mentes ROP mutans valtozatot
hasznaltak fel csaliként, és igy bukkantak ra egy jellegzetes novényi géncsaladra,

amelynek tagjai képesek a ROP nukleotidcsere gyorsitasara [63,64]. Ennek az in. ROP-
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GEF csaladnak eddig a ludfliben 14 tagjat azonositottak, melyek mindegyike egy
specifikus domént hordoz amit PRONE-nak (Plant specific ROP Nucleotide Exchanger)
neveztek el [43-45]. A sajat munkank soran mi is talalkoztunk ilyen domént (korabbi
elnevezés DUF315; Domain of Unknown Function 315) hordozé lucernafehérjével,
amir6l a dolgozatom ,Eredmények és megvitatasuk” részében szamolok be. A
DUF315/PRONE domén nélkiilozhetetlen a ROP-GEF fehérjék altal végzett
nukleotidcsere gyorsitasahoz [43-45,63]. A domén két oldalan a fehérjék miikodését
szabalyoz6 szakaszok vannak. A novényi ROP-GEF fehérje doménszerkezete nem
hasonlit semmilyen eddig ismert GEF-éhez. A ROP-GEF/ROP molekulakomplex
rontgenkrisztallografids modszerrel meghatarozott térszerkezete azonban emlékeztet
az allati GEF/RHO-komplex térszerkezetére, ami igazolja a megfigyelt GEF hatast
[45,65]. A ROP-GEF-ek novényspecifikus voltat az is alatamasztja, hogy nem fejtenek ki
semmilyen nukleotidcserét gyorsité hatast az emberi RAC1-re, ugyanakkor a DH-PH
doméneket tartalmaz6 emberi RHO-GEF-nek, a Tiaml-nek van ilyen hatdsa az

Arabidopsis ROP4-re [63].

A ladfd ROP-GEF1 pollencsében valé tultermelése iranyitatlan novekedést
eredményez, amihez hasonlét a konstitutivan aktiv (GTP-kotott) ROP CA valtozat
tultermelésekor figyelhetiink meg [64]. Ezt a hatast a ROP fehérje dominans negativ
(GDP-kotott) DN valtozatanak egyidejli kifejeztetése elfojtja. A fentiekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a ROP-GEF1 a ROP bekapcsol6jaként a jelatviteli lancban azt

megel6zden helyezkedik el.

Az allati sejtek leggyakoribb felszini receptorai az igen valtozatos, plazmamembranon
atnyulo receptor tirozin kinazok (RTK). Ezeknek a receptoroknak fontos szerepiik van a
sejtek  alapvetd folyamatainak szabalyozasaban (pl. sejtosztédas, szoveti
differencialodas, mintazatképzés) [66]. Tobb RHO-GEF-et is az RTK-k kapcsolnak be
[67,68]. Bar az RTK-k hianyoznak a névényekbdl, van benniik egy oriasi géncsalad, a
receptorszerd szerin/treonin kinazoké (RLK). Az RLK-k egy nagyon valtozatos,
sejtfelszini jelfelismer6 doménbdl, egy transzmembran doménbdl és egy citoplazman
beliili szerin/treonin kindz doménbdl allnak. Ezek a kinazok kiilonféle jelatviteli utak
szabalyozasaban vesznek részt (pl. hormonvalaszok, korokozok felismerése,
osztodoszovet fejlédése, Onbeporzas megakadalyozasa, stb.) [69,70]. A ROP-GEF-eket

val6jdban mar kordbban is megtaladltdk egy masik éleszt6-kéthibrid sziirés soran,
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amelyet a paradicsom pollenében kifejez6d6 két RLK-val (LePrk1 és LePrk2) végeztek. A
kolcsonhato fehérjéket kinazzal kolcsonhato fehérjéknek (KPP; Kinase Partner Protein)
nevezték el [71]. Akkor még nem tudtdk, hogy ezeknek a fehérjéknek ROP
nukleotidcserét gyorsité hatasuk van. A KPP a LePrk-k kindz doménjével hatott kélcson,

ami arra utalt, hogy a KPP-t a kinaz foszforilalja. Ezt a feltételezést in vivo igazoltak is.

A ROP fehérjék feltételezhet6en résztvesznek a CLV1 (Clavatal) RLK-t6l eredé jelek
tovabbitasaban is. A CLV1 egy nagy fehérje-komplex része, amely a sejtosztodas és a
differencidlédas kozti egyensulyt szabalyozza a hajtas-merisztémaban [72]. A 450 kDa
molekulasulyd miikodéképes CLV1 fehérje-komplexen beliil eddig csak egy ismeretlen
ROP-ot és egy KAPP (Kinase Associated Protein Phosphatase) foszfatazt azonositottak

immunologiai eljarassal. A tobbi alkotorész egyel6re ismeretlen.

Mind az allati RHO GTP-4zok, mind pedig a ROP GTP-azok dontd szerepet jatszanak a
sejtvaz szerkezetének szabalyozasaban [73-75]. EmlGs sejtekben a sejt alakja, polaritasa
és mozgasa kilonb6z6 RHO GTP-azok dsszehangolt miikodésétdl fiigg. A CDC42, a RAC
és a RHO fehérjéknek a CA és a DN mutdns valtozatainak sejten beliili termeltetése
kiilonbo6z6 szerkezetl sejtvaz kialakulasahoz vezet [76-78]. A CDC42 CA valtozat egy
aktinban gazdag ujjszer(i nyulvany kifejl6dését idézi el6. A RAC CA valtozatnal szintén
egy aktingazdag feliileti kidomborodas alakul ki. A RHO CA viszont 0sszeszereli az aktin
és miozin szalakat - létrehozva ezzel az Ugynevezett stressz-rostokat [79,80]. Az allati
sejt mozgasaban a RAC az aktin-O0sszeszerel6dés szabalyozasaért, a CDC42 pedig a
mozgas iranyanak meghatarozasaért felel6s, emiatt ezek a mozgo6 sejt kidomborodd
csucsi részén talalhaték. A RHO viszont a mozg6 sejten beliil hatul helyezkedik el [81].
Az aktin-miozin 0Osszeszerelés révén oOsszehuzza a sejtet, ezaltal a mozgd sejt
elérehaladasat segiti el6 [81]. A novényi sejteket merev sejtfal veszi koriil, igy mozgasra
nincs lehet6séglik. Ugyanakkor a sejten beliili turgornyomas a sejtfal és a sejtvaz
tulajdonsagainak szabalyozasan keresztil 0sztonzi a sejtek novekedését [82,83]. A ROP
GTP-azoknak kulcsszerepiik van a novényi sejtek novekedésének szabalyozasaban,
mivel a ROP GTP-azok hatdrozzak meg a sejtek csdcsi noévekedésének iranyat

[34,35,37,84-88].
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Az ARP2/3 (Actin Related Protein 2/3) fehérje-komplex - mar létez6 aktinszal
végéhez kotddve - egy elagazo szal novekedését inditja el, ami az eredeti szalhoz képest
pontosan 70 fokot zar be. Az allati sejtekben az ARP2/3 fehérje-komplex hét alegységbdl
all. A RAC és a CD(C42 képes szabalyozni az ARP2/3 komplex miikodését, mégpedig a
WAVE és a WASP fehérjéken keresztil. A WAVE és WASP fehérjék az 4j aktinag
osszeszerel6dését a szabad aktin-elemek és az ARP2/3 0Osszehozasaval inditjdk meg
[81,89]. A WASP fehérje megfelel§jét nem azonositottadk novényekben. Az emlds RAC az
NCK nevili csatoléfehérjével (adaptor fehérje) egylitt nem kozvetleniil, hanem egy
négytagi fehérje-komplexen keresztiill szabalyozza a WAVE fehérjecsaldd harom
tagjanak miikodését [90]. Ezt WAVE/SCAR fehérje-komplexnek nevezik, ez a WAVE1
komplex a kovetkezd alegységekbdl all: PIR121/SRA1, NAP1/HEM1, ABI1/ABI2 és
BRK1/HSPC300. Az ARP2/3 és a WAVE komplex 6sszes alegységének megfelel6jét
azonositottak ludfiiben [91,92]. Kérdéses, hogy a ludfii ARP2/3 komplexe ugyanugy
miikodik-e, mint a tobbi eukariota él6lényben el6fordulé megfelel6i. Mindenesetre a
ludfd ARP2/3 komplex ARP3 és ARPC2 alegységei képesek helyreallitani éleszt6ben a
megfelel6 gének hianyat [93,94]. A ludfi ARP2, ARP3, ARPC2a, ARPC5 és NAP1
génjeinek elrontasa a sejtndvekedés hidnyossagat idézi el6 [93-101]. A ludfliben a WAVE
komplex SCAR alegységének T-DNS beépiilésével vald teljes elrontasa is hasonld, de
enyhébb hatasu [102,103]. A legszembeszokdbb eltérést a levélszor-sejteknél figyelték
meg. A sejtek ugy néztek ki, mintha egy aktin-szétesést kivaltd vegyszerrel kezelték
volna 6ket [104,105]. A ludfti SCAR2 fehérje aktivalja a ludfii ARP2/3 komplexet, és in
vitro korulmények kozott kdélcsonhatast mutatott szarvasmarha ARP2/3 komplex-szel
[62]. Az éleszt6-kéthibrid kolcsonhatas vizsgalat szerint a ROP2 kolcsonhat a WAVE
komplex PIR121/SRA1 alegységével [84]. A ROP2 CA valtozat tultermeltetése
levélszor-sejtekben olyan hatassal jar, ami nagyon emlékeztet az ARP2/3 és a WAVE
hidnyara. Ez alapjan valamilyen miikodésbeli kapcsolatot feltételeztek a ROP és a
WAVE-ARP2 /3 kozott, és ki is mutattak ilyen kélcsonhatast [61]. A ladfti ROP2, 4 és 6-0s
GTP-azok GTP kotott formaban kélcsonhatnak a WAVE komplex SRA1 alegységeivel, mig
a ludfd ROP5 és 10 nem mutatnak kdélcsonhatast [61]. Mas él61ényekben az ARP2/3 és a
WAVE elrontdsa sokkal komolyabb zavarokat okoz. Sarjadzé éleszt6ben
(Schizosaccharomyces pombe) példaul az ARP2 vagy az ARPC1 elrontdsa halalos

[106,107]. Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) és a talaj fonalféreg
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(Caenorhabditis elegans) ARP2/3 és WAVE alegységeiben bekovetkezd hibak, illetve
kifejez6désiik RNS-interferenciaval (RNSi) valé elfojtasa az embrié halalahoz vezetnek
[108,109]. A fentiek alapjan a novényi ARP2/3 altal 1étrehozott aktin-vaz ugyan nem
létfontossagu a novény életében, fontos viszont a sejtalak meghatarozasaban, és igy a
teljes novényi jelleg-komplex kialakulasaban. Az ARP2/3 komplex tagjainak elrontasa
nincs hatassal a pollencs6 iranyitott megnyulasara. Ezek szerint a pollencsében az aktin
osszeszerelése ARP2/3-t6l fliggetlen [50]. Talan itt is arrdl lehet sz6, mint a levél
boérszoveti sejtek alakjanak meghatarozasanal, ahol egy kizar6lag névényekre jellemzd
célfehérjének, a RIC-nek (Rop-interacting CRIB- containing protein) van fontos szerepe

[110].

A forminok aktin-szintetizal6 fehérjék, képesek 1j aktin-szalak kialakuldsat
meginditani [111,112]. A forminok két domént tartalmaznak, az FH1-et (Formin
Homology 1) és az FH2-t, amelyek az eukariéta él6lények vilagdban meglehetésen
valtozatlanok. Kiilonésen az FH2 domén, amely létfontossagi az aktin linedris
hosszabbitasaban. Az FH1 prolinban gazdag és profilin megkotéséért felelés. A forminok
egyik alosztalya a Diaphanous-rokon forminok (Drf), amelyek RHO GTP-4z kété domént
tartalmaznak. RHO kotésével keriilnek miikodéképes allapotba. Ugy tiinik, hogy a
novényi forminok csaladja sokkal kiterjedtebb, mint az allatoké. A ludfli génallomanya
21 feltételezett formint kodol [113], mig az emlds6knek csak 9 forminjuk van [99]. A
novényi forminok az FH1 és az FH2 domént is tartalmazzak, de a GTP-az kot6é domén
hianyzik beldliik. Lehet, hogy a ROP GTP-azok nem kozvetleniil szabalyozzak a forminok
miikodését? Ezt Dbiztosan nem lehet tudni, mivel a ROP GTP-azok
formin-szabalyozasanak novényi modjat még nem vizsgaltdk. A pollen iranyitott
megnyuladsaban az aktin-szalak novekedése alapvetd folyamat, amit ROP GTP-azok

szabalyoznak [85,87,114].

A CRIB (CDC42 /RAC-interactive binding) mintazatrol mar esett sz6 a ROP-GAP-oknal.
Allatokban ez a motivom szamos RAC-kal és CDC42-vel kolcsénhaté effektor fehérjében
megvan, de nem minden effektor fehérje hordozza a CRIB motivomot. A domén
jellegzetessége az, hogy csak a bekapcsolt GTP-azzal hat kélcson. Az allati effektor
fehérjék koziil a PAK1 (p21-aktivated kinasel) kinazokra jellemz6 a p21-kété domén
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(PBD), ami CRIB motivomot tartalmaz. A PAK1 kinazok PBD doménjiikkel megkétik a
bekapcsolt allapotit RAC-ot vagy CDC42-t, és ebben az allapotban képesek foszforilalni
kulonféle szubsztratfehérjéket [115,116]. A MAP kinazlancolaton keresztiil példaul a
génkifejez6désre vannak hatassal, az aktin és tubulin foszforilalasaval pedig a sejtvaz
atrendezddését iranyitjak. A eukaridta él6lények génallomanya legalabb egy, de inkabb
tobb, PAK1 kinaznak megfeleld fehérjét kddol. A novények ugy tlnik kivételnek
szamitanak, mivel a ludfi genom nem kdédol semmilyen PAK1 kinaz-megfelel6t, rengeteg

kiilonféle egyéb kinazzal ellentétben.
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3. abra. A névényi ROP GTP-dzok jeldtviteli rendszerének sematikus dbrdzoldsa. A szaggatott
vonalak azt jel6lik, hogy nem teljesen ismerjiik a jeldtviteli ttvonalban kézvetitd fehérjéket. A
pirossal karikdzott fehérjék bizonyitottan a ROP effektor fehérjéi, részletes leirdsuk a széveges
részben taldlhato. RIC (ROP-interactive CRIB-containing protein) [117], PIR WAVE komplex
alegysége [84], CCR1 (Oriza sativa Cinnamoyl-CoA reductasel) enzim [50], UGT1 (UDP-glucose
transferase. Forrds: [26].

Eddig csak két novényi fehérjecsaladrol tudjuk, hogy rendelkeznek CRIB doménnel.
Az egyik a novényi ROP-GAP csalad, amelyr6l korabban mar volt sz6. A masik egy
jellegzetesen novényi, kisméretli fehérjéket (kb. 150 aminosav) kdédolé géncsalad, a

RIC-ek (ROP-interactive CRIB-containing protein) [117].
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Ludfliben 11 RIC van, amelyek aminosav-sorrendjiik alapjan tovabbi 5 alcsaladba
rendezhet6k [117]. A RIC-ek élettani szerepét eddig két kisérleti rendszerben vizsgaltak:
a pollen iranyitott megnyudlasaban [87], a levél borszoveti sejtjeinek alaki
meghatarozasaban [85]. A RIC fehérjékrol azt feltételezik, hogy ezeknek a viszonlag kis
méreti (140-180 aminosav) fehérjéknek inkabb csatoléfehérje, azaz adaptor-fehérje
szereplk van a jelatviteli ,Jancban” [117]. Ez azt jelenti, hogy a GTP kotott ROP GTPaz
kolcsonhat a RIC fehérjével, és igy komplexet alkotva kolcsonhatasba kertilhet
ismeretlen effektor fehérjékkel, és igy kozvetve okozhat térszerkezeti valtozast az

ismeretlen fehérjében, azaz aktivalhatja azt.

A ROP1 a pollencsé novekedését két ellentétes jelatviteli utvonalon Kkeresztiil
szabalyozza. A pollencsé csucsi részén a ROP1 a RIC4 bekapcsolasaval az aktin-szalak
megnovelésén keresztiil az aktin-szalak szétszerel6dését inditja el [87]. Ez azt jelenti,
hogy a pollencs6 novekedését egy egymasba fon6doé pozitiv (RIC4) és negativ (RIC3)
visszacsatolasos ROP1 jelatviteli rendszer szabalyozza. A ROP1 igy kialakul6 hullamzé

miikodése 0sszefiigg a pollencsé megfigyelt hullamzo6 novekedésével [118].

A levél borszoveti sejtek végs6 formajanak kialakulasat legalabb részben a ROP/RIC
jelatvitel szabalyozza [85]. A ROP2/4 a RIC4-et bekapcsolva a plazmamembran-menti
aktin-halézat 0Osszeszerelésével egy Kkitiiremkedést, a RIC1l-et kikapcsolva a
plazmamembran-menti mikrotubulusok elrendezésével pedig egy nyakszer( sziikiiletet
hoz létre a sejt felszinén. Ezeken a tertileteken ugyanakkor a ROP/RIC4 jelatvitel gatolt.
A két ellentétes folyamat végiil 6sszefonddva hatarozza meg a levél bdrszoveti sejtjeinek

alakjat, amely egy kirakds jaték darabkaira emlékeztet.

A ladft ROP2-r61 kimutattdk, hogy fény hatasara a RIC7 bekapcsolasaval a
gazcsere-nyilasok miikodését szabalyozza [119]. A RIC fehérjék a fentiek ellenére meg
mindig rejtélyesnek szamitanak. Tudjuk ugyan, hogy a ROP-ok célfehérjéiként részt
vesznek az aktin-halézat, a mikrotubulusok és a kalciumszint szabalyozasaban, de

miikddésiik molekularis részletei még nem ismertek.

2007-ben szamoltak be el6szor egy Uj ROP-célfehérjérol, az ICR-rél (Interactor of
constitutively active ROPs), amely fontos szerepet tolt be a gyokérmerisztéma

fenntartasaban és a levél borszoveti sejtek (pl. levél bdérszovet) alakjanak
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meghatarozasaban [110]. ICR hidnyaban négyzet alaki sejtek jonnek létre.
Eleszts-kéthibrid sziiréssel az ICR fehérjével a SEC3 koélcsonhatd ,partner” fehérjét
azonositottak. Az élesztd SEC3 a CDC42 célfehérjéje, az exocitdzis soran a holyagocskak
plazmamembranhoz val6 rogzitéséért felelds. Az ICR-rdl ezek alapjan feltételezik, hogy
szerepe van az exocitozisban [120]. Egy Ujabb beszamoléban az ICR1-t RIP1-nek (ROP
Interactive Partner 1) nevezték el [121]. A ludfti RIP1-nek a karboxi vége felel6s a ludfi
ROP1-gyel val6 kolcsonhatasért. A RIP1 fehérje érett pollen sejtmagjaban lokalizalodik
nyugalmi allapotban, és amikor a pollen csirazni kezd, azaz elindul a pollen iranyitott
megnyulasa, akkor atmegy a citoplazmdaba és a csirazo illetve a névekvd pollen csicsan,
a plazmamembran alatt lokalizalédik, ott ahol GTP-koétott ROP1 is [121]. A RIP1 csucsi
lokalizacidja befolyasolta a ROP1 aktivitasat, és a RIP1 tultermelése a pollencsében
ugyanolyan lufiszeri megjelenést okozott, mint a ROP1 tdltermelése [121]. Ezenkivil a
RIP1 tultermelés a ROP1 fehérjék plazmamembranhoz valé lokalizaciéjat megnovelte,

ami alapjan feltételeznek egy pozitiv visszacsatoldsos rendszert is [121].

Az allati RAC1/CDC42 GTP-azok bekapcsoljak a PAK1 (p21-aktivated kinase1) kinazt,
amely foszforildlassal a Lim Kkinazt hozza miikoédésbe. Ez viszont az ADF (Actin
Depolimerising Factor) fehérjét kapcsolja be, szintén foszforilalassal. A foszforilalt ADF
hatasara az aktin-névekedés lassul, és megvaltozik az aktin-haldzat felépitése [21,122].
Pollencs6ben az ADF-szint emelkedése visszafogja az iranyitott megnyulast. A névényi
ADF foszforilalt allapotat utanzo6 valtozata ugyanolyan hatast valt ki, mint allati
megfelel6jének hasonlé valtozata [21,122,123]. Noévényekben azonban még nem
ismeriink olyan ROP GTP-az altal miikodtetett kinazlancolatot, ami az ADF

foszforilalasdhoz vezet.

A novényi GAP-okrdl sz616 részben mar emlitettem, hogy oxigénhiany soran a ROP-ok
miikddésbe hozzak a NADPH oxidaz enzimet, ami elviselhet6bbé teszi az oxigénhianyt.
Az allatokban a reaktiv oxigéngyokok fontosak a kdérokozok elleni védelemben. A
falosejtek miikodéstik soran szuperoxidot [O,-] termelnek, amely gyorsan atalakul mas
reaktiv oxigén formakka (ROS). A ROS molekuldk egyik fontos feladata, hogy megoljék a
tdimadé mikrobakat. A falésejtekben a ROS-ok termelését a NADPH oxidaz

enzimkomplex végzi. Az enzimkomplex Kkatalitikus alegysége a gp91rhox nevii
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plazmamembran fehérje, amit NOX-nak is hivnak. A tobbi alegység kozott van még egy
plazmamembran fehérje, a p22phox, valamint harom sejtplazma fehérje, a p40phox, a
p47phox, és a p67phox. A falosejtekben a NADPH oxidaz beinduldasahoz feltétleniil
sziikséges, hogy az aktiv RAC2 kdlcsonhasson a gp91phox és a p67phox alegységekkel.
NADPH oxidaz nem csak faldsejtekben van, hanem sok mas sejttipusban is el6fordul. A
reaktiv oxigén formaknak a gazdaszervezet védelme mellett mas élettani folyamatokban
is van szereplik. A gp91prhox glegység megfelel6jét néhdany novényben mar azonositottak
[124-126]. A ludfli génallomany 10 darab gp91rhox megfelel6t kddol, ezeket RBOH-nak
(Respiratory Burst Oxidase Homolog) nevezték el [127]. Erdekes médon a névényi
génallomany nem koédolja a NADPH-oxiddz komplex tobbi alegységét. Ennél fogva a
NADPH-oxidaz szabalyozasa az allatokban és a novényekben kiilonbozik. A Osszes
novényi RBOH- fehérje amino végén egy kalcium megkotéséért felelés, EF karnak
nevezett, domén taldlhat6, amely az allati falosejtek gp91rhox alegységébdl hidnyzik
[125]. Az emlés NOX fehérjecsaldd nem falosejtekben el6fordulé tagjai viszont
tartalmazzak ezt a domént [128]. A RBOH-ok in vitro képesek szuperoxidot termelni, és
ehhez kalciumra van sziikség [129]. Ez azt jelenti, hogy a kalcium kozvetleniil
szabalyozza a RBOH-k szuperoxid termelését. Kisérletek szerint a ROP-ok is részt
vesznek a RBOH-ok szabalyozasaban [48,130]. Rizsben (Oryza savita) példaul kérokozo
gomba tdmadasakor egy OsROP (OsRAC1) bekapcsolja a NADPH oxidazt, igy a rizs a
gombatdmadassal szemben ellenalléva valik [130-132]. A rizs RBOH az aminovégén két
EF karral rendelkezik, és ez a része az éleszt6-kéthibrid rendszerben koélcsonhat a rizs
OsROP1-gyel [133]. A novényi sejten belili kalciumkoncentracié noévekedése
csokkentette OsROP1 és OsRBOH kolcsonhatasat, mikézben a ROS-ok termelddése
megemelkedett [133]. A ladfi ROP2 a gyokérszor-sejtekben a NADPH oxidazon
keresztil beinditja a reaktiv oxigén formak termel6dését, ami atmeneti
kalciumkoncentracié-emelkedést hoz létre. Ez az atmenetes kalciumjel nélkiil6zhetetlen
a gyoOkérszor iranyitott megnyulasaban [134]. A ludfd ROP2 CA mutansa a
gyokérszor-sejtekben megnovelte a ROS-ok termelddését, DN mutdnsa csokkentette azt
[135]. Az rhd2-1 NOX hianyos mutansban a ROP2 CA valtozatanak termelése a ROS
termel6dést és a gyokérszér mutans kiils6 megjelenését helyredllitotta [135]. Ezek
alapjan azt lehet mondani, hogy a ROP GTP-azok és a NOX kozott novényekben is van
kozvetlen kapcsolat és a ROP GTP-azok befolyasoljak a ROS termel6dését RBOH enzim

szabalyozasan keresztiil [133-135].

23



A hemicellul6zok 6t és hat szénatomos cukrokbdl felépiilé, tobbnyire elagazé
polimerek, a névényi sejtfal f6 alkotoelemei. A névényi sejtfal masik fontos alkotdérésze
alignin. Ez a valtozatos szerkezetli molekula fenil-propan vazakbol épiil fel. A lignin

polimer 6sszekoti, és igy merevvé teszi a cellul6z rostokat.

A ROP effektor fehérjék tobbségének megfeleldit mas él6lénycsoportokban nem
talaljuk meg, ezek Kkifejezetten a novényekre jellemzéek. Egy ilyen célfehérje, amit
rizsben talaltak meg, a lignin termeléséért felel6s OsCCR1 (Oriza sativa Cinnamoyl-CoA
Reductasel) enzim is. Ez az enzim kizarélag a bekapcsolt ROP-pal (OsRAC1 CA) lép
kolcsonhatasba [50]. A kolcsonhatas serkenti az OsCcrl enzim mikodését in vitro. A
keletkezd lignin hatdsara merevebb sejtfal képzddik, amely ellenalléva teszi a névényt a
kérokozokkal szemben. A hidrogén-peroxid (H202) a NADPH oxiddz masodlagos
terméke, szintén szilikséges a monolignolok (a lignin monomerjei) polimerizal6dasahoz.
Ezek szerint a rizs ROP GTP-az (OsRAC1) két utvonalon (CCR1, RBOH) szabalyozza a

lignin termelését, és ezen keresztiil a sejtfal tulajdonsagait [50].

Egy masik célfehérje a ludfd UGT1 (UDP-glucose transferase) enzim, amely a kall6z
szintazt is magaban foglalé fehérje-komplex része [136]. Az UGT1 a tobbi ROP GTP-az
célfehérjéhez hasonldan kizarélag a bekapcsolt ROP GTP-azzal hat kolcson. Emiatt az
UGT1-et egy lehetséges ROPGTP-az célfehérjének tartjak, hasonlé mechanizmust
tételezve fel mint ahogy a RHO1p GTP-az kozvetlenil szabdalyozza a kalléz szintaz

miikodését az élesztd katalitikus alegységgel valé kolcsonhatas utjan [137].

A ROP GTP-azok jelatviteli rendszerével kapcsolatban sok részlet tovabbra sem
tisztazott. Az ismert célfehérjék és a hozzarendelhetd jelatviteli utak majdnem kizarolag
az iranyitott megnyulashoz koétheték. A ROP GTPazok altal a MAP kinaz lancolaton
keresztll szabalyozott génkifejez6dés jelatviteli rendszerérél novényekben igazabol
nem tudunk semmit. Allatokban ezt a jelatviteli rendszert a RAS GTPazok Raf kinazok, a
RHO-tipusu GTP-azok PAK1-kinazok koézremiikodésével kapcsoljak be. Novényekben
azonban sem RAS GTPazok, sem CRIB doménnel rendelkez6 PAK1 kinizok nincsenek.
Ennél fogva a jelatviteli rendszer kis GTPaz-okat a kinazlancolathoz kapcsol6é része

egyeldre teljesen feltaratlan, pedig a névényi génallomany nagyon sok kinazt kodol.
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A novényi receptorszerd kindzok (RLK) a novényi kindzoknak igen nagy hanyadat
teszik ki. A 1adfdi génallomanya mintegy 610 RLK fehérje génjét tartalmazza, és ez az
osszes fehérjekodolo gén 2,5 %-a [138]. A RLK-k tobbsége rendelkezik valamilyen sejten
kiviili ligand-kot6 doménnel, egy plazmamembranon atnyulé szakasszal és egy sejten
beliili kindz doménnel [11,70]. Ebbdl a szempontb6l hasonlok az allati sejtek receptor
kinaz fehérjéihez, ezen tul azonban jelent6sek az eltérések: az allati receptor kinaz
fehérjék, a TGF receptorok kivételével tirozin kinazok (elnevezésiik ezért receptor
tirozin kinazok, RTK-k). Ezzel szemben a ndvényi receptor kinazok szerin/treonin
kindzok. Rdadasul a névényi RLK-k tobbsége az allati RTK-ktol eltérd extracellularis
doménekkel rendelkezik. A kindz domének aminosav-sorrendjének Aatfogd
szarmazastani vizsgalata szerint a novényi receptorszer(i kinazok egy kiilonall6 agat
képviselnek az eukariéta kinazok nagycsaladjan beliil, ugyanakkor az allati receptor
kindzokkal, Raf-tipusu kinadzokkal és a receptor tirozin kinazokkal egylitt egy nagyobb,
ko6zos eredetli csoportba tartoznak. A novényi RLK-k azonban nem az allati receptor
kindzokra hasonlitanak a legjobban, hanem a sejtplazmdban m{ik6dé Raf-tipusu Pelle

kinazokra [11,70].

A novényi receptorszerli kindzokat els6sorban az eltér6é sejten kiviili doménjeik
alapjan osztalyozzak [11,70], ezen beliil pedig a kindz domének aminosav-sorrendjének
hasonldsaga alapjan képeznek csoportokat. A névényi kindzok aminosav-sorrendjének
elemzése soran azonban talaltak olyan kindzokat is, melyek nem rendelkeznek sem
plazmamembranon atnyulé szakasszal, sem sejten kiviili ligandkoté doménnel, de kinaz
doménjiik aminosav-sorrendje alapjan a receptorszerdi kinazok csalddjaba tartoznak.
Ezeket receptorszerii citoplazmatikus kinazoknak (RLCK, Receptor-Like Cytosolic

Kinase) nevezték el.

A hatalmas novényi RLK csaladnak még csak néhany tagjanak miikodésérdl vannak
ismereteink. Ezek tobbsége sejten kiviili doménnel is rendelkezd RLK, amelyek az
egyedfejlédést és a kornyezeti hatasokra adott valaszokat meghatarozo jeltatviteli
utakhoz kapcsolédnak [69]. Csak néhany fontosabbat emlitek ezek kozil:
brasszinoszteroid jelatvitel (BRI1), osztddészovet-fejlédés (CLV1), levélfejlodés
(CRINKLY4), levélhullas (HAESA), 6nbeporzas gatlasa (SRK), flagellin-érzékelés (FLS2),
baktérium-ellenall6sag (XA21, PTO). Nagyon keveset tudunk arrél, hogy milyen médon
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vesznek részt ezek a receptor fehérjék a jelek tovabbitasaban. Az egyik legjobban
jellemzett RLK a Clavatal (CLV1). Ez a receptor kinaz heterodimert képez egy hasonlo
fehérjével (CLV2), amely egy sejten kiviili és egy plazmamembranon atnyulé domént
tartalmaz, de nincs sejten beliili kinaz doménje. A két sejten kiviili domén komplexen
képes csak kotni azt a peptidligandot, melyet a Clavata3 gén koédol. A Clavata gének
jellegzetes térbeli kifejez6dési mintazata biztositja, hogy a hajtas oszt6doszovetében a
sejtosztodas és a szoveti differenciacio egyensulya megfeleld legyen. A CLV1 kinazzal
kolcsonhato fehérjék azonositasa soran egy foszfatazt (kindz-asszocialt fehérje foszfataz,
KAPP), és ami a mi szempontunkbél 1ényeges, egy ROP GTP-azt azonositottak [139].
Nincs azonban semmilyen adat arrél, hogy a ROP GTP-az hogyan kapcsolodik az

osztoddszovet jellemzdit meghatdrozé jelatviteli folyamatokhoz.

Még kevesebbet tudunk a receptorszer( citoplazmatikus kinazokrél (RLCK-k). Ezek a
fehérjék tiz csoportba sorolhatok (RLCK I-X), és mintegy 193 fehérje tartozik kozéjiik. A
tudomanyos irodalomban csak néhany kézleményt talalhatunk ezeknek a fehérjéknek a
szerepérdl. Néhany esetben az RLCK fehérjék miikodése az RLK jelatvitelhez
kapcsolhatd: a PTI1 RLCK fehérjét a PTO RLK foszforilalja, és ilyen moédon részt vesz a
baktérium-ellenall6sag kialakuldsdban [140]. Hasonléképpen a
baktérium-ellenallésaghoz kotédik a RPS5/PBS1 (RLK/RLCK) kinadz-paros, bar a koztiik
levd kapcsolatot nem tisztaztak [141]. Szintén nem mutattak ki kozvetlen kdlcsonhatast,
csak genetikai 0sszefliggést az 6nbeporzas gatldsanak szabalyozasaban a SRK (RLK) és
az MLPK (RLCK) kozott [142]. Buzaban egy sora és abszcizinsavra (ABA) bekapcsolddo
génrdl mutattak ki, hogy egy RLCK fehérjét kodol [143]. Eddig ROP aktivalt RLCK-rol
nem szamoltak be. Mivel a ndévényekben nincsenek az allati sejtekben a mitogén
jelatvitelben fontos szerepet betoltd RAS GTPazok sem, ezért a GTPazok és a kinazok
kozotti kapcsolat novényekben nyilvanvaldan teljesen eltér att6l, mint amit mas
organizmusokban leirtak. Ugyanakkor nagyon valdsziniitlen, hogy ez a kapcsolat
novényekben nem létezik, kiilonos tekintettel arra, hogy a névények hatalmas szamu
kindz fehérjét kodolé génnel rendelkeznek. A ROP GTPazoknak a névényi
egyedfejlédésben betoltott teljes szerepének tisztazasahoz elengedhetetlen a ROP GTPaz

aktivalt kinazok azonositaa és vizsgalata.
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Az anyagok és modszerek

A plazmidok tisztitasat 4 ml éjszakan at novesztett baktérium kultirabol végeztiik el.
Ehhez részben a modositott ligos feltaras moédszerét hasznaltuk [144], majd attértiink
az E.Z.N.A. plazmid tisztit6 egységcsomag (OMEGA BIO_TEK) hasznalatara, amit a gyarto

leirasa alapjan végeztiink.

A kis GTP kot6 fehérjéknek alapvetden két térbeli szerkezete van. Az els6 a bekapcsolt
alak, amely GTP-t kot, a masodik pedig a GDP-kotd, kikapcsolt alak. Ezek a fehérjék a
karboxi-végen elhelyezkedd cisztein oldallancon izoprenildlédva a sejtmembranhoz
kotédnek. Kisérleteinkhez, els6sorban az éleszt6-két hibrid kisérlethez, sziikséges volt
CA (konstitutivan aktiv), DN (domindns negativ) és L (lokalizacidjdban mutdans)
valtozatok el6allitaisa. A CA valtozatnal a 15. glicin oldalldncat csereltiik ki valin
oldallancra. Ezzel a mddositassal értiink el olyan térszerkezeti allapotot, hogy a ROP
GTP-aznak a GTP-t bont6 aktivitasa drasztikusan lecsokken és igy folyamatosan GTP
kotott, azaz ,aktiv”’ allapotban marad. A DN valtozatnal 20. aszpargin oldallancot
csereltiik ki threoninra, ami folyamatosan GDP kotott allapotot jelentd térszerkezeti
valtozast eredményezett. Ez azt jelenti, hogy a ROP GTP-aznak a GTP kotd aktivitasa
tobb ezerszer gyengébb, mint a ,vad” tipusi ROP GTP-azoké. A nem prenilalédé

(lokalizacidés, L) valtozat esetében az izoprenilacioért felelés ciszteint glutaminra

eV

eV

Fent emlitett valtozatok eldallitasanal hagyomanyos molekularis bioldgiai
moddszereket alkamaztunk (PCR reakcio, restrikcios endonukleazokkal torténé hasitasok

és T4 ligazzal valo beillesztések).

Az MsROP6 valtozatok eldallitdsahoz a kovetkez6 primereket hasznaltuk, amelyeken

megfelel6 mutaciokat és restrikcids helyeket hordozzak:
MsROP6 elejére és végére tervezett primerek:

Full-fw (EcoRI): GCGGAATTCATGAGTGGTTCCAGGTTCA
Full-rev-ként (Sall): GCGGTCGACTCACAAAATGGAACATGCT

27



CA-valtozatnal :

Mut-fw-ként: GTTGGTGATGTAGCTGTTGG
Mut-rev: CCAACAGCTACATCACCAAC

DN-valtozatnal :

Mut-fw: GGAAAAAATTGTTTGCTTAT
Mut-rev: CAATTTTTTCCAACGGCACC
Az MsROP6-L el6allitdsahoz a kovetkezd primert hasznaltuk:

Full-revL (Sall): GCGGTCGACTCACAAAATGGAACCTGCT
AIRAS y3ltozatnal:

5 C insHRAS psti: GAGCTGCAGTGGAAAGCGCACAGGGTGAGGAACTG
3 N insHRAS psti: GAGCTGCAGGTGCGCGCCGCAAGATCAAGTTTTGT

Kovetkezd primerek a MsROP6 eljére és végére lettek tervezve:

Full-fw (Ndel): GCGCATATGAGTGGTTCCAGGTTCATC
Full-rev stop kodon nélkiili (Xhol): GCGCTCGAGCAAAATGGAACATGCTTTTT

Munkank soran fehérje-fehérje kdlcsonhatasok kimutatasara elsddlegesen az éleszto-
kéthibrid rendszert valasztottuk. Az éleszt6-kéthibrid rendszer szamos eldnnyel
rendelkezik az egyéb fehérje-fehérje kolcsonhatas kimutatasra szolgalé biokémiai
modszerekhez képest: a kolcsonhatas sejten beliil, természetes koriilmények kozott jon
létre; nincs sziikség a célfehérje ellen termeltetett ellenanyagra; a célfehérjével
kolcsonhato fehérjét kodold gén (vagy génszakasz) azonnal kinyerhetd; szamos mas
biokémiai mddszernél érzékenyebb, vagyis gyenge és iddleges kolcsonhatasok
kimutatasara is alkalmas; végiil pedig olcsébb és egyszerilibb kivitelezni. A moédszer
alapja az, hogy az éleszt6 GAL4 transzkripcios faktor két f6 doménjét szét lehet
valasztani anélkiil, hogy mlikodéképességiik sériilne. A fehérje egyik része (a DNS-koté
domén) a gének promoéterében 1évé megfelel6 DNS-mintazathoz kotédik, a masik pedig
(az aktivator domén) a transzkripciés fehérjekomplex-szel hat kolcson. Az éleszté GAL4
transzkripcids faktor DNS-kot6 doménjét egy X fehérjével, mig az aktivator doménjét
egy Y fehérjével illesztjiik 6ssze. Az X és az Y fehérjék kolcsonhatasa esetén a GAL4

kotohelyet tartalmazé promodterrel rendelkez6 jelz6gének atirasa beindul. A
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modszernek természetesen hatranyai is vannak: a vizsgalat el6tt rendelkezniink kell a
célfehérje génjével; a mérgezd fehérjék csak nagyon alacsony szinten termeltetheték
élesztOben; egyes fehérjék tul gyorsan bomlanak az élesztdsejtekben torténd vizsgalatok
elvégzéséhez; onmagukban transzaktivalé hatasu fehérjéket nem, vagy csak nagyon
korilményes modon lehet vizsgalni; szamos fehérjének (plazmamembranfehérjék,
sejtszervecskékbe iranyitott fehérjék) csak darabjai juttathaték az éleszté sejtmagba,

ahol a kéthibrid mddszer altal mérhet6 kolcsonhatasok kialakulnak.

Az éleszt6-kéthibrid szlirés sordn a Saccharomyces cerevisiae P]69-4a [145] éleszt6
torzsét Gietz és Woods [146,147] altal leirt médon transzformaltuk egy Medicago
truncatula AHybriZAP c¢DNS konyvtarral [148]. Csaliként a kovetkezé plazmid
konstrukciékat hasznaltuk: pBD-GAL4/MsROP6 CA L, pBD-GAL4/MsROP6 DN L, pBD-
GAL4/RRK2. A transzformansokat -Trp, -Leu, -His, -Ade minimal taptalajon
novesztettiik, ahol a triptofan és leucin prototroéfia a két plazmid komplex jelenlétét, mig

az adenin és hisztidin prototroéfia a ,csali” és a ,, zsdkmany* fehérje kolcsonhatasat jelzi.
A pAD-GAL4, pBD-GAL4 vektorok a Stratagene-tdl szarmaztak.

A Saccharomyces cerevisiae P]69-4a élesztd torzs genotipusa:

MATa, trp1-901, leu2-3,-112, ura3-52, his3-200, gal44, gal804, GAL2-ADE2,

LYS2:GAL1-HIS3

met2:GAL7-lacZ

Dr. Gyorgyei Janos személyes tanacsara a fehérje-fehérje kolcsonhatasok
osszehasonlitasara kétszeres (-Trp, -Leu), haromszoros (-Trp, -Leu, -His) és négyszeres
(-Trp, -Leu, -His, -Ade) szelekcios lemezeken nott éleszt6 telepek szamaranyat vettiik
figyelembe, mivel a haromszoros és négyszeres szelekcids lemezen nétt telepek szama
egyenesen aranyos a kolcsonhatas er6sségével. Pozitiv (azaz bebizonyitottan erds
kolcsonhato) kontrollnak Horvath V. Gabor és munkatarsai Aaltal leirt a
RepA(C1)/pGAD424 és ZmRB/pGBT9 konstrukcidkat [149], negativ kontrollnak pedig a
pAD-GAL4, pBD-GAL4 lires vektorokat tekintettiik.

Az MsROP6 fehérjét és annak Osszes valtozatat pMAL2c (New England Biolabs),
pTRC-HISA, pTRC-HISB, pTRC-HISA (Invitrogen) és pET26b (Novagen) vektorokba

klonoztuk a megfeleld leolvasasi keretbe, majd Escherichia coli Rosetta™ torzsébe [BL21
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(DE3)/(pLysS)] transzformaltuk. A kin6vo telepeket 20 ml LB tapoldatba (10 g/1 NaCl,
10 g/1 Tripton, 5 g/l éleszt6 kivonat) oltottuk le és 12-14 6ran keresztiil novesztettiik
37 °C-on allandé razatassal (250 rpm). A feln6tt baktériumokbol 10 ml-t atoltottunk
200 ml LB-be, majd tovabbi 1 6ran at novesztettiik 6ket. A kivant fehérjék kifejez6dését
0,5 mM IPTG-vel inditottuk be 3-4 6ran keresztiil 37 °C-on valé allandé razatassal. A
fehérje tisztitas soran a pMal2c vektor konstrukcidék esetében pontosan kovettik a
gyart6 New England Biolabs honlapjan talalhaté utasitasokat Az MBP farokkal
rendelkez6 fehérjék esetében amil6z gyantat (New England Biolabs) hasznaltunk. A
pTRC-HIS és a pET26b alapu konstrukciéknal nikkel gélt (Sigma) alkalmaztunk és az
Invitrogen (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ptrchis_man.pdf) altal
leirtakat kovettiik azzal a kiilonbséggel, hogy masfajta kot6-, mosoé- és elticiés puffert

hasznaltunk. A 6xHis farokkal rendelkez6knél hasznalt pufferek 6sszetétele a kovetkezo:
koté puffer: 20 mM Tris-HCl pH=8.0, 200 mM NaCl, 5 mM imidazol

moso puffer: 20 mM Tris-HCl pH=8.0, 200 mM NaCl, 20 mM imidazol, 0,05 mM
Tween®20

elucids puffer: 20m M Tris-HCI pH=8.0, 200 mM NaCl, 120 mM imidazol

Az eludlas utdn a fehérjeoldatot CentRICon® cs6 (Millipore) alkalmazasaval 10-
szeres toménységlire stritettiik be. Az MBP-hez illesztett MsROP6 fehérjék esetében
Y30-as, a 6xHis-hez illesztetteknél viszont Y10-es csovet alkalmaztunk. Centrifugalasnal
a Millipore leirasat kovettiik. A beslritett fehérjékhez glicerint (96% glycerol, Sigma)
adtunk 1:1 térfogat aranyban és alaposan 0Osszekevertiik. Ezek utan megmértiik a
gélen Coomassie Brilliant Blue festéssel ellen6riztiik. A mintakat —20 °C-on taroltuk. Az
igy tarolt MsROP6 fehérjék enzimaktivitasukat 0,5-1 évig drizték meg (4 °C-on csak 24
oraig Orizték meg enzimaktivitasukat, -80 °C-on valé tarolassal viszont teljesen

elveszitették azt).

Az MtRRK1 és MtRRK2 tisztitasa kicsit bonyolultabbnak bizonyult. Az MtRRK
fehérjék génjeit az altalunk hozzaférhet6 Osszes IPTG-vel beindithaté baktériumos
fehérjetermeltet6 vektorba beklénoztuk: 6xHis-illesztést lehetévé tevé pTRC-HISB és
pET28a vektorokba, MBP-illesztést lehet6vé tevé pMALZc vektorba, tovabba GST-
illesztést lehet6vé tevd pGEX4b vektorba. Sajnos egyik konstrukcié esetében sem lattuk

a kinazok kifejez6dését. Ezért a pET28a/MtRRK konstrukciokbdl a kinazgéneket Ncol és

30



HindIIl darabként atemeltiik pBAD24 vektorba. Az igy kapott pBAD24/6xHis-RRK
konstrukciokat hordozé sejtek 0,2% arabinéz hatasara termeltek ugyan 6xHis-RRK
fehérjéket, de azok a kezelést kovetden csak 30-45 percig voltak kimutathatok az
anti-His peroxidaz ellenanyaggal (Sigma) végzett Western blot szerint. A 30-45 perces
indukciot kovetéen termel6dott 6xHis-RRK fehérjék tisztitasa és tarolasa megegyezett

az MsROP6-6xHis fehérjénél leirtakkal.

A mintdkban taldlhaté fehérjéket molekulatomegiik alapjan SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel (PAGE) valasztottuk el. Az elektroforézis végeztével a gélbdl a
fehérjéket polivinilén-difluorid (PVDF) membranra (Millipore) vittiik at. A lapokat két
oran keresztiil szobah6mérsékleten blokkoltuk 5% tejport és 0,05% Tween®20-at
tartalmaz6 TBS (25 mM Tris-HCI, pH=8.0, 150 mM NacCl) blokkol6 pufferben, majd az
adott els6dleges ellenanyaggal (1 pg/ml) egy 6raig szobahémérsékleten kezeltiik. Az
alkalmazott els6dleges ellenanyagok a malt6zkotd fehérjét felismerd anti-MBP (New
England Biolabs) és a 6xhisztidint felismerd anti-His (Sigma) voltak. Az els6dleges
ellenanyaggal tortént kezelés utan a membrant 0,2% Tweent tartalmazé TBS-vel
mostuk. Ezt kévetéen a membrant peroxidazhoz kapcsolt masodlagos ellenanyagnak a
kezeltiik. Az anti-His ellenanyag esetében masodik ellenanyag nem volt sziikséges, mert
ez az anti-His ellenanyag eleve peroxidazhoz kapcsolt. Ujabb mosas utan a peroxidaz
szubsztratjat (,Lumi-Light Western Blotting Substrate”, Roche) tartalmazo6 hivdoldattal

kezeltiik a membrant, a lumineszcens jelet pedig rontgenfilmen rogzitettiik.

1 ul (2 pmol) tisztitott kindzt és 2ul (5 pmol) tisztitott kis GTP koté fehérjét 17 pl
kinaz reakcié pufferben (20 mM Tris-HCl pH=7,6, 5 mM MgCl,, 1 mM DTT, 10 uM ATP,
0,2 MBq [y-32P] ATP) tartottuk szoba hémérsékleten 30 percig. A reakciét 5 pl 5xSDS-
mintafelvivd puffer hozzdadasaval allitottuk le. A fehérjemintakat SDS-poliakrilamid
gélen elvalasztottuk és szaritds utdn autoradiogramot készitettiink. A kiértékeléshez a
Molecular Dynamics cég Phosphorimager 445 SI berendezését és kiértékeld

alkalmazasat (ImageQuant 5) hasznaltuk.
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Ludfiibél késziilt sejtszuszpenziobdl szarmazd protoplasztokban fehérjék atmeneti
kifejez6dését vizsgaltuk. Mivel a sejtfal megakadalyozza az idegen DNS bevitelét, erds
enzimoldattal leemésztettiik a sejtek falat. A protoplasztokat szachar6z tartalmu B5
tapoldaton centrifugalassal tisztitottuk. Ebben a slirli oldatban az ép protoplasztok a
centrifugalas hatasara felusznak a felszinre, ahonnan pipettaval 6sszegy(jthetdek. A
tisztitott protoplasztokat gliik6zt és mannitolt (1:1) tartalmazé tapoldatban mostuk,
majd Biirker kamraban megszamoltuk. Mintanként 200 000 protoplasztot hasznaltunk,

amelyet 50 pl tapoldatban vettiink fel.

A protoplasztokhoz ezutdn hozzdadtuk a plazmidot (5-15 pg). A génbevitelt
polietilén-glikol (PEG) segitségével valdsitottuk meg (150 pl). A PEG egy nagy
molekulatomegli, ozmotikusan igen aktiv anyag. Jelenlétében ezért a sejtek vizet
vesztenek, és Osszezsugorodnak. Az inkubacids id6 letelte utan felhigitottuk a kozeget
mosédoldattal (0,275 M Ca(NOsz),). Ekkor torténik a génbevitel; az ozmézis irdnya
ugyanis megfordul, és a bedraml6 vizzel egytitt a képz6dd poérusokon a DNS is a sejtekbe

jut. A protoplasztokat B5 tapoldattal is atmostuk és ebben taroltuk.
Oldatok:

Enzim oldat: 1% Cellulase Y-14 (Yakult), 0,5% Macerozyme (Onozuka), 0,34M

glilk6z:mannitol (1:1) B5 tapoldatban (Duchefa) sterilre sziirve.

PEG oldat: 25% polietilén-glikol 6000 (Merck), 0,45 M mannitol, 0,1 M Ca(NO3)2,
pH=9,0 KOH-dal beallitva, sterilre szlirve.

B5 szachardz: 0,28 M szachar6z B5 tapoldatban (Duchefa), pH=5,5, sterilre sziirve.

Ca(NOs3), oldat: 0,275 M Ca(NOs), vizben, sterilre sziirve.

Az altalunk vizsgalt gének kifejez6dését is megvizsgaltuk kiilonb6zd szévetekben:
gyOkérben, gyokérgiimoben, levélben, szarban és viragban. A mintakat kifejlett tiveghazi
Medicago truncatula noévényekrdl gyljtottiik be. Emellett, exponenciadlisan névekvo
sejtszuszpenzid kulturabdl is mintat vettiink, majd kozvetlenil a mintavétel utan
novényi anyagainkat folyékony nitrogénben fagyasztottuk le. Ezen fagyasztott novényi

mintainkat eldorzsoltiik, majd RNAzol reagens (Sigma, St-Louis, USA) segitségével 6ssz-
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RNS-t izoldltunk. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a genomi DNS szennyezddést,
minden tisztitott RNS mintankat RNaz-mentes DNaz kezelésnek vetettiik ala, a gyarto
utasitasai alapjan (Sigma). A mintaink RNS tartalmat ezt kovet6en spektrofotométer
segitségével 260 nm-es hullamhosszon abszorbancia méréssel hataroztuk meg, végiil

denatural6 agaroz gélen is ellendriztiik a koncentracidjukat és az integritasukat.

Mintanként 2,5 pg 6ssz-RNS-t felhasznalva oligo dT primer és reverz transzkriptaz
(RevertAid M-MuLV, Fermentas) segitségével a gyartd utasitasait kovetve cDNS-eket

szintetizaltunk. A cDNS-eket steril vizzel 200pl-re higitottuk.
Az alkalmazott primerek:

MtR3(91)L: GCAGTTCGAAATCACAGCAG

MtR3(91)R: TTGGTGGTTGAAGGACAACTC

MtR5(46)L: AGAACGTGAAGGCGGTGTT

MtR5(46)R: CTTCTGCTTTGGTGGTTGAAG

MtR6(83)R: GCTTTTTGCCCCTTTCTCTT

MtR6(83)L: TTGATTCGGCCATCAAAGTA

MtR7(1)R: TCACCCTTAGCAGTTGTTATTTGT

MtR7(1)L: GCGAGACGACAAGCAATTTT

MtR8(68)R: TGAGTAGTGAAAAGGCCAACAA

MtR8(68)L: AACAGGCTTAGGCCATTGAG

MtR9(97)R: CGGACCTGCTAACAGTAGCC

MtR9(97)L: CGGAGATGGAGAAGTATGTGTTT

MtRRK1_Fw: TGCAAGGCTTGAAGGAGAATA

MtRRK1_Rev: TCGCCAAGTGGAAGATGC

MtRRK2_Fw: TTGGTGTATTGCTATTAGAATTGGTC

MtRRK2_Rev: GGCTTTGTTGTGAATAATCAAGTG

SecA_Rev: AACCTCCCTCCTGCTTGATT

SecA_Fw: CGTTTCTCTCTTCCACCGTTT

A megfeleld primer parokat és hozzaval6 szekvencia-specifikus primerek nevében
jelzett szamu UPL TaqMan probakat felhasznalva (Universal Probe Library Assay
Design Center, Roche Applied Science) kvantitativ RT-PCR-t végeztiink ABI Prism 7700
késziiléket (Applied Biosystems) alkalmazva. Bels6 kontrollként az adatok

normalizalasahoz egy folyamatosan kifejez6dd gént (The Secret Agent (O-linked N-

acetyl glucosamine transferase) hasznaltunk [150].
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Célkitizések

A novényi egyedfejlédés szabalyozasa rendkiviil rugalmas. Laboratériumunkban
azokat a sejt- illetve molekularis szinti folyamatakat viszgaljuk, amelyek lehetévé teszik
a novényi sejtek osztdédasanak, alakjanak, differencidléddsadnak gyors, a koérnyezeti
feltételekhez alkalmazkod6 szabdalyozasat. Ehhez kapcsolédva laboratériumunkban tobb
éve kutatjuk a RHO-tipusd (ROP) GTP-azok szerepét a novényi sejtek jelatviteli
halézataiban. Amikor elkezdtiink foglalkozni a névényi jelatviteli rendszerrel, az ebben a
rendszerben kulcs szerepet jatszo kis GTP-azok kolcsonhatéirdl (célfehérjérdl és
szabalyoz6irél) alig volt fellelhetd irodalmi adat. Igy eléggé egyszer(i volt Kit(izni
célunkat: Uj elemeket tarjunk fel az addig alig ismert névényi ROP GTP-az altal aktivalt
jelatviteli rendszerben. Célunk volt az azonositott 4j elemek és a ROP GTP-az kozotti
kolcsonhatas egymastol fiiggetlen mdédszerekkel vald igazolasa illetve megerdsitése in
vitro és in vivo koriilmények kozott. Els6sorban arra kerestiik a valaszt, hogy ezek a
molekuldris kapcsoléként szolgal6 kisméretli fehérjék, az élesztd és az allati sejtekhez
hasonléan, részt vesznek-e kinazlancolatok aktivalasaban. Végiil az Gjonnan azonositott
elemeknek meghatarozzuk a biolégia szerepét. Mindezeknek koszonhetéen azt
reméltiik, hogy hozzajarulhatunk a novényi sejtek jelatviteli halézataival kapcsolatos

jelenleg még meglehetdsen hianyos ismereteket bdvitéséhez.
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Eredmények és megvitatasuk

PhD munkam elsé szakasza abbdl allt, hogy ROP GTP-azokkal kélcsonhat6 fehérjéket
(szabalyozokat vagy célfehérjéket) taldljunk az éleszt6-kéthibrid rendszer
alkalmazasaval. Ennek soran els6ként azonositottuk harom lucerna ROP GTP-az cDNS-
ét, részlegesen jellemeztiik 6ket [151], majd azt valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz,
amelyrdl irodalmi adat még nem 4allt rendelkezésre. Ebb6l az MsROP6 jeli GTP-azbdl
kétlépcsés PCR-rel a kovetkezd valtozatokat allitottuk eld: kikapcsolt (DN-Dominant
Negative), folyamatosan bekapcsolt (CA-Constutively Active) illetve nem izoprenilal6dé

(elrontott intracellularis lokalizacioju, L).

A kodonok cseréjét a kovetkez6 modon végeztiik: a kivant aminosavcsere helyét
tartalmaz6 szakaszra 2 atfed6 primert terveztiink, tdlnyulé végek nélkiil. Ezek a
primerek ellentétes irdnyba néztek; az egyik mut-fw (mutacidé-el6ére), a masik mut-rev
(mutacié-hatra). Ezeken kiviil két masik primerre is sziikség volt, amelyeket a génilink
legelejére (full-fw (EcoRI)) és legvégére (full-rev (Sall)) terveztiink. A primereket a
klénozashoz sziikséges restrikciés enzimek felismeréhelyeit tartalmazé 5’ tulnyuld
végekkel (EcoRI Sall) lattuk el. Az elsd 1épcsdben a full-fw (EcoRI)/mut-rev és a mut-
fw/full-rev (Sall) primerparral végeztilk a PCR-t. A reakcié termékeit agaroz gélen
megfuttattuk, a megfelel6 méretli termékeket tisztitottuk. A gélbdl tisztitott két DNS
darabot 0sszekevertiik és templatként hasznaltuk fel a masodik 1épcsében. A masodik
PCR-t a full-fw (EcoRI)/full-rev (Sall) primerparral végeztiik, és a termékeket szintén
megfuttattuk agaréz gélen. Gélbdl tisztitottuk a helyes méreti DNS darabot, amit a
klénozashoz kivalasztott restrikcios enzimekkel kezeltiink és a megfelel6en el6készitett
vektorokba illesztettiink be. A nem prenilal6dé (lokalizaciés) valtozatot, az MsROP6-L-t
egy egyszerl PCR-rel allitottuk el6, amihez a full-rev primerben az izoprenilacioért
felel6s ciszteint kodolo szakaszt egy nukleotid cserével glutamint kédolé szakaszra
cseréltik. A lokalizacios valtozatot elsddlegesen az élesztd-kéthibrid sziiréshez
készitettiik. Ahhoz, hogy az élesztd-kéthibrid rendszerben fehérje-fehérje kdlcsonhatast
tudjunk mérni, mindkét fehérjének a sejtmagban kell tartézkodnia, és emiatt fontos a
ROP GTP-azok plazmamembranhoz valé kotddésének megsziintetése. A kikapcsolt
allapott, sejtmagba iranyitott (DN+L) valtozattal végzett élesztd-kéthibrid szliréssel
nem talaltunk értékelhetd erds kolcsonhatéd fehérjét, viszont sikeriilt azonositanunk a
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bekapcsolt (CA+L) alak kolcsonhaté fehérjéit. A MsROP6 CA+L valtozat a lucerna
(Medicago truncatula) giimdjébdl késziilt cDNS konyvtarbol szarmazoé tobb fehérjével is
kolcsonhatast mutatott. A jeloltek azonositasa céljabol aminosavsorrend alapt keresést
végeztink a GenBank adatbazisaban (Blastx: http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). A
kisérletek eredményeként, a kolcsonhatasokat tobbszordsen ellendrizve (élesztd-
kéthibrid rendszerrel), eddig még nem ismert ROP GTP-az-kotd fehérjékre bukkantunk.
Ezek kozott két szerin/threonin kindz fehérjét is talaltunk. Ezek egy eddig teljesen
feltaratlan novényi kinaz csalddhoz tartoznak, melyet receptor-szeri citoplazmas kinaz
VI csaladnak (RLCK VI) hivnak (5. dbra). A csalad egyetlen tagjanak élettani szerepérél

sem allt adat rendelkezésre.

Szintén a kolcsonhaték kozott volt egy egér NEDD1 jelli (Neuron-precursor-cell-
Expressed Developmentally Downregulated Protein 1) [ transzducinszeri WD40
ismélédéseket tartalmazo fehérjével homolog fehérje és két p65 mikrotubulus-kapcsolt
fehérje. Az éleszt6-kéthibrid sziirés eredmények legels6 értékélésekor még a NEDD1 és
a p65 mikrotubulus-kapcsolt fehérjékrdl nem talaltunk semmilyen funkcionalis adatot

az irodalomban.

Jérémie Gaillard és munkatarsai altal 2008-ban publikalt cikkben azonban arroél
szamoltak be, hogy a ludfi p65 mikrotubulus-kapcsolt fehérjék dimerizalédnak és az
egységek szabad C-termindlis részei megkotik az ellentétes iranyba futé mikrotubulus
szalakat, és igy mikrotubulus kotegeket hoznak létre [152]. De itt nincs emlités arrdl,
hogy milyen kolcsonhatas vagy szabalyozas lehet a ROP GTP-azok és a p65
mikrotubulus-kapcsolt fehérjék kozott. Dr. Marylin Vantard (Grenoble, Franciaorszag)
rendelkezésiinkre bocsatotta a dohany (Nicotina tobacum) p65 MAP fehérjéjét termeld
baktérium torzset. A tisztitott p65 fehérjével nem sikeriilt az MsROP6 GTPaz in vitro
kolcsonhatasat kimutatni, ezért a kisérleteket nem folytattuk.

A NEDD1 homoldg fehérjérol, a nevében emlitett expresszids mintazaton kiviil, nem
talaltunk semmilyen funkcionalis adatot az irodalomban. A kézelmultban megjelentek
azonban az allati NEDD1 funkciéjaval kapcsolatos kisérleti adatok. Az allati NEDD1
homolég fehérjérdl az elsé publikaci6 2006-ban jelent meg és eddig mindossze két
allati NEDD1-ek a y-tubulint kétik és a centroszémaban helyezkednek el, a mikrotubulus

nukleacidjaban betoltott szerepiik nélkiilozhetetlen [153,154]. Az allati RHO GTP-azok
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és a NEDD1 kozotti kolcsonhatasrol nincs adat. Az ladfi genomi adatbazisban

(http://www.arabidopsis.org/) egyetlen egy NEDD1-homol6g fehérjét kdédolé gén

talalhaté. Egy uttor6 kisérletben a lucerna NEDD1 homol6g c¢DNS-t beklénoztuk a
pYawohl20 nevili RNS interferencias vektorba. Ezt Agrobakterium kozremiikodésével
bejuttattunk lucernaba (Medicago truncatula), hogy a lucerna sajat bels6 NEDD1
homolég fehérje kifejez6dését leallitsuk. Mivel a kontrollokkal szemben nem kaptunk
egyetlen fejlédd transzgenikus sejtkoloniat sem, feltételeztiik, hogy a NEDD1 homolog
fehérje hianya letalis. Mivel igy a funkciondlis vizsgalatokra nem Kkertilhetett sor és az
allati rendszerekbdl sem alltak rendelkezésre adatok, valamint a kapacitasunk is

korlatozott volt, ezzel a fehérjével sem foglalkoztunk tovabb.

A tobbi potencialis kdlcsonhatd partnerrdl, azaz az MtN24-r6l és a DUF1620 domént

hordozé fehérjérol sincs elérhet6 informacié az irodalomban.

A pillangés novények jellemzéje az, hogy talajbaktériumokkal -nevezetesen a
Rhizobium  fajok  valamelyikével-  kolcsonhatdsba  keriilnek, és  ennek
kovetkezményeként kozosen létrehoznak egy teljesen Uj szervet, a gyokérglimot,
amelyben az atmoszférikus nitrogén megkotése megy végbe. A giiméképzé folyamatot
jellegzetes gének illetve géncsaladok kifejez6dése jellemzi és az egyik ilyen fehérje az
MtN24, ami 234 aminosavbdl all, négy membranon atnyul6 régioval rendelkezik, de

pontos bioldgiai szerepe eddig ismeretlen.

A kolcsonhaték kozott volt tovabba két teljesen ismeretlen fehérje, melyek koziil az
egyik tartalmazott egy DUF1620 domént (Domain of Unknown Function 1620), aminek

a funkcioja szintén teljesen ismeretlen.

Dr. Gyorgyei Janos személyes tanacsara a fehérje-fehérje kolcsonhatasok erdsségének
szamszerusitésére kétszeres (-Trp, -Leu), haromszoros (-Trp, -Leu, -His) és négyszeres
(-Trp, -Leu, -His, -Ade) szelekcios lemezeken nétt éleszt6 telepek szamaranyat vettiik
figyelembe, mivel a haromszoros és négyszeres szelekcids lemezeken nott telepek szama
egyenesen aranyos a kolcsonhatas erdsségével. Masképpen mondva, ugyanolyan
transzformaciés hatékonysag mellett er6sebb koélcsonhatéknal tobb élesztd telep né ki,
mint a gyengébb kolcsonhatéknal. Pozitiv kontrollnak a REP-A(C1)/pGAD424,
ZmRB/pGBT9 konstrukcidékat hasznaltuk, mivel Dr. Horvath Gabor és munkatarsai

ezekr6l bebizonyitottdk, hogy er6s kolcsonhatdéak az éleszt6é-kéthibrid rendszerben
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[149]. A REP-A (C1) a kukorica csikoltsagaért felelds virus replikacideért felelds fehérjéje,
amely erdsen kolcsonhat a kukorica retinablasztoma (ZmRB) fehérjével [149]. Negativ
kontrollként a pAD-GAL4, pBD-GAL4 tres vektorokat transzformaltuk be az éleszt6be
(4. 4bra).

RRK2 | p65 homolég RRK1 Nedd1

p-transzducinszeri

(WD40)

10(%% 25% | 100% | 160% /| 60% '108%
ZmRb/REP-A(C1)

4. abra. A kélcsénhatds erdssége szempontjabdl a két p65 MAP homoldg és a Nedd1 homoldg
B-transducin-szerii (WD40) fehérje erésebben hatott kdlcson az MsROP6 CA+L vdltozattal, mint a
pozitiv kontrollként haszndlt fehérjék. Ezzel szemben a két kindz (MtRRK1 és MtRRKZ2) és az
MsROP6 CA+L vdltozata a pozitiv kontrollndl gyengébben hat kiélcsén. Pozitiv kontroll: REP-A(C1)
(a kukorica csikoltsdgdért felelds virus replikdcioért felelés fehérjéje) és ZmRB (a kukorica
retinablasztoma fehérje). A szaggatott vonal pozitiz kontroll szintjét jelzi.

Ebben a rendszerben a két kiilon6z6 p65 MAP homolog és a Nedd1 homolog fehérje
er6sebben hatott kdlcson az MsROP6 CA+L valtozataval, mint a pozitiv kontrollunk. Ez
azt jelenti, hogy -legalabb is az élesztd-kéthibrid rendszerben- ezek a fehérjék eros
kolcsonhatassal rendelkeznek. Ugyanakkor a kinaz fehérjék gyengébb, de még jol

detektalhatd kolcsonhatast mutattak a GTP-azzal.

A MtRRK (ROP-interacting Receptor-like Kinase)
kinazok és az MsROP6 GTP-az kozotti kolcsonhatas
vizsgalata

Tovabbi munkank soran két receptor-szerd citoplazmatikus kinazra koncentraltunk,

mivel novényi ROP GTP-azzal kolcsonhaté kinazokrdl eddig nem voltak adatok,

ugyanakkor az ilyen tulajdonsaggal rendelkezé fehérjék alapvet6 szerepet toltenek be
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egyéb eukaridta szervezetek sejtfunkcidiban, mint példaul a GTP-kotott CDC42/RAC
GTP-azzal kolcsonhatdé PAK1 (p21 protein activated kinase) csalddhoz tartozé kinazok
[155-157]. Valamennyi PAK1 kinaz hordozza a CRIB (CDC42/Rac-interactive binding)
motivumot, ami a GTP-azokkal valé kolcsonhatasért felelds. Ezt tigy kell elképzelni, hogy
a CRIB motivumot tartalmaz6 N-terminalis domén (p21-binding domén vagy PBD) ugy
hajlik ra a kinaz doménre, hogy az nem képes kdlcsonhatni a célfehérjével. Amikor a
GTP-kotott (aktiv) kis GTP-azok kolcsonhatasba keriilnek a PAK1 kinazok CRIB
doménjével, akkor a kindz fehérjében torténik egy térszerkezeti valtozas, aminek
kovetkezményeként a kindz doménfeliilete mar kolcsonhatasba kertilhet a specifikus

célfehérjével és foszforilalhatja azt. A PAK1 kinazok kizarélag GTP-kotott kis GTP-azzal

hatnak kolcson.
Cladogram AGlcode  Jurcaetal Eamily
(and present study) 2008
At1G10210 MAPK
At3G20200 RLCKIX
- At1GO7570 RLCKVII
- At2G11520 RLCKIV

~ At1G66460 AtRLCKVI_B2

- At5G37790 AtRLCKVI_B1

- __r At2G16750 AtRLCKVI B4 RLCKVI_B
- At4G35030 AtRLCKVI_B3

— At5G63940 AtRLCKVI_BS

~ At1G21590 AtRLCKVI_B7

- At1G77280 AtRLCKVI_B6

— At5G57670 AtRLCKVI_A1

~ At2G18890 AtRLCKVI_A2

- MtRRK1  MtRLCKVI_A2 |G

— ~ At5G10520 AtRLCKVI_A4

- At5G65530 AtRLCKVI_A3 | R ckvI A

—  ~ At3G05140 AtRLCKVI_A6 i

- At5G18910 AtRLCKVI_A7

~ At5G35960 AtRLCKVI_AS

"= MtRRK2  MRLCKVI_A5 |

5. abra. A ludfii RLCK VI kindzok aminosavsorrend alapt osztdlyozdsa. A hasonlésdgi diagramm a
PHYLIP programcsomaggal késziilt. Az 6sszehasonlitdshoz az RLCK VI csalddon kiviili kindzokat is
felhaszndltunk, amelyek a MAPK illetve RLCK 1V, VII, IX csalddokba tartoznak [158].

A két receptor-szerli citoplazmatikus kinazt elneveztiik ROP-pal koélcsonhato
receptor-szer(i kindznak (ROP-interacting Receptor-like Kinase), roviditve RRK-nak. A

két lucerna-RRK, ahogy kordbban emlitettem, egy eddig teljesen feltaratlan novényi
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kinazcsaladhoz tartozik, melyet receptor-szerdi citoplazmatikus kinaz VI csaladnak

(RLCK V1) hivnak (5. 4bra [158]).

A 1udft esetében az RLCK VI csaladba 14 kinaz fehérje tartozik, amelyek élettani
szerepérdl kisérleteink idejében semmilyen adat nem allt rendelkezésre. A 1udfli RLCK
VI kinazok génjeinek szerkezeti és expresszids jellemzését laboratériumunkban
végezték el [158]. Az RLCK VI kindzok doménjiik alapjan két alcsoportra oszthatok (5,
abra;[158]). A kinaz doménen Kkivili részekben azonban meglehetdsen nagyok az
eltérések az RLCK VI csaladon beliil is. Az 5. dbran lathaté (piros nyilak), hogy aminosav
sorrendjiik alapjan a lucerna RRK1 és RRK2 kinazok az A alcsalddba tartoznak és az

AtRLCKVI_AZ2 illetve A_5 ludfdi kindzok homolégjai.

A B

RRK2_/
I\LsRopﬁ(-\ BD RRK1 AD

RRE?2_/ MsRop6 L._BD
MsRopoDN BD
RRK1_AD

.4
RRK1_AD ,.-, MsRoE6CA,L_BD
MsRop6CA_BD

RRKL AD Pozitiv kontroll
I\'IsRop_f-iD N_BD REP-A(C1)AD/ZmRbBD

AD

MsRop6CA_BD

I\ISRUPGDN Bh - -
RRK2_AD _&‘;ﬁ,

-Trp,-Leu -Trp.-Leu -Trp,-Leu
-His -His
-Ade

Negativ kontroll
AD/BD

6. abra. (A) Az RRK1 és az RRK2 kizdrélag az MsROP6 CA+L vdltozatdval hat kélcsén, a GDP-kiotd

alakot utdnzé DN+L vdltozattal nem. AD: aktivdtor domén, BD: DNS-koté domén. (B) Az RRK1
szintén kélcsénhat az - ebben az esetben ,vad” tipusnak tekinthetd - MsROP6 L vdltozattal is.

Mivel a teljes lucerna RRK gén nem allt rendelkezésilinkre, a teljes bazissorrend
megismeréséhez tovabbi cDNS-eket azonositottunk radioaktiv proba hibridizalasaval. A
kapott cDNS-ek bazissorrendjét meghataroztuk. Megallapitottuk, hogy az RRK1 esetében
a kezdd metionint kddolé ATG-bdl az AT nukleotidok, az RRK2 amino-terminalis végébdl
pedig 12 aminosavnyi darab hidnyzott. Mindkét RRK igazabdl csak egy nagy kinaz
doménbol all. A karboxi- és amino-végi tilnyulé részek kicsik és nem talalhaté benniik

semmilyen ismert szerepii peptidmintazat vagy domén.
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Kovetkezd kisérletiinkben arra voltunk kivancsiak, hogy az MtRRK kinazok
kolcsonhatnak-e az MsROP6 DN+L és MsROP6 L valtozatokkal? Az élesztd-kéthibrid
rendszerben ellendriztilk kolcsonhatasukat (6. abra). Az éleszt6-kéthibrid kisérlet
eredményébdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két RRK kinaz kizaro6lag az
MsROP6 CA+L és L valtozataval hat kélcson, a DN formaval nem (6. abra). Eszerint a két
MtRRK kinaz a GDP-kotott ROP GTP-4zzal nem mutat kolcsonhatast, hasonldéan az allati

vagy az éleszt6-gomba PAK1 kinazokhoz.

A ROP GTP-az-koto mintazat azonositasa az RRK-on

Kordbban mar emlitettem, hogy az allati és az éleszt6-gomba rendszerekbdl ismerjiik,
hogy a RHO/RAC/CDC42 GTP-azok altal bekapcsolt kindzokban altaldban talalhaté CRIB
motivum (pl. PAK1 kinazokon [155]), ugyanakkor a ludfii teljes genom szekvenciajaban
nem talalhat6 olyan kindz, ami rendelkezik a CRIB motivummal. Nos, ha nem a CRIB
mintazat, akkor a kinazok mely részlete felel6s a kolcsonhatasért? Van-e olyan
elkilonitheté szakasz vagy aminosav mintazat, amely felel6s a bekapcsolt ROP GTP-

azhoz val6 kot6désért?
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7. abra. (A) Az RRK1 kindzokat kiilonb6zé részekre daraboltuk. Az N900 és a C1000 darabok
esetében a karboxi- és amino-végi tulnyulo részeket vagtuk le a fehérjéb6l. Az N200 valtozat csak
az amino végi tulnyilé darabot tartalmazta. Az N500 vdltozatban a kindz domén kézépétdl a
kaboxi-végig tarté részt hagytuk ki. (B) Az RRK1 kiilénbézd trunkdlt vdltozatainak MsROP6 CA+L
vdltozattal vald kélcsénhatdsa élesztd-kéthibrid rendszerben.
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Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara az MtRRK1 kinazt kiilonb6z6 részekre
daraboltuk (7. abra). Az N900 és a C1000 darabok esetében a karboxi- és amino-végi
tulnyuld részeket vagtuk le a fehérjébdl (7. abra A). Az N200 valtozat csak az amino-végi
tulnyuld darabot tartalmazta (7. abra A). Az N500 valtozatban a kinazdomén koézépétdl a
kaboxivégig tartd részt hagytuk ki (7. abra A). A kinaz szakaszok ROP GTP-azzal val6
kolcsonhatasat az élesztd-kéthibrid rendszerben vizsgaltuk meg (7. abra B). A kisérletet
tobbszor megismételtiik, és arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kinazokban nem
azonosithaté egy olyan jol elhatarolhat6é szakasz vagy régi6, amely a bekapcsolt ROP
GTP-azzal valé kolcsonhatasért 6nmagaban felelds. Valoszin(i, hogy a kolcsonhatasért
nem egy elkiilonithetd peptidmintazat a felel6s, hanem a kinaz kiilonb6z6 részein

talalhaté aminosav-oldallancok vesznek részt a kolcsonhatasban.

Az irodalmi adatokban mar taldlkozhatunk mind a kis GTP-azoknak (pl. RHOA, RAB,
RIC1), mind szabalyzo6 fehérjéiknek (GEF, GDI) direkt foszforilacio altali szabalyzasaval
[159-161]. Mivel az MtRRK-k kindazok nem rendelkeznek CRIB mintazattal,
értelemszeriien felmertlt az a kérdés, hogy az MsROP6 val6jaban nem a szubsztratja-e
az MtRRK kindzoknak. Ehhez radioaktivan jelolt [y-32P] ATP-vel végzett kinaz reakcidt

terveztlink, amihez bakterialisan tultermeltetett fehérjéket tisztitottunk.

Az MsROP6 CA és DN valtozatait hagyomanyos médszerrel beklénoztuk pMALZ2c és
pTRC-HisB IPTG-vel beindithaté baktériumos fehérjetermel6 vektorokba. Az MsROP6 W
vad tipust viszont LR klonaz alkalmazasaval rekombinaciéval klénoztuk be a pMALZ2c-
Dest és pDEST17 vektorokba, amelyek szintén IPTG-re bekapcsolddd baktériumos
fehérjetermeld vektorok. A pMAL2c és pMAL2c-dest vektorok segitségével amino-végi
MBP-hez (Maltose Binding Protein) illesztett fehérjét lehet termeltetni, amelyet azutan
amil6z oszlopon Kkell tisztitanunk. A pTRC-HisB és a pDEST17 vektorokkal viszont
amino-végi 6xHis-t tartalmazo fehérjét lehet termeltetni, amelyet Ni-NTA oszlopon
keresztil tisztithatunk. Se az MBP-s, se a 6xHis-es MsROP6 CA, DN és W fehérjék
baktériumos tultermelése és tisztitasa nem volt kiillondsebben nehéz (8 abra A.). Kivétel

a 6xHis-MsROP6 DN valtozata volt, amely gyakran keriilt fehérjezarvanyokba.
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A B

Anti-His Western Anti-MBP Western Anti-His Western
- !
T .’.
- 4.
His-RRK1 frakciok  His-RRK2 frakciok
1 2 3 4 5678 91011
RRK1 RRK2 NEDD1 MBP-MsROP6

8. abra. (A) (1-3) Anti-His ellenanyaggal végzett Western blot. 4-11 Anti-MBP ellenanyaggal
végzett Western blot. 1. 6xHis-RRK2; 2. 6xHis-RRK1; 3. 6xHis-NEDD1p-transzducin-szert, 4-11
MBP-MsROP6 W; 4. nem-indukdlt; 5. indukdlt, fehérjezdrvdnyba keriil;, 6. indukdlt feliiliiszo; 7.
amiléz gyantdhoz kotés utdn visszamaradt minta; (8-11) maltézzal eludlt mintdk 1. 2. 3. és 4.
frakciék. (B) 6xHis-RRK-k baktériumos tiltermelésének iddfiiggése. Beinditds utdn 1. 15 perc; 2.
30 perc; 3. 45 perc; 4. 1 6ra; 5. 1 6ra 20 perc.

Az MtRRK-akkal nem voltunk ilyen szerencsések. Sokat prébalkoztunk, hogy a
baktériumokat fehérjetermelésre birjuk. Tébb kiilonb6z6 vektorba is beklénoztuk a
gént. Végiil egy arabinozzal beindithaté rendszernél jottiink rd a RRK tultermelés és
tisztitas titkara: beinditds utdn nem szabad sokdaig hagyni novekedni a baktériumokat.
Az RRK-k az indukciét kovet6en koritilbeliil 45 perc utdn eltinnek a rendszerbdl, de nem
fehérjezarvanyokba keriilnek at (8. abra B). Ezért a kisérlethez sziikséges fehérje
mennyiség kinyerése érdekében megnoveltem a baktérium mennyiségét. Most mar
keziinkben voltak a tisztitott MBP-MsROP6 és a 6xHis-MsROP6 W, CA, és DN valtozatai,
valamint a 6xHis-MtRRK1 és 6xHis-MtRRK2 fehérjék.

A 6xHis-MtRRK2 kinazzal és [y-32P] ATP-vel egy kinaz reakciét végeztiink az MBP-
MsROP6-on (9. abra A). Ebben a kisérletben azt figyeltiik meg, hogy az MtRRK2 kinaz az
MsROP6 W és CA valtozatat foszforilalta. Mivel csak magat a MBP-t nem foszforilalta,
ezért azt feltételezhetjiik, hogy a foszforilalas az MsROP6 GTP-azon beliil torténhetett. A
kovetkezd kinaz reakcioban az MBP-MsROP6 W és a 6xHis-MsROP6 CA valtozatot 1 mM
GTP és 1 mM GDP jelenlétében foszforiladltuk 6xHis-MtRRK2-vel (9. abra B). Az dbran
latszik, hogy az MtRRK2 kinaz az MBP-ROP6 W valtozatot gyengén, a CA valtozatot
erdsen, a DN valtozatot nem foszforilalta. Ezzel 6sszhangban a 6xHIS-ROP6 valtozatok
kozil is a CA mutans illetve GTP jelenlétében a vad tipus mutatott erds foszforilaciot. Ez

utobbi GDP jelenlétében csak gyengén foszforilalodott.
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9. abra. Az autoradiogrammokon MBP- és 6His-farokkal rendelkez6 MsROP6 kiilonb6zd

vdltozatdnak az MtRRK-val tértend foszforildsa ldthaté (A) Balrél kezdve: Negativ kontrollként
tisztitott MBP (Maltose Binding Protein); MBP-MsROP6 vad tipuson (W), GDP kététt mutdnson
(DN) és GTP-kétott mutdnson (CA). (B) Az elsé oszlopon csak 6xHis-MtRRK2 MsROP6 nélkiil; a
mdsodik oszlopon 6xHis-MsROP6 CA+RRKZ2; a harmadik oszlopon csak 6xHis-MsROP6 kindz nélkiil;
a negyedik oszlopon MBP-MsROP6W (vad tipus)+1mM GTP+RRK2; az étidik oszlopon MBP-
MsROP6 W (vad tipus) +1mM GDP+RRK2.

Ugyanezeket a kisérleteket végrehajtottuk MtRRK1-gyel is (10. dbra). A pTRC-HisB
vektorrol szarmazé 6xHis-MsROP6 28 kDa, az MBP-MsROP6 viszont 65 kDa. A pBAD24-
His vektorrdl termeltetett és tisztitott 6xHis-MtRRK-k molekulasilya 49 kDa. A 6xHis-
RRK1-gyel végzett kinaz reakciok eredménye hasonlé volt, mint a 6xHis-MtRRK2-val
végzetteké (10. dbra A), azzal a kis kiilonbséggel, hogy a 6xHis-RRK1 sajat magat is
képes volt foszforilalni. Mindez arra utalt, hogy a MsROP6 GTP-az bekapcsolt (GTP-
kotott) formaban foszforilalédik az RRK kinazok altal.

Ebben a kisérletben szubsztratnak sertésagyvel6bdl tisztitott mielin bazikus fehérjét
(Myelin Basic Protein, MyBP) is hasznaltunk. A MyBP-t a szerin/treonin kindzok
altalanos szubsztratjaként tartjdk szamon. A 6xHis-MtRRK1 gyengén ugyan, de
foszforilalta a MyBP-t is (10. abra B).
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10. abra. A 6xHis-MtRRK1-gyel végzett kindz reakciék. (A) Balrél kezdve: MBP-MsROP6-DN
(GDP-kotétt mutdns); MBP-MsROP6 (vad tipus) GTP nélkiil; MBP-MsROP6 (vad tipus) + ImM GTP.
(B) 1. 6xHis-MsROP6-CA (GTP-kététt mutdns); Mielin bdzikus fehérje (MyBP).

Eddigi eredményeink alapjan ugy tlint, az MsROP6-nak a CA valtozata az RRK-ak
szusztratja. Itt viszont az a kérdés meriilt fel, hogy az MsROP GTP-az GTP-kotd alakja
esetleg nem egy altalanos szubsztrat-e a névényi szerin/treonin kindzok szamara. Az is
lehetséges, hogy ilyen in vitro koriilmények kozott barmilyen mas névényi szerin-
treonin tipusu kinaz képes foszforilalni az MsROP6 GTP-azt. Ezt a kérdést ugy tisztaztuk,
hogy egy masik szerin/treonin kinazzal probaltuk foszforilalni az MsROP6 GTP-kotd
formajat. Erre a célra egy ladfli szerin/treonin kinazt alkalmaztunk, mégpedig
AtMAPK4-gyet. Az AtMAPK4 foszforilalta a MyBP-t, ami azt jelenti, hogy miikoddképes
volt ebben rendszerben. Ennek ellenére nem volt képes foszforilalni az MsROP6-t (11.
abra). Az in vitro korilmények kozott az MtRRK-k csak a ,,GTP-kotott” MsROP6-ot
foszforilaltadk, ami egyben kolcsonhatasukat is igazolta. Ezek az eredmények
kolcsonhatas szempontjabdl megerdsitették az éleszt4-kéthibrid rendszerben kapot
eredményeket. Egy tudomanyos folyoiratban talaltunk egy szamunkra érdekes

beszamolot arrol, hogy az emberi Akt kinaz képes foszforilalni a szintén emberi RAC1
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GTP-azt, meéghozza a 71-es szerin oldallancon, ami moddositja annak GTP-kotd

képességét [162].
6xHis-MtRRK1 GST-AtMAPK4

MBP-MsROP6

s | ¢ MBP-MsROPG
- . 67,3kDa

6xHis-MtRRK1
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-
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11. abra. 1-2. oszlopokon 6xHis-RRK1-gyel végzett kindz reakcio; 1. MBP-MsROP6-CA (GTP-kétott
mutdns) 2. MBP-MsROP6 (vad tipus); a pirossal karikdzott részen az RRK1 autofoszforildcidja
ldthaté. 3-5. oszlopokon GST-AtMAPK4-gyel végzett kindz reakcid. 3. MBP-MsROP6-CA (GTP-kotétt
mutdns) ; 4. MBP-MsROP6 (vad tipus); 5. MyBP-mielin bdzikus fehérje.

A mi lucerna MsROP6-unk a 74. szerinnél a NetPhos2 server programmal
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) végzett szamitogépes eldrejelzés alapjan
egy nagyon jol foszforildlhaté kinaz felismer6helyet tartalmaz, ami nagymértékben
hasonlé a RAC1-ben talalhat6 felismerd helyben. . Elkészitettuk a 6xHis-MsROP6 S74A
mutans valtozatot. amelyben a 74. szerint alaninra cseréltiik. Ugyanezt a mutanst a GTP-
az CA valtozatban is el6idéztiik. Az MtRRK1-gyel végzett kindz reakcioban a 6xHis-
MsROP6 S74A mutans valtozat foszforildlodott. A 6xHis-MsROP6 S74A és a 6xHis-
MsROP6 S74A+CA valtozatokat Ujra tisztitottuk és megismételtiik a kinaz reakciot (12.

abra).

A 6xHis-MsROP6 S74A ugyanugy foszforilalédott, mint a 6xHis-MsROP6 W vad tipusu
fehérje. A  6xHis-MsROP6 S74A+CA is a 6xHis-MsROP6 CA-hoz hasonléan

foszforilalédott. Az MtRRK1 tovabbra is nagyon gyengén foszforilalta a mielin bazikus
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fehérjét. Ezek alapjan ugy gondoltuk, hogy a GTP-az a 74-es szerin helyett mashol is

foszforilalédhat. Ezt MALDI vizsgalattal szerettiik volna bizonyitani.

6xHis-MtRRK1
46,7kDa

6xHis-MsROP6
26,7kDa

Csak WT CA DN S74A ST4A MyBP
MtRRK1 CA

12. abra. MtRRK]1 tértend kindz reakciék. Balrél kezdve: csak MtRRK1; 6xHis-MsROP6 vad tipus
(WT); 6xHis-MsROP6 GTP-kététt mutdn (CA); 6xHis-MsROP6 GDP-kiététt mutdns (DN); S74A:
6xHis-MsROP6-nak 74 szerin/alanin mutdnsa (S74A); 6xHis-MsROP6 S74A+CA dupla mutdns;
MyBP (mielin bdzikus fehérje).

Az MsROP6 foszforilalt aminosavanak azonositasa
MALDI vizsgalattal

A MALDI vizsgalathoz nem radioaktiv ATP-vel foszforilaltuk az MsROP6 fehérje CA
valtozatat az MtRRK1 kinaz altal. Az MTA SzBK Proteomikai laboratériumaban kapott
vizsgalatok eredményét a fehérje szekvenciakon mutatom be. A 6xHis-MtRRK1-ben az
onfoszforilalt aminosavakat pirossal emeltem ki. Az aldhuzas azt jelenti, hogy az
aminosavak koziil egyszerre csak az egyik foszforilalédhatott, de mivel nagyon kozel
vannak, pontosan nem allapithaté meg, hogy valéjaban melyik foszforilalédott. Z6lddel
jeloltem a fehérje kindz részét. Az MtRRK1 kinadz kezdd metioninja hidnyzott. Az
MsROP6 CA fehérjét kék szinnel jeloltem, a fekete szinli rész viszont a 6xHis epitopot és
a klénozas soran keletkezett kapcsol6 szakaszt jel6li. A piros szind szerin a MALDI altal

kimutatott foszforilalt aminosav, amely ezek szerint nem az MsROP6-ra esik.
A 6xHis-MtRRK1 foszforilaci6é helyének meghatarozasa:

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMASMTGGQQMGRGSEFGTRRYIRTGSFKRLFSFTKRGLGEPV
LSPKGEENEKSLKILPYEEETCQRPTWKCFSYEELFDATNGFNSENMVGKGGYAEVYKGTLKN
GEEIAVKRLTRASKDERKEKEFLTEIGTIGHVRHSNVLSLLGCCIDNGLYFVFELSTTGSVSSILH
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DEKLAPLDWKTRHKIVVGTARGLHYLHKGCKRRITHRDIKASNILLTKDFEPQISDFGLAKWLP
SQWTHHSIAPIEGTFGHLAPEYYLHGVVDEKTDVFAFGVFLLEVISGRKPVDVSHQSLHSWAK
PILNKGDIEELVDARLEGEYDITQLKRLAFAASLCIRASSTWRPSMTEVLEIMEEGEMDKEKWK
MPEEEEEQEEEFWGFEDLEYEYDSSFSMSLIDSIESN

6xHis-MsROP6 CA foszforilacié helyének meghatarozasa:

MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRTLYDDDDKDRWGSELEIRYRIPMSGSRFIKCVTVGDVA
VGKTCLLISYTSNTFPTDYVPTVFDNFSANVVVDGSTINLGLWDTAGQEDYNRLRPLSYRGAD
VFLLAFSLISKASYENIAKKWIPELRHYAPGVPIILVGTKLDLRDDSQFFQDHPGAAPITTAQGE
ELRKLIGAPVYIECSSKTQKNVKAVFDSAIKVVLQPPKQKKTKRKGQKACSIL

Ezutan sem adtuk fel, még mindig reménykedtiink a GTP-az foszforilalasaban. Ezért
lecseréltiik ezt a szerint, az igy kapott két fehérjét foszforilaltam és leadtam MADLI

vizsgalatra.

MsROP6 CA valtozat aminosavsorrendje:

MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKHRWIRYRIPMSGSRFIKCVTVGDVAVGKT
CLLISYTSNTFPTDYVPTVFDNFSANVVVDGSTINLGLWDTAGQEDYNRLRPLSYRGADVFLLA
FSLISKASYENIAKKWIPELRHYAPGVPIILVGTKLDLRDDSQFFQDHPGAAPITTAQGEELRKLI
GAPVYIECSSKTQKNVKAVFDSAIKVVLQPPKQKKTKRKGQKACSIL

A két darab piros szerin nem azt jelenti, hogy két foszforilalasi helyet azonositottak,
hanem hogy tul koézel vannak egymashoz, ezért nem tudtak meghatarozni a
foszfatcsoport pontos helyét. Ez a foszforilaci6é is mesterségesnek tekinthetd, mivel a
szerinek, a NetPhos2 program altal megallapithatéan, a megel6z6 RYRIP mintazat miatt
valtak foszforilalhatova. Ezért ettdl a mintazattol is megszabadultunk és igy a harmadik

6xHis farokkal rendelkezd valtozatot adtuk le MALDI vizsgalatra.

MsROP6 CA valtozat aminosavsorrendje:

MGGSHHHHHHGMASMTGGQQMGRDLYDDDDKDRWIRPRDLQMVPYGNSMSGSRFIKCVTV
GDVAVGKTCLLISYTSNTFPTDYVPTVEDNFSANVVVDGSTINLGLWDTAGQEDYNRLRPLSY
RGADVFLLAFSLISKASYENIAKKWIPELRHYAPGVPIILVGTKLDLRDDSQFFQDHPGAAPITT
AQGEELRKLIGAPVYIECSSKTQKNVKAVFEFDSAIKVVLQPPKQKKTKRKGQKACSIL

Nem sikerilt kimutatnunk a GTP-az foszforilalasat. S6t, ugy nézett ki mintha az amino-
végen elhelyezked6 valamennyi szerin képes lenne foszforilalodni. Ezért készitettiink
egy Ujabb 6xHis farokkal rendelkez6 valtozatot. Ebben a 6xHis farok a fehérje karboxi-
végére keriilt és a klonozashoz hasznalt restrikcios endonukleaz (Xhol) felismeré helye

altal kodolt két aminosavon kiviil mas idegen aminosav nem talalhaté benne.

MsROP6 CA-6xHis fehérje aminosavsorrendje:

MSGSRFIKCVTVGDVAVGKTCLLISYTSNTFPTDYVPTVFDNFSANVVVDGSTINLGLWDTAGQ
EDYNRLRPLSYRGADVFLLAFSLISKASYENIAKKWIPELRHYAPGVPIILVGTKLDLRDDSQFF
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QDHPGAAPITTAQGEELRKLIGAPVYIECSSKTQKNVKAVFDSAIKVVLQPPKQKKTKRKGQKA
CSILLEHHHHHH

Itt viszont a MALDI vizsgalat nem mutatott ki foszforilalt aminosavat és in vitro kinaz
reakcié sen bizonyult pozitivnak. Az MsROP6 CA-6xHis-szel végzett kinaz reakciéban
halvany jel ugyan lathaté volt, de errdl kidertilt, hogy E. coli fehérje szennyezés okozza.
Kés6bb a szakirodalomban megjelentek az adatok arrdl, hogy a kereskedelemben
kaphat6, N-termindlisan 6xHis farokkal rendelkez6 bakterialisan tultermeld vektor
konstrukcioknal maga a 6xHis epitop sok olyan szerint tartalmaz, ami koénnyen
foszforilalhat6 kiilonb6z6 szerin-treonin kinazokkal [163,164]. A 12. dbran bemutatott
kinaz reakcion jol latszott, hogy az MtRRK1 dnfoszforilalasa leger6sebb az MsROP6 CA
GTP-az jelenlétében, viszont MsROP6 DN jelenlétében alig kivehetd. Ez felvetette annak
a lehetdségét, hogy bar a kindz nem rendelkezik CRIB motivummal a GTPaz mégis

szabalyozhatja a kinaz aktivitasat.

El6z6 kisérletekbdl az dertlt ki, hogy a kinaz aktivitdsa mégis ,GTP-kotott” ROP
GTPaz fliiggd lehet. Ezért olyan kinaz reakciot allitottunk 6ssze, ahol 6xHis-RRK1 kinaz
és 6xHis-MsROP6 CA GTP-az valtozat mellé tettiik a mielin bazikus fehérjét (MyBP) (13
abra). Az mar ismert tény, hogy a mielin bazikus fehérje kinazok szamara univerzalis
szubsztrat fehérje. Ebben a kisérletben a mielin bazikus fehérje RRK1 kinaz altali
foszforildlédasa aktiv GTP-az jelenlétében hatarozottan erds volt, mig a 6xHis-MsROP6
CA foszforilacié a kontrollhoz képest lecsokkent. GTP-az hianyaban a MyBP foszforilacio

alig volt kimutathato.

Azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy nemcsak az MtRRK1 o6nfoszforilalasa fiigg az
MsROP6 CA valtozat jelenlététdl, de az MtRRK1 kinaz csak akkor képes erételjesen
foszforilalni a mielin bazikus fehérjét, ha jelen van az MsROP6 CA fehérje. Roviden: a
,GTP-kotott”, azaz bekapcsolt alakot utanzé CA valtozat pozitiv hatassal van az MtRRK1
kinaz miikodésére. Ezt az eredményt a kinaz reakcidban résztvevd 6sszetevok molaris
(BioRad) festéssel hataroztuk meg. Ez a mdédszer nem biztosit abszolut pontos értékeket,

hanem csak kozelit6 érteket ad. Itt azonban szeretnénk hangsulyozni, hogy a kévetkezd
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kisérletekben nem enzim kinetikat vizsgaltunk, hanem csak azt a tényt akartuk igazolni,

hogy az RRK-k foszforilacios képességét a ROP6 GTP-az ténylegesen befolyasolja.

6xHis-MtRRK1
46,7kDa .

6xHis-MsROP6-CA . P
26,7kDa 2

MyBP 18,5kDa =

6xHis-MtRRK1 + o+ + +
6xHis-MsROP6-CA - + + "
MyBP - ol G

13. abra. 6xHis-RRK1-gyel végzett kindz reakcié. Az autoradiogramm alatt a pozitiv jelek (+)
jelzik a reakciéban levé fehérjék kombindciéjat MyBP mielin bdzikus fehérje.

Ezért kovetkezd kisérletben a kinaz reakcié soran megvizsgaltuk, hogy az MsROP6-
WT (,vad”) valtozat GTP jelenlétében az MsROP6-WT a MtRRK1 kinaz aktivitasat
pozitivan befolyasolja, mivel a MyBP-t megfoszforilalta, mig GDP jelenlétében nem (14.

abra). A GTP/GDP jelenléte szintén befolyasolta az MtRRK1 dnfoszforilalasat is.

MW,kDa
=72
6xHis-MRREK1 » M iy == 55
46,7kDa
40
—03
6xHix-MsRop6 WT
26,7kDa -
—24
MyBP » -
18.5kDa
RRK1 1 1 1 1 1
MsRop6WT 5 5 5 5 5
MyBP - - = 25 25

= GTP GDP GTP GDP

14. abra. Az vdltozatlan mennyiségli MsROP6 WT (vad tipus) jelenlétében 6xHis-RRK1-gyel

végzett foszforildciék GTP és GDP jelnlétében. Az autoradiogramm alatt a reakciéban levé fehérjék
egymdshoz viszonyitott mennyisége Ildthato.
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A kovetkez6 kisérletben allandé mennyiségli MyBP mellett csokkentettiik az
MsROP6-CA valtozatanak mennyiségét (15. abra). Itt az MsROP6-CA mennyiségének

csokkenésével egylitt az MtRRK1 kinaz aktivitasa megsziint.

6xHis-MtRRK1 =2
46,7kDa

6xHis-MsROP6_CA

26,7kDa
18,5kDA
6xHis-MtRRK1 1 1 1 1 1
6xHis-MsROP6_CA 5 1 02 0,04 -
MyBP 25 25 2§ 2§ 25

15. dbra. A 6xHis-MsROP6-CA koncentrdcié csokkenésével MtRRK1-nek kindz aktivitdsa
ldtvdnyosan csékkent vdltozatlan szubsztrdt és kindz mennyiség mellett. A szdmuk a fehérje

Iy

Ezek utan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a GTP-kotott MsROP6 aktivalja az
MtRRK1-et. Mivel WT ,vad” tipusa csak GTP jelenlétében befolyasolta pozitivan a kinaz
akivitasat, a GTP-kotott format imital6 CA valtozat is pozitiv hatassal volt kinaz-
aktivitasra. Igy az RRK1 kindzok a jelatviteli utvonalban a ROP GTP-azok utan
foglalhatnak helyet, mivel kizarélag GTP-kotott, azaz ,aktiv” ROP altal aktivalédnak.

Korabban mar emlitettem, hogy allati és élesztd rendszerben elég jol ismertek a
RHO/RAC/CDC42 GTP-azok altal aktivalt kinazokbdl all6 jelatviteli utvonalak [155].
Kisérleteinkkel egyid6ben egy német kutatécsoport beszamolt arrél, hogy harom altaluk
azonositott a ludfi RLCK (ebbdl kett6 az PLCK VI csalad RRK1-t61 és RRK2-t61 kiillonb6zb
tagja) képes in vitro és in vivo ROP GTP-az kétésre[165]. Ok viszont kizartdk azt a
lehetdséget, hogy ezek a kinazok aktivilalodnak a GTP-azok altal. Kutatécsoportunkban

azoéta igazoltuk, hogy ezek a ludfi kinazok is ROP GTP-az fligg6ek (nem kozolt adatok).
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Kolcsonhatas specifitasanak vizsgalata

Ha a jelatviteli utvonalban az MtRRK-k a MsROP6-t kovetik, akkor az MsROP6
specifikus-e az MtRRK1/2 szdmara, vagy mas GTP-kotott ROP GTP-az is képes aktivalni
kinaz aktivitasukat? Erre a kérdésre azt a megoldast valasztottuk, hogy a fentiekhez
hasonlo6 kisérleteket végeztiink néhany ludfi ROP GTP-az jelenlétében is. A 16. abra (A)
részen az figyelhet6 meg, hogy az MtRRK1 ugyanugy aktivalédik AtROP1 CA+L altal,
mint MsROP6 CA altal. Tovabba a ludfi AtROP6 is képes volt bekapcsolni a 6xHis-
MtRRK1 kinazt (16. abra (B)). Az N-terminalisan epitép-jelolt 6xHis-ROP fehérje
esetében az adott ROP GTP-aznak a foszforilalasa lathato volt. De a C-terminaisan 6xHis-

jelolt ROP-oknal nincs foszforilacios jel, mivel itt az epitép részen nincs foszforilacio.

v ——
6xHis-MtRRK1 )

6xHis-MtRRK1

e 3 “ 46,7kDa S - * 46.7kDa

. 4 6xHis-AtROP1-CA,L < AROP-0k
26,6kDa

< MyBP
MyBP 18,5kDa
18,5kDa
GDP GTP GDP GTP
v‘°$ Q\G" &p$$b$ &,6*\\ ,53‘
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+ 4+ . GxHis-MtRRKI ST & &
FFHFFF &
+ 4+ 4+  GxHisAtROP1-CAL
+ . 4 MyBP

16. abra. (A) Az 6xHis-AtROP1-CA,L mutdns bekapcsolta az 6xHis-MtRRK1 kindz aktivitdsdt, Az
autoradiogramm alatt a pozitiv jelek (+) jelzik a reakciéban levd fehérjék kombindcidjdt. (B) A
ludfii ROP GTP-dzok az AtROP1 és az AtROP6 képesek aktivdlni az 6xHis-MtRRK1 kindzt. Pozitiv
kontrollnak MsROP6-CA-6xHis Ildthato. Az AtROP1-WT-6xHis és az AtROP6-WT-6xHis ,,vad” tipusti
fehérjék csak akkor kapcsoltdk be az 6xHis-MtRRK1 kindz aktivitdsdt, amikor reakcidelegyben
jelen volt ImM GTP.

16. abran mutatott kisérletek eredményébdl arra kovetkeztettiink, hogy a lucerna
RRK kinazaink nem tesznek kiilonbséget a névényi ROP GTP-azok kozott. A fent emlitett
kisérletet tobb mas lucerna és egy kukorica ROP GTP-azzal is megismételtiik, ugyanezen

eredményekkel. Ezekrol a kisérletekr6l kép nem kertilt be a dolgozatomba.

A kovetkez0 kérdés ami felmeriilt az volt, hogy az MtRRK-ok vajon mas kis GTP-azzal

is kolcsonhatasba 1épnek-e? Erre a kérdésre ugy kerestiik a valaszt, hogy kivalasztottunk
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egy nem novényi eredetli RHO-tipusu GTP-azt (RX) (17. abra). Sajnos mi sem tudjuk
pontosan mely €él161énybdl szarmazik ez a GTP-azunk. Dr. Szlics Attila és munkatarsai
Medicago sativa gyokérgiimd cDNS konyvtarbdl nyerték ki, de nem névényi szekvencia.
Azt tartjak valoszinlinek, hogy egy szimbionta vagy parazita gombabol ered6, a CDC42
GTP-az alcsaladhoz tartozo kis GTP-koto fehérjérdl van szé [151].
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17. adbra. Hdrom lucerna, hdrom lidfii ROP GTP-dz, eqy emberi RAC1 GTP-dz, egy éleszté CDC42
GTP-dz és az ismeretleneredetii RX GTP-dz aminosav sorrendjének dsszehasonlitdsa. A pirossal
bekeretezett teriilet a RHO- inszert régiot jelzi. J6l lathaté, hogy az RX GTP-dz a humdn és éleszt6
GTP-dzokkal mutat hasonlésdgot.

A kisérleteink szempontjabol megfelelt ez a GTP-az, mivel tudtuk, hogy nem névényi
ROP GTP-az. A RX GTP-azbdl készitettiink egy CA+L valtozatot, és beklonoztuk a pBD-
GAL4 csalivektorba. Az éleszt6-kéthibrid rendszerben megvizsgaltuk a kdlcsénhatasukat
mindkét MtRRK-val. Az 18. abran lathatd, hogy a lucerna RRK kinazaink nem léptek

koélcsonhatasba a nem névényi eredetli RX GTP-azzal az éleszt6-kéthibrid rendszerben.

18. abra. RX GTP-dz és két MtRRK koézotti kolcsonhatds vizsgdlata az élesztd-kéthibrid
rendszerben. 1. BD-RX GTP-dz és AD-MtRRK1. 2. BD-RX GTP-dz és AD-MtRRK2. 3. negativ kontroll
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AD és BD ,lirés” vektorok. 4. pozitiv kontroll AD-RepA(C1) és BD-ZmRb. Az aminosav szelekciok: (a)
~Trp, -Leu. (b) -Trp.-Leu.-His. (c)-Trp, -Leu, -His, -Ade.

A fenti kisérletbdl az kovetkezik, hogy a novényi ROP GTP-azok tartalmaznak egy (vagy
tobb) olyan mintazatot, amely felel6s az RRK kinazokkal valé kolcsonhatasért és annak
bekapcsolasdért; ennek a mintazatnak viszont mas, nem névényi eredeti RHO GTP-

azokbdl hianyoznia kell.

Az irodalombdl tudjuk, hogy az allati RHO/RAC/CDC42 GTP-azokban egy jellegzetes
peptidhuroknak (RHO-inszert régi6é) van fontos szerepe egyes célfehérjék
bekapcsolasdban [25,166]. Ennek a szakasznak a Kkicserélése ugyanakkor nem
befolyasolja a célfehérjével val6é kolcsonhatast [167-169]. A novényi ROP GTP-azoknak
is van jellegzetes RHO-inszert régidja, amelynek aminosav sorrendje a névényi ROP
GTP-az alcsalddon beliil alig valtozik (17. dbra). Ugyanakkor a novényi ROP GTP-
azoknak ez a szakasza a tobbi RHO csaladhoz tartozé GTP-az hasonlé peptidhurkatol
nagyon eltér6 (lasd 1. és 18. abrak). Az allati RHO/RAC/CDC42 GTP-azok inszert
aminosavbol allé, hasonlé poziciéban levd, peptidhurkaval cserélték ki [167]. A RAS
GTP-azoknak ez a régidja nem tekinthet6 funkcionalis inszert régidnak, az csak a RHO-
tipusd GTPazokra jellemzd. Az irodalmi adatok alapjan ez a csere nem valtoztatja meg
alapvetden a GTP-az fehérje térszerkezetét, de érinti a célfehérjebekapcsolé képességét
[167,169]. Mi is ugyanilyen cserét hajtottuk végre az MsROP6 GTP-azon, és elneveztiik
az igy létrehozott mutanst MsROP6 inszercids régié mutansnak vagyis MsROP6AIRAS

valtozatnak (19. abra).

A Kicserélést specidlis PCR reakciéval végeztiik el. Elgszoris megfeleld primereket

terveztiink. Ezek felépitése az alabbi volt:

5 C insHRAS psti (reverz): a RAS inszercio (AARTVES) els6 harom aminosavat kédold

e

kodold nukleotidok; talnyulé Pstl restrikcids hely.
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3 N insHRAS psti (forward): a RAS inszerci6 (AARTVES) utols6 négy aminosavat

WEV4

szakaszt kddolo6 nukleotidok; tulnyulo Pstl restrikcids hely.

.= MsROP6AIRAS 'IT 11y ETRLDL-—--~ -RTVE--=-———~ SAQ RK PVYIECSSKTQRNVRAVEDSAI]
E MsROP6 IILVGTRLDLRDDSQFEQDEP-~ ¢ PIYIEC I\VKAVEDSAII
2 AtROP6 IILVGTRLDLRDDRQEFFAEHP-- PAYIEC IVKRAVEDAAI]
2 _AtROP1_ IVLVGTRLDLRDDRQFFIDEP-- 0 RQIGAPTYIEC JRAVEDAAI]
& HsRAC1 IILVGTRLDLRDDRDTIERLRERRKLTPITYPCGLAMAREIGAVRYLEC LRTVEDEAI]
¢ Hstoea RNRQRPITPETAERLARDLRAVKYVECSALTQRGLRNVEDEAL!
i_HsRHOA L2RMRQEPVRPEEGRDMANRIGAFGYMECSARTRDGVREVFEMATI

RX MILVGTKMDLRDDRDTLDGLRRRGLSPISQTDGEGLARDIGAVAYMECS LRQVFDEAI]

)

1
Inszert Régiok

ey

ey

A mindkét primer talnyul6 végén talalhaté Pstl enzimfelismerd hely 6 bazisparjabol
csak 5 az igazi tulnyuld. A legbelsé 6-ik bazis része a RAS inszercids régiot kodolod
bazissorrendnek. Els6 1épésként 2 kiilon PCR reakciot allitottunk 6ssze a kovetkezd

primer parositassal:

5 C insHRAS psti/Full-fw (Ndel)

3 N insHRAS psti/ Full-rev stop kodon nélkiili (Xhol)

A Full-fw és Full-rev primerek a teljes hosszusagiu MsRop6 GTPaz kddol6 szekvencia
amplifikalasat teszik lehet6vé. A PCR reakciékban az MsROP6 CA valtozatat valasztottuk
templat molekulanak. Az els6 PCR terméket az Ndel és a Pstl restrikcios
endonukleazokkal, amig a masik két PCR terméket az Xhol és a Pstl restrikcids
endonukledazokkal megemeésztettiik. A pET26b (Novagen) vektort célvektor plazmidnak
valasztottuk, és az Ndel és a Xhol restrikciés endonukleazokkal emésztettiik meg. A mar
megemésztett PCR reacki6 termékeket megfeleléen hasitott pET26b vektorba
illesztettiik be T4 ligazzal. A sikeres ligazreakcid termékeit Gjra megemeészettiik a Pstl
restrikciéos endonukleazzal. Az emésztés utan kialakult ragadés talnyualé végek
eltiintetésehez a Klenow polimeraz nagy fragmentjének exonukleaz-aktivasat
hasznaltuk. Az igy kialakult tompavégii linearis plazmidokat T4 ligazzal cirkularisra
zartuk vissza. Az igy létrejott vektor-konstrukciot MsROP6AIRAS +CA/pET26b-nek

neveztik el. A MsSROP6AIRAS yaltozat eldallitasnal ugyanilyen moédszert kovettiink, csak
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azzal a kis kiilonbséggel, hogy a PCR reakci6 soran az MsROP6 W tipust valasztottuk
templatként.

Egy Ujabb PCR reakcibban a MsROP6ARAS+CA/pET26b és A MsROP6AIRAS /pET26b
kontrukciokat hasznaltuk templatként, hogy a AlRas viltozatokra nézve az éleszto-
kéthibrid vizsgalathoz alkalmas vektorkonstrukciokat eldallithassuk. Full-fw (EcoRI) és
Full-revLl. (Sall) primerparokkal végeztiink PCR reakciét, és a reakci6 terméket
megemésztettiik EcoRI és a Sall restrikciés endonukleazokkal. A reverz primer
segitségével alakitottuk ki a GTP4azok izoprenilaci6ban mutans (L) valtozatat, amely a

kéthibrid vizsgalathoz elengedhetetlen (lasd korabban).

MtRRK1 MtRRK2 Kontrollok

-mll_lll cfeeieeieiofeie

Leu
-His

20. abra. Az MsROP6 ARAS+CAL és az MsROP6 ARAs+L, (piros vonal) mutdnsoknak az MtRRK
kindzokkal  valé  kélcsénhatdsdt  megvizsgdltuk  éleszt6  két-hibrid  rendszerben.
Osszehasonlitdsképpen az MsROP6-nak vad tipusdt (WT) és GTP-kétott (CA) mutdnsdt
pdrhuzamosan vizsgdltuk. (+)kontroll: REP-A(C1)/ZmRb. (-) kontroll AD/BD.

A pBD-GAL4 vektort szintén EcoRI és Sall restrikciés endonukleazokkal hasitottuk, és
a hasitott PCR fragmenteket beillesztettik ebbe a vektorba a T4 ligaz
kozremiikodésével, igy az MsROP6ARAS+CA,L/pBD-GAL4 és az MsROP6ARAS+L, /pBD-

GAL4 konstrukcidékat mar hasznalhattuk az éleszt6 két hibrid reakcioban.

A ARAS MsROP6 fehérjék és mindkét RRK kozotti kolcsonhatasat megvizsgaltuk az
éleszt6-kéthibrid rendszerben (20. dbra). Az éleszté-kéthibrid vizsgalat alapjan a ROP-
inszert régié6 megvaltoztatdsa nem sziintette meg a kinazok és a GTP-azok kozotti

kolcsonhatast.

Ezek utdn arra kerestiik a valaszt, hogy a régionak esetleg van-e szerepe az RRK
kinazok bekapcsolasaban. Ehhez a kisérlethez karboxi-végi 6xHis farokkal rendelkezg,

baktériumban termeltetheté génkonstrukciot allitottunk el6 az MsROP6ARAS+CA
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valtozatabol. A moddositott AIRAS fehérjével végzett kinaz reakcié egyértelmiien
kimutatta, hogy az MsROP6ARAS+CA valtozat nem képes bekapcsolni a 6xHis-MtRRK1
kinazt (21. abra).

6xHis-MtRRK1
46,7kDa  — -

MyBP  __
18,5kDa

6xHis-MtRRK1 + + +
ARas
: CA =
6xHis-MsROP6 CA
MyBP + + +

21. abra. Az MsROP6A™AS-CA mutdnst megvizsgdltuk, hogy bekapcsolja-e az MtRRK1 kindz
aktivitdsdt. Az oszlopon az ldtszik, hogy az MsROP6ARAS-CA mutdns nem képes bekapcsolni de a
pozitiv kontrollnak vett az MsROP6-CA mutdns bekapcsolta MtRRK1 kindz aktivitdsukat. Az
autoradiogramm alatt a pozitiv jelek (+) jelzik a reakciéban levd fehérjék kombindcidjat.

Fenti kisérletekbdl azt a kovetkeztetés vontuk le, hogy az MsROP6 GTP-aznak az
inszercids régidja nem felelds a kolcsonhatasért, de az MtRRK kinazok bekapcsolasaért
igen. Az MtRRK1 nem tett kiilonségét kiilonb6z6 névénybdl szarmazoé ROP GTP-azok
kozott, ami talan azzal magyarazhato, hogy az altalunk vizsgalt névényi ROP GTP-
azoknak az inszercids régidi meglehetdsen nagyfoki homoldgiat mutatnak egymasal, sot

azonosnak is mondhatdk.

A kilénboz6é ludfi ROP GTP-azok inszercios régioi azonban sokkal jobban
hasonlitanak egymasra (1. és 18. abra), mint az allati RHO csalad kis GTP-azaira. Az
altalunk izolalt két kinaz kizarolag novény specifikus. Ez azt jelenti, hogy a névényi ROP
GTP-az az effektor kindzok (RRK-k) bekapcsolasahoz nem igényel CRIB domént, mint az
allati RHO tipusu GTP-azok.

Eddigi eredményeink mind mesterséges, azaz in vitro kortilmények kozott végzett
kisérletekbdl szarmaztak. Kivancsiak voltunk az MtRRK kinazok ndvényi sejten beliili

elhelyezkedésére, hogy vajon ugyanott talalhaték-e, mint az MsROP6 GTP-az.
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22. dbra. A GFP-MtRRK1 fuziés fehérje fluoreszcencidja citoplazmatikus elhelyezkedésti.

Ebbdl a célbol az MtRRK kinazokat 35S promoter altal hajtott GFP (green flourescent
protein) gén mogé klénoztuk be a megfelel6 leolvasasi keretbe. 35S-MtRRK1-GFP és
35S-MtRRK2-GFP génfuzidkat tartalmazdé plazmid molekulakat polietilén glikol (PEG)
alkalmazasaval bejuttattuk ladfi sejtkultirabdl izolalt protoplasztokba és egy napos
tenyésztést kovetden a sejteket konfokalis mikroszkop segitségével megvizsgaltuk (22.
abra). Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mind a két kindzunk a sejten beliil
citoplazmatikus elhelyezkedésli. Kovetkezd kisérletiink célja az volt, hogy a GTP kotott
MsROP GTP-az és az MtRRK1 kinaz sejten beliili elhelyezkedését 6sszehasonlitsuk, ezzel
megerdsitve in vivo kdlcsonhatasuk lehet6ségét. Ebbdl a célbol elballitottuk a kovetkezd
vektor konstrukcidkat: a pRT102-3xHA vektor molekuldba beillesztettiik a MtRRK1-et
illetve az MsROP6-CA mutanst kodolé cDNS szakaszokat. A pRT102-3xHA-MtRRK1
vektor konstrukcioba a haromszor egymast kovetd HA epitop és a MtRRK1 kinaz kozé
beklénoztuk a YFP (yellow flourescent protein) fehérjét kodold6 DNS szakaszt, amit a
pEarleyGate101 vektorbdl PCR reakcidval izolaltunk [170]. Hasonl6képpen izolaltuk a
CFP (cyan flourescent protein) fehérjét kdédolo DNS szakaszt a pEarleyGate102
vektorbol [170] és ezt  hasonloképpen a pRT102 3xHA-MsROP6 CA vektor
konstrukcidoba, a haromszor HA farok és a MsROP6 GTP-az kozé ékeltiik. Ezekutan
rendelkezésre alltak a kovezkezd konstrukciék: pRT102 3xHA-YFP-MtRRK1 és pRT102
3xHA-CFP-MsROP6 CA. A két vektor konstrukciét egyiitt juttattuk be ludfii-protoplaszt
sejtekbe.
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CFP-MsROP6-CA CFP-MsROP6-CA

YFP-MtRRK1 YFP-MtRRK1
23. abra. Bal alsé sarokban zéld szinnel a 3xHA-YFP-MtRRK1 fiiziés fehérje fluoreszcencidja
ldthatd. Jobb felsé sarokban piros szinnel 3xHA-CFP-MsROP6-CA fiizids fehérje fluoreszcencidja
ldthatd. Jobb also részben fehér fényben ldthaté ugyanaz a sejt. A bal felsé részben Idthatd sdrga
szin azt jelzi, hogy a 3xHA-YFP-MtRRK1 és 3xHA-CFP-MsROP6-CA fiiziés fehérjék fluoreszcencidja
dtfedésben vannak.

A mikroszképos vizsgalat eredményeként azt lattuk, hogy a MsROP6 CA mutans (ami
imitalja a ROP GTP-az GTP kotott formdajanak a térszerkezetét és in vitro képes az
MtRRK1 kindz aktivalasara) és az MtRRK1 kinaz sejten beliili elhelyezkedésében van
atfedés. Kovetkezésképpen a két fehérje novényi sejten beliili kolcsonhatasanak megvan
a lehetdsége, legalabbis nem lattuk ennek térbeli akadalyat (23. abra). A kélcsonhatasuk
tényleges in vivo azonositasara a fluoreszcens energia transzfer (FRET) modszert
prébaltuk alkalmazni, de sajnos ezeket a kisérleteket technikai nehézségek miatt nem

tudtuk végrehajtani.

A novényfajok, igy a lucerna is, tobb nagyon hasonl6 szerkezetli ROP GTPazzal
rendelkeznek. A névényi ROP GTP-azok aminosav sorrendjében 95% felletti hasonldsag
mutathat6 ki. A két kinazunk kinaz doménje szintén nagyon hasonlé. Ezért az in vitro
illetve élesztd-kéthibrid kisérletek nem adnak tajékoztatast arrdl, hogy mely kindz mely
GTPazzal hathat kolcson in planta. Ez természetesen fligg a fehérjék el6fordulasatél a
novényen beliil, az egyes szervekben és szovetekben. Ezért 6ssze kivantuk hasonlitani az
ismert lucerna ROP GTPazok és a két RRK kindz génexpressziés mintazatat. Ezt
valosidejli RT-PCR reackioval végeztiik el. Belsé kontrollnak a SecA gén kifejez6dését

hasznaltuk [171].

59



-
’ @ Szar
_l M Levél
‘ O Sejtszuszpenzid
O Gyokér
W Virag
= Gumbd

15.00

GUmo
Virag

Gyokér
Sejtszuszpenzid
Levél

Szar

24. abra. Lucerna ROP GTP-dzok és RRK kindzok relativ génkifejez6désének Gsszehasonlitdsa
valdsidejii kvantitativ PCR-ral. A SecA gén kifejez6désére normalizdlt és az adott gén dtlagos
kifejezGdéséhez viszonyitott értékek.

A 24. 4bran lathatéak a SecA gén kifejez6désével normalizalt, viszonylagos
génkifejez6dési értékek a lucerna egyes szerveibdl szarmazé mRNS (cDNS) mintakban.
Az egyes géneknek a kifejez6dését nem egymashoz viszonyitottuk, hanem mindig az

adott génnek az 6sszes mintaban mért normalizalt kifejez6désének altagértékéhez.

Igy ebben a kisérletben az adott gének kifejez6désének mértékét hasonlitottuk dssze
kilonb6z6 szervekben és sejtszuszpenzidban, a kiilonbozd gének kifejezodésének az
egymashoz valé viszonyat nem vizsgaltuk. Igy pl. az MtRRK1 gyokérgiimében mutatta a
legmagasabb értéket a tobbi szervhez képest, de ezt az érteket nem lehet 6sszevetni az
MtRRK2 gyokérgiim6ben mért kifejezddési értékével. A mérések értékelése utan azt
allapithattuk meg, hogy az MtRRK1 gyokérben és giimdben jobban kifejezddik, mint a
tobbi szervben, mig az MtRRK2 a sejtkulturaban és a viragban mutat nagyon alacsony
relativ kifejez6dést (24. abra). Az MsROP6 GTPaz az MtRRK2 kindzhoz hasonléan
szintén mindenhol kézel azonos mennyiségben fejezédik ki, azonban viszonylag magas a
relativ kifejez6dése a viragban. Erdekes megfigyelni az MsROP9 GTPaz erételjes relativ
kifejez6dését a gyokérgiimbben, ami felveti, hogy ennek a GTPaznak, hasonléan az
MtRRK1 kindzhoz, szerepe lehet a gliméfejlédésben. De ezt még kisérletesen igazolni

kell.
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Az MtRRK2 kindz kodol6 szekvencidjat beklénoztuk a pBD-GAL4 nevii éleszt6-
kéthibrid vektorba, majd ezzel végrehajtottunk még egy éleszt6-kéthibrid szlirést. Azért
esett valasztdsunk az MtRRK2-re, mert az MtRRK1 a csalivektorban (pBD-GAL4)
autoaktivaciot mutatott. Az MtRRK2-vel végzett éleszt4-kéthibrid szilirés soran tovabbi
érdekes potencialis kélcsonhato fehérjéket azonositottunk. A kélcsonhatas ellendrzése

utan a jeldltek aminosavsorrend alapu azonositasa a kovetkez6 eredménnyel jart:

Golgi szervecskékhez, hélyagocskdk (vezikulumok) lefiiz6déséhez és sejtfalszintézishez

kapcsolhaté fehérjék

-Egy dinamin homolég fehérje. A dinamin egy nagy GTP-az fehérje, ami az allati
sejtekben membranvezikuldk befelé iranyulé levalasztasaban (endocit6zis) motor
molekulaként vesz részt [172]. A novényekben fontos szerepet tulajdonitanak hasonlé
fehérjéknek a tilakoid membran kialakitasban és a kloroplasztiszok osztodasaban, mivel

az osztddasi gyliriben mikrotubulus-koté fehérjékkel egytitt fordulnak el6 [173] .

-Egy RGP1 (Reversibly glycosylated protein) homolég fehérje. A Golgi szervecskében

gliikozilalodnak és fontos szerepiik van a sejtfalszintézisben [174].

-Egy SRP (Signal recognition particle) homolég fehérje. Ennek a fehérjének az allati
homolo6gjai a membran integralt vagy a szekrécids fehérjék szignalpeptidjét felismerik a
transzlacié soran, és végrehajtjdk a transzlokaciot [175]. A SRP-knek is van GTP-az

aktivitasuk.

-Egy Golgi szervecskéhez kapcsol6do fehérjével (Golgi associated protein) homolog

fehérje.

- Fasciclin-szerd fehérje homol6g. Az allati megfelel6i a sejtadhézioban jatszanak
szerepet [176]. Novényekben a pontos bioldgia funkciéjuk még ismeretlen, valdszintileg

az endoszomak kiszoritasaban jatszanak szerepet [176].

-Egy CNP-E (centromere-like) centromér-szerd illetve kinezin-szerli fehérjével
homolég fehérje. Van egy mikrotubulus-kétd részlete. Allatokban a kinezinek a
mikrotubulus mentén szallitjdk a vezikulumokat [177]. Ezen kivil ez a fehérje

homologiat mutatott egy KIP1 (kinase interacting protein) nevd fehérjével is, ami
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kizarolag a novényekben el6fordulé fehérje. A KIP1 fehérjéken két coiled-coil
motivumot hordozé régi6 talalhatd, ami a kinazok kindaz doménjével valod
kolcsonhatasért felel6s [178]. A novényi kinezinszer( fehérjék nagy csaladot alkotnak,
de tobbségiikrdl nincs irodalmi adat. Néhany néveényi kinezin-szerd fehérjének az aktin
mikrofilament-kotd aktivitdsa ismert és a kortikdlis mikrotubulusokkal is
kolcsonhathatnak [179]. De ezek a kinezin-szer( fehérjék csak tavoli rokonai az altalunk

izolalt kinezin-szer( fehérjének.

Transzkipciohoz kapcsolhato fehérjék: bHLH transzkipcids faktor fehérje, Myb-szer(
transzkipcios faktor fehérje, Cink-ujj transzkipciés faktor fehérje, Makorin cink-ujj
fajtaji RNS-koté fehérje, Mi-2 kromatinatalakit6 fehérje. Nem rendelkeziink tovabbi

informaciéval ezekkel a fehérjékkel kapcsolatban.
Jeldtviteli titvonalakhoz kapcsolhatd fehérjék

-POZ/BTB domént hordozé fehérje. Ez a domén fehérje-fehérje kolcsonhatasban
jatszik szerepet [180]. Illyen domént hordozé fehérjébdl nagyon sok van a ludfi

genomjaban.

-PIL (Photoreceptor Interacting-like Protein). Ebben két elkiilonithetd domén
talalhatd, POZ/BTB és NPH3. A NPH3 doménnel rendelkezd fehérjéknek fontos szerepiik

van a foto- vagy gravitropizmusban, mint receptor molekulaknak [181].

-DUF315 (Domain of unknown function 315) doménnel rendelkezd fehérje. Késébb

kidertiilt, hogy ez egy novényjellegzetes ROP GTP-az szabalyozé GEF fehérje [43].

A fent felsorolt fehérjéket egy kis képzelGer6vel konnyedén beilleszthetjiik egy
jelatviteli rendszerbe. A Golgi szervecskéhez és a holyagocskakhoz kapcsolhato
fehérjéknek szerepiik lehet a sejt megnyulasaban és a sejtvaz atrendezddésében. A
transzkripciés faktor-szeri fehérjék szerepet jatszhatnak a génkifejez6dés
szabalyozasaban, mivel allati rendszerbdl tudjuk, hogy a TGFf3 és a citokin receptor
kinaz fehérjekomplexek képesek kozvetleniil foszforilalni az atirofehérjéket a
sejtplazmaban. Azok viszont a foszforilalast kovetéen a sejtmagba vandorolnak, és
serkentik vagy elnyomjadk a megfelel6 gének kifejez6dését. A jelatviteli itvonalakhoz
kapcsolhaté fehérjék viszont a Kkiils§ inger altal kivaltott jelet tovabbitjdk a
célfehérjékhez. A GEF példaul bekapcsolva a ROP GTP-azokat az egész jelatviteli

utvonalat mikodésbe hozza.
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6xHis-MtRRK1 6xHis-MtRRK2

6xHis-MtRRK1 A B 6xHis-MtRRK2
46,7kDa < 49,7kDa
T eeees

]

MsROP6-CA- MsROP6-CA-
-6xHis ——s -6xHis
22,7kDa 22,7kDa

25. dabra. Mi-2 kromatindtalakité helikdz homoldg fehérjére, Fasciclin-szerd fehérje
homolégra, centromér-szert illetve kinezin-szert fehérjével homoldg fehérjére és dinamin
homolég fehérjére megvizsgdltuk foszforildciét MsROP6-CA-6xHis jelenlétében. A Mi-2
kromatinatalakito helikaz homolég fehérjét mindkét kindz képés volt foszforildIni.

Az éleszt6-kéthibrid szlirés soran az MtRRK2 altal ,kihalaszott” valamennyi
géndarabot atklonoztuk pMALZc vektorba és megvizsgaltuk, hogy ezeket képes-e
foszforilalni a kinazunk az MsROP6 CA mutans jelenlétében. Az alanyok a kovetkezdok
voltak: Mi-2 kromatinatalakité helikaz homolég fehérje, Fasciclin-szer( fehérje homolég,
centromér-szer( illetve kinezin-szerd fehérjével homoldg fehérje és dinamin homolég
fehérje. Sajnos ezeknek csak az egyikét foszforildlta az MtRRK2, méghozza a Mi-2
kromatinatalakit6 helikdz homol6g fehérjét (25. dbra). A tobbi fehérje esetében a
foszforilacié hianya amiatt is lehetséges, hogy ezeknek egyike sem teljes hosszisagu

fehérje, talan ez okozza a foszforilalas hianyat.

A dinamin homolég fehérjével csinaltunk egy lehuzasos kisérletet, amely sikeres volt,
és igazolta az in vitro kolcsonhatasukat (26. abra). Ennek ellenére nem tapasztaltunk

ebben az esetben sem foszforilaciét. A tovabbiakban a dinamin homoléggal nem
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foglalkoztunk, mivel a teljes hossziisagi cDNS kinyerése igen nagy meérete miatt

nehézkes lett volna.

P | MBP-Dynamin —
(70 kDa)
<« 6xHis-RRK2 —» -
(49 kDa)
PVDF filter Anti-His
CBB festés Western detekcié

26. abra. Az MBP-Dinaminnal htiztam le a 6xHis-RRK2-t és anti-His ellenanyaggal
Western-blottal igazoltam a 6xHis-RRKZ2 jelenlétét. Az MBP-Dinamin jelenlétét CBB
(Coomassie Brilliant Blue) festéssel ellenériztem.
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Osszefoglalas

» Az éleszt6-kéthidrib sziirés soran MsROP6 GTP-azzal er6sen kdlcsonhat6 potencialis
partner fehérjéket azonositottuk. Ezek kozilil két receptorszerii citoplazmatikus
kinazt valasztottunk ki a tovabbi vizsgalatokra. A két receptorszerd citoplazmatikus
kindzt MtRRK1-nek és MtRRK2-nek neveztiik el (RRK=ROP interacting Receptor-like
Kinase).

» Ezek a kinazok kizarolag novényekben talalhatok meg, és a névényi receptorszerii
citoplazmatikus kinazok VI. csaladjanak tagjai (RLCK VI).

» Ezeken a kinazokon a kinaz doménen kiviili rovid amino- és karboxi- tdlnyulé
végéken nem azonosithaté a ROP GTPaz kotésért felel6ssé tehetd ismert domén vagy
motivum. A kinaz fehérje egésze (rovid terminalis szakaszok kivételével) sziikséges
a kolcsonhatashoz.

» Az MsROP6 GTP-az nem szubsztratja ezeknek a kinazoknak, hanem GTP kotott
formajaban aktivatora, ami azt jelenti, hogy képesek bekapcsolni az MtRRK fehérjék
kinaz aktivitasat. A kindz nem mutat specifitdst a novényi ROP GTPazokon beliil, mig
egy nem novényi eredeti CDC42-szerti GTP-az nem volt képes indukdlni az
aktivitasat. Kovetkezésképpen ez egy novényspecifikusnak tekinthetd jelatviteli
kapcsolat.

» Az MsROP6 GTP-aznak az inszerciés régidja felelés az MtRRK kinazok
bekapcsolasaért, de az elrontott inszercids régio nem sziinteti meg a kolcsonhatast.

» Mindkét RRK kinaz a citoplazmaban helyezkedik el.

» Az MsROP6 és az MtRRK1 fehérjék sejten beliili lokalizaciéja és novényi szervekben

meért génexpresszidja részben atfed.

Osszességében elmondhatd, hogy els6k kézott azonositottunk olyan névényi kinaz
molekulakat, amelyek mint ROP GTP-az effektorok részt vehetnek a RHO (ROP) GTPaz-
fliggd jelatvitelben. Ez a jelatviteli 1épés szamos novényspecifikus vonassal rendelkezik,

amelyeknek tovabbi vizsgalata érdekes betekintési lehet6séget nyujt a jelatviteli

W4

egyedfejlédés szabalyozasaval kapcsolatban.
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Thesis of PH.D

The lifestyles of plants and animals differ at the most basic level. While animals are
capable of changing their location, plants's lifestyles must accomodate to their
unchanging location. As such, plants' do not have a determined developmental program.
This means that environmental factors have a primary influence on the developmental
program. Small environmental changes cause variation in the functions of hundreds of
plant genes, thus allowing the organism to adapt its metabolic pathways and continual

development to the given situation.

When G-proteins bind a GTP molecule and when they release GDP and inorganic
phosphate, their structure changes. This structural change is associated with the change
in the protein's signaling activity as well [15,19]. In their GTP-bound form, the small
GTPases are capable of interacting with the end-products, or effector proteins, in the
signaling pathway. This interaction results in a change in the functioning of the effector
proteins, thus the conclusion that the GTP-bound form is the "switched on" form of the
G-proteins. In contrast, the GDP-bound form has no interaction with the end-products
and does not pass on signals, thus is considered the "switched off" form. Thus the ROP
GTPases, like other members of the RAS superfamily, function as 2-state molecular
switches, which, depending on their form, switch on or off signaling pathways. ROP
GTPase regulating proteins can be placed in three role-based groups: proteins that
speed up GTP degradation (GAPs; GTPase Activating Proteins), nucleotide-exchanging
proteins (GEFs; Guanine nucleotide Exchange Factors) and nucleotide-anchoring
proteins (GDIs; Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) [40]. GAP and GDI proteins
typically interact with GTPases, resulting in or restricting to the GDP-bound, deactivated
form, thus inhibiting signaling. In contrast, GEFs assist in releasing GDP, stimulating
GTP binding and the activation of the GTPases. On the whole, GTPase signaling activity
is determined by the ratio of GDP- and GTP-bound proteins.

Significant variations between plants and animals exist with respect to small GTPases
(RAS/RHO) too, which play a role in signaling. The cell division controlling RAS GTPases
are completely lacking in plants and only group of RAC-related GTPases, the ROP (RHO
proteins of plants) GTPase group exists, but it distinctly differs from them [7,10,16] ROP
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GTPases play a key role in the regulation of plant cell growth as they determine the
direction apical growth [34,35,37,84-88]. Among the known ROP GTPase effector
proteins, there are numerous proteins which play a role in the reorganization of the
cytoskeleton (for example, RIC, ARP, WAVE, formin, RBOH, ICR/RIP, CCR, UGT)
[50,84,85,87,114,118,121,133-135,137]

Plants have fewer G-proteins and associated receptors, but more receptor-like
kinases (RLK) [11,12]. The wall cress genome contains more than six hundred different
receptor kinase genes, which is at least six times more than the human genome. In total,
the wall cress genome encodes more than a thousand kinase proteins, while the human
genome has only 500-600 similar proteins. Comparable differences can be seen when
considering the genes responsible for protein degradation as well. The large number of
receptors and signaling proteins guarantees the plant cell a rapid, flexible response to
environmental change. In spite of the fact that plants code for an extremely large
number of kinase genes, the ROP GTPase-activated plant kinase effectors have not been

identified.

Regulation of plant development is extremely variable. In our laboratory, we are
studying those processes, at the cell and molecular level, which allow for the regulation
of rapid and environmentally-adaptive plant cell division, shape and differentiation. In
association with this, our laboratory has been studying the role of RHO-type (ROP)
GTPases in plant cell signaling pathways. When we began working with plant signaling
pathways, and specifically the key role of GTPase interactions (end-products and
regulators), there was little information available in the literature. Thus it was relatively
simple to state our objectives: to discover new elements in the primarily unknown plant
ROP GTPase-activated signaling pathways. Our goal was to use independent methods to
reveal and confirm interactions between newly identified elements ansd ROP GTPases,
both in vitro and in vivo. Primarily, we were interested in whether these small proteins,
functioning as molecular switches, were taking part in the activation of kinase reaction
chains, as in yeasts and animals. Finally, we aimed to determine the biological role of
the newly identified elements. In this way, we hoped to expand upon the presently

limited known information about signaling pathways in plant cells.
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The first part of my PhD work was to find proteins (regulators and end-products) that
interacted with ROP GTPases using the yeast-dihybrid system. Initially we identified
three ROP GTPase cDNA in alfalfa and fully characterized them [151]. We then chose to
further study the cDNA for which no data was available in the literature. We labeled it
as MsROP6 GTPase and using a 2-step PCR, we produced the following: deactivated (DN-
Dominant Negative), continually activated (CA-Constutively Active) and non-

isoprenilated (incorrect intracellular localization, L).

-We carried out yeast-dihybrid screening on the cDNA library generated from alfalfa
root. After the screening, the gene sequences that were "fished out" using the MsROP6
GTPase CA+L mutants (CA-Constutively Active + non-isoprenilated-incorrect
intracellular localization, L) were identified in the GenBank data (Blastx:
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). The results indicated that the cDNAs code for the
following proteins: two receptor-like cytoplasmic kinases (RLCK, Receptor-like
Cytosolic Kinase), two p65 microtubule-bound proteins, one protein homologous to
NEDD1, one MtN24 (234as) root-specific protein, one DUF1620 (domain unknown

function) domain carrying protein and one part of a completely unknown protein

-We concentrated on two receptor-like cytoplasmic kinases, since there was no
available information about plant ROP GTPase interactions with kinases, yet proteins
with similar characteristics play basic roles in the cell function of other eukaryotes, such
as the GTP-bound CDC42/RAC GTPase interaction with the PAK1 (p21 protein activated
kinase) kinase family [155-157]. All PAK1 kinases have a CRIB (CDC42/Rac-interactive
binding) motif, which is responsible for the interaction with GTPases. We named the
two receptor-like cytoplasimic kinases ROP-interacting Receptor-like Kinases (RRK for
short). The two alfalfa-RRK, as previously stated, belong to a previously unknown plant

kinase family, which is called receptor-like cytoplasmic kinase VI family (RLCK VI) [158].

-From the yeast two hybrid experiment, we came to the conclusion that the two RRK

kinases interact with the MsROP6 CA+L forms and not with the DN form. Thus the

two MtRRK kinases do not interact with the GDP-bound ROP GTPase, similar to the

animal and yeast PAK1 kinases.
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-In animal and yeast systems the kinases that bind RHO/RAC/CDC42 GTPases usually
have a CRIB motif (for example, PAK1 kinases [155]), yet in the complete genome
sequence of wall cress, no kinases were found to contain the CRIB motif. If the CRIB
motif isn't present, then which part of the kinase is responsible for the interaction? Is
there a distinct region or amino acid sequence which is responsible for binding to the
activated ROP GTPase? To answer this question, we broke the MtRRK1 kinase into
various pieces. We tested the interaction of the segments with ROP GTPase using the

yeast-dihybrid system. We came to the conclusion that there is no identifiable part or

region of the kinase which is, by itself, responsible for the interaction with activated

ROP GTPase. It is probable that there is not one, single peptide pattern that is
responsible, but rather amino acid side chains found on various parts of the kinase take

part in the interaction.

-In the literature there are examples of the small GTPases (such as RHOA, RAB, RIC1)
as well as regulatory proteins (GEF, GDI) which are regulated by direct phosphorylation
[159-161]. Since the MtRRK kinases do not possess CRIB motifs, a logical question
developed as to whether MsROP6 is actually the substrate for the MtRRK kinases. To
test this, we planned a kinase reaction using radioactively labeled [y-32P] ATP, for
which we overexpressed proteins in bacteria and purified them. Using the MALDI
technique, we the MsROP6 protein CA form was phosphorylated with non-radioactive
ATP by the MtRRK1 kinase. The results of the investigation in the MTA SzBK Proteomic
Laboratory and the radioactive kinase reactions both showed that the MsROP6 GTPase

is not the substrate of the MtRRK kinases.

-We examined whether the kinase activity of MtRRK kinases is dependent on MsROP.

We examined the phosphorylation of myelin basic protein (a universal substrate for
serine threonine kinases) by RRK1 kinase in the presence of activated GTPase. The
MtRRK1 kinase is only able to significantly phosphorylate the myelin basic protein if the
MsROP6 CA mutant or MsROP6 WT wild type and 1mM GTP are present. In the absence
of GTPase, MyBP phosphorylation was barely observable. Likewise, phosphorylation
was very weak with MsROP6WT wild type and 1mM GDP. GTP-bound MsROP6 GTPase
activates MtRRK.

-If MtRRKs follow MsROP6 in the signaling pathway, then is MsROP6 specify for
MtRRK1/2, or will other GTP-bound ROP GTPases also be able to activate their kinase
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activity? To answer this question, we carried experiments similar to those above in the
presence of some wall cress ROP GTPases as well. The experiments showed that
AtROP1 and AtROP6 also activated the MtRRK1 kinase. Thus it is not a specific reaction,

other ROPs can activate the kinase in vitro.

-We also examined whether GTPases in non-plant RHO families are capable of
activating it. We chose a non-plant RHO-type GTPase (RX). Unfortunately, we are not
sure of which organism the GTPase is from. Dr. Attila Szilics and his colleagues found it
in the cDNA library of Medicago sativa root, but it is not a plant sequence. They believe
that it originated from a symbiotic or parasitic fungus. It is a small GTP-bound protein
belonging to the CDC42 GTPase sub-family [151]. We studied its interaction with both
MtRRKs using the yeast-dihybrid system. The alfalfa RRK kinases did not interact with
the non-plant RX GTPas in the yeast-dihybrid system. The MtRRK kinases only interact
with plant ROP GTPases and are only activated by ROP GTPases. In other words,

they are plant-specific effectors of ROP GTPases.

-The results of the above experiments lead to the conclusion that plant ROP GTPases
contain one (or more) patterns that are responsible for the interactions with RRK
kinases and kinase activation, and that this pattern is missing in other, non-plant RHO
GTPases. We know from the literature that animal RHO/RAC/CDC42 GTPases have a
characteristic peptide loop (RHO insertion region) which has an important role in
activation [25,166]. Nonetheless, variation of this region does not affect the interaction
between the proteins [167-169]. Plant ROP GTPases also have a characteristic RHO-
insertion region and its amino acid sequence hardly varies within the plant ROP GTPase
sub-family, yet this region is extremely different from the peptide loop found on
GTPases in other RHO families. This can't be considered a functional insert region in
RAS GTPases, as it is only characteristic of RHO-type GTPases. According to the
literature, this change doesn't affect the GTPase proteins' structure, but it does affect its
ability to activate the effetor protein [167,169]. We also carried out a similar exchange
on the MsROP6 GTPase and we named the produced mutant MsROP®6 insertion region
mutant, or MSsROP6AIRAS, We examined the interactions between the ARAS MsROP6
proteins and both RRKs using the yeast-dihybrid system and found that the change in
the ROP-insert region did not affect the interaction between the kinases and the

GTPases. Nonetheless, the reaction with MsROP6ARAS+CA mutant protein did show that
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it was not capable of activating the MtRRK1 kinase. The ROP insert region responsible
for activation of RRK, but not binding of RRK kinases.

-We cloned the MtRRK kinases into the appropriate reading frame behind a 35S
promoted GFP (green fluorescent protein) gen. The plasmids containing 35S-MtRRK1-
GFP and 35S-MtRRK2-GFP gene fusions were transformed into wall cress protoplasts

using polyethylene glycol (PEG) and after one day of growth, the cells were observed

under a confocal microscope. We determined that both kinases are localized within
the cell's cytoplasm.

-We transformed both YFP-MtRRK1 and CFP-MsROP6+CA vector constructions into wall

cress protoplast cells (YFP, yellow fluorescent protein; CFP, cyan fluorescent protein).
Microscopic examination showed that MsROP6 CA mutant and MtRRK1 kinase have

common localization in the cell. Thus there is the possibility of interactions within the

cell, since they are in the same vicinity.

-The SecA gene has normal expression in sample of mRNA (cDNA) from different parts
of alfalfa. The expression of different genes were not compared to one another, but
rather in relation to the given genes normalized, average expression in all samples. We

were able to determine that MtRRK1 is more highly expressed in the roots and tubers

than in other plant parts, while MtRRK2 shows very low relative expression in cell

cultures and flowers. Like MsROP6 GTPase and MtRRKZ2 kinase, it expresses in

relatively constant amounts everywhere, but has rather high relative expression in the

flower.

-We identified other potential interacting proteins for MtRRK2 in the yeast-dihybrid
screening. After testing interaction, the amino acid-based identification of partners
produced the following:

Proteins interacting with the Golgi apparatus, vesicular trafficking and cell wall synthesis:
Dynamin, RGP1 (Reversibly glycosylated protein), SRP (Signal recognition particle),
Golgi associated protein, Fasciclin-like protein, Kinesin-like.

Proteins associated with transcription (transcription factors): bHLH transcription factor
protein, Myb-like transcription protein, Zinc-finger transcription protein, Makorin zinc-
finger type RNA-binding protein, Mi-2 chromatin remodeling protein

Proteins associated with signaling pathways: POZ/BTB domain-carrying protein, PIL
(Photoreceptor Interacting-like Protein), DUF315 (Domain of unknown function 315)
domain carrying protein, which was later discovered to have ROP-GEF function.
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» We identified strongly interacting potential partners for MsROP6 GTPase using the
yeast-dihybrid screening. Amongst these, we chose 2 receptor-like cytoplasmic
kinases for further study. We named the two receptor-like cytoplasmic kinases
MtRRK1 and MtRRK2 (RRK=ROP interacting Receptor-like Kinase).

» These kinases are only found in plants and are members of the plant receptor-like
cytoplasmic kinases VI. family (RLCK VI).

» A domain or motif responsible for ROP GTPase binding in the short amino and
carboxy groups outside the kinase domain was not found. The whole kinase protein
(with the exception of the short terminal regions) is necessary for interaction.

> The MsROP6 GTPase is not a substrate for these kinases, but in GTP-bound form an
activator, which means that it is able to activate the MtRRK kinases kinase activity.
While they don't show specificity within the plant ROP GTPases, a non-plant CDC42-
like GTPase was not able to induce activity. Thus we consider the signaling
connection to be plant-specific.

» The insertion region of the MsROP6 GTPase is responsible for activating the MtRRK
kinases, but an altered insertion region doesn't inhibit interaction.

» Both RRK kinases are found in the cytoplasm.

» The cellular localization of MsROP6 and MtRRK1 overlaps.

In summary, we were among the first to identify plant kinase molecules
which taken part in RHO (ROP) GTPase-dependent signaling. This signaling
step has several plant-specific aspects, of which further studies will provide
interesting insight into the evolution of the signaling pathway, as well as

providing valuable information about the regulation of plant development.
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