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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 életmddot
folytatnak. Ennek megfeleléen a novények egyedfejléddési programja nyitott. Ez azt
jelenti, hogy a program lefutasat alapvetdéen befolyasoljak 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.

A sejten beliili jelatvitel jelentOs szerepldi az 6sszes eukariota él6lényben, beleértve a
novényeket is, a kis molekulasulyt GTP-kot6 fehérjék, azaz kis GTP-azok. Ezek a fehérjék
kétallast molekularis kapcsoléként miikodnek [1,2]. A kis GTP-kotd fehérjék koriilbeliil
21 kDa molekulatomegiliek, GTP-koté és GTP-bonté képességgel rendelkeznek. Az
eukariotak kis GTP-azai mind a RAS nagycsalad tagjai, amelyek tovabbi csalddokba
sorolhaték. Ezekbe a csalddokba tartozo fehérjék a sejten beliil valtozatos folyamatokat
szabalyoznak, példaul a sejtosztddast (RAS), a sejtvaz szervezddését (RHO), a membran-
hoélyagocskak (vezikulumok) lefliz6dését (ARF) és 6sszeolvadasat (RAB) [1,3,4]. Az allati
RHO GTP-az csalad tovabb osztalyozhaté a RAC, RHO és CDC42 alcsaladokra.

A novényekbdl teljesen hidnyoznak a sejtosztédast szabalyozé RAS GTP-azok, és a
RHO GTPazok tekintetében is csak egyetlen, a RAC GTP-azokhoz kozel allé, de azoktol
egyértelmlen elkiilonilé csoportjuk, a ROP (RHO proteins of plants) GTP-azok
alcsaladja létezik [2,5,6].

Amikor a G-fehérjék megkotnek egy GTP molekulat, valamint amikor azt elbontjak
GDP-re és szervetlen foszfatra, megvaltozik a térszerkezetiik. Ez a szerkezeti
atrendezddés a fehérjék jelatviteli aktivitdsanak megvaltozasaval jar egyiitt [4,7]. A kis
GTP-azok GTP-kot6 alakjukban képesek kdlcsonhatni a jelatviteli lancban 6ket kovetd
célfehérjékkel, azaz az effektor-fehérjékkel. A kolcsonhatas eredményeként az effektor-
fehérje miikodése megvaltozik. Ebbol kovetkezik, hogy a GTP-kotott alak a ,bekapcsolt”
alakja a G-fehérjéknek. A GDP-kotott alak ezzel szemben nem hat koélcson a

célfehérjékkel, és igy nem is tovabbit jeleket, azaz ,kikapcsolt” alaknak nevezhetjiik.



A GTP-kot6é fehérjék, igy a ROP GTPazok, ,ki- illetve bekapcsolasat” szabalyozod
(regulator) fehérjék végzik. A ROP GTP-azok szabalyozd fehérjéi szerepiik alapjan
harom csoportba sorolhatok: GTP-bontast gyorsito fehérjék (GAP-ok; GTPase Activating
Proteins), nukleotidcserél6 fehérjék (GEF-ek; Guanine nucleotide Exchange Factors) és
nukleotidrogzitd fehérjék (GDI-k; Guanine nucleotide Dissociation Inhibitors) [8]. A GAP
és GDI fehérjék a GTP-azokat alapvetden a GDP-kotott, kikapcsolt formaba juttatjak,
illetve ott tartjak, megakadalyozva ezzel a jelatvitelt. Ezzel szemben a GEF-ek a GDP
elengedését eldsegitve a GTP-kotést serkentik és ezzel bekapcsoljdk a GTP-azokat. A
GTP-azok jelatviteli aktivitasat osszességében a GDP- illetve GTP-kotott valtozatok

aranya hatarozza meg.

A ROP GTP-azok csalddja tobb génbdl all: ludfiiben 11, rizsben 7, kukoricaban 9 ROP
GTP-azt azonositottak [5,9,10]. A ROP GTPazok szerkezete alapvetéen konzervalt, de
szamos is jellegzetességet mutat. Ennek megfelel6en szabalyozd és célfehérjéik kozott is
talalunk olyanokat, amelyek evoluciésan konzervalédtak illetve novény specifikusak.
Példaul a novényi ROPGEF fehérjék egy csak a novényekre jellemzé domént (Plant
specific ROP Nucleotide Exchanger, PRONE) tartalmaznak, egyes ROPGAP fehérjék az
allati CDC42/RAC fehérjék effektoraira jellemz6é CRIB (CDC42/RAC-interactive binding)
motivumot hordozzdk, mig a ROPGDI fehérjék felépitése megegyezik mas eukariotak

hasonl6 fehérjéiével.

Még nagyobbak a kiillonbségek a ROP illetve RHO célfehérjék tekintetében. A ROP
GTPazok legismertebb effektorai a CRIB-motivumot tartalmazé kis molekulasulyu
adaptor fehérjék (RIC, ROP-interacting CRIB-containing proteins), amelyek csak
novényekben fordulnak el6. Hasonléan novényspecifikusak a sejtfal szintézisében
szerepet jatszd ROP effektorok (ICR/RIP, CCR, UGT). Ugyanakkor az aktin sejtvaz RHO
GTPazok altali szabalyozasaban valamint a NADPH oxidaz enzim regulalasaban sok a
hasonldsag a kiilonb6z6 eukaridta él6lények kozott. Jellegzetes kiilonbség azonban, hogy
a novényekben nem ismertek CRIB motivumot hordozo un. p21-aktivalt kinazok (PAK)
[2], holott ezek a kindzok, amelyeket a ,bekapcsolt” CDC42/RAC GTpazok kozvetleniil
aktivalnak fontos szerepet toltenek be mas eukariétdkban mind a sejtvaz, mind MAPK

kaszkadok aktivalasan keresztiil a génexpresszio, szabalyozasaban.

Mivel a névényekben nincsenek az allati sejtekben a mitogén jelatvitelben fontos

szerepet betoltdé RAS GTPazok sem, ezért a GTPazok és a kindzok kozotti kapcsolat



novényekben nyilvanvaldan teljesen eltér attdl, mint amit mas organizmusokban leirtak.
Ugyanakkor nagyon valdsziniitlen, hogy ez a kapcsolat névényekben nem létezik,
kulonds tekintettel arra, hogy a ndvények hatalmas szamu kinaz fehérjét kodol6é génnel
rendelkeznek. A ROP GTPazoknak a novényi egyedfejlédésben betoltott teljes
szerepének tisztazasahoz elengedhetetlen a ROP GTPaz aktivalt kinazok azonositaa és

vizsgalata.

Célkitiizések

A novényi egyedfejlédés szabalyozasa rendkivill rugalmas. Laboratériumunkban
azokat a sejt- illetve molekularis szint(i folyamatokat vizsgaljuk, amelyek lehetévé teszik
a novényi sejtek osztdédasanak, alakjanak, differencidlodasanak gyors, a koérnyezeti
feltételekhez alkalmazkod6 szabalyozasat. Ehhez kapcsolédva laboratériumunkban tobb
éve kutatjuk a RHO-tipusi (ROP) GTP-azok szerepét a ndvényi sejtek jelatviteli
halézataiban. Amikor elkezdtiink foglalkozni a névényi jelatviteli rendszerrel, az ebben a
rendszerben Kkulcs szerepet jatszé kis GTP-azok kolcsonhatdirél (célfehérjérdl és
szabalyozo6irél) alig volt fellelhet irodalmi adat. Igy eléggé egyszerii volt Kit(izni
célunkat: Uj elemeket tarjunk fel az addig alig ismert névényi ROP GTP-az altal aktivalt
jelatviteli rendszerben. Célunk volt az azonositott Uj elemek és a ROP GTP-az kozotti
kolcsonhatas egymastol fiiggetlen mdodszerekkel valo igazolasa illetve megerdsitése in
vitro és in vivo korilmények kozott. ElsGsorban arra kerestiik a valaszt, hogy ezek a
molekularis kapcsoldként szolgalo kisméretli fehérjék, az éleszt6 és az allati sejtekhez
hasonléan, részt vesznek-e kinaz lancolatok aktivalasaban. Végiil az djonnan azonositott
elemeknek meg kivantuk hatarozni a biolégia szerepét. Mindezeknek kdszonhetSen azt
reméltiik, hogy hozzajarulhatunk a névényi sejtek jelatviteli haloézataival kapcsolatos

jelenleg még meglehetésen hianyos ismereteket bovitéséhez.

Az anyagok és modszerek

-Plazmid tisztitas
-Kialénb6z6 MsROP6 mutans valtozatok el6allitasa PCR reakcidoval
-Eleszt6-kéthibrid sziirés és éleszté-kéthibrid matrix vizsgalatok

-Baktériumban termeltetett fehérjék tisztitasa



-Fehérje azonositdsa Western blot mddszerrel

-In vitro kinaz reakcid
-Ladfl protoplasztok transzformalasa
-Fluoreszcens mikroszkdépia

-RNS tisztitas és cDNS szintézis

-Valésidejli kvantitativ polimeraz lancreakcié

Eredmények

-A ROP GTP-azzal végzett az éleszt6-kéthibrid sziirés

PhD munkam els6 szakasza abbdl allt, hogy ROP GTP-azokkal kdlcsonhaté fehérjéket
(szabalyozokat vagy célfehérjéket) talaljunk az éleszt6-kéthibrid rendszer
alkalmazasaval. Ennek soran els6ként azonositottuk harom lucerna ROP GTP-4z cDNS-
ét, részlegesen jellemeztiik 6ket [11], majd azt valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokhoz,
amelyrél irodalmi adat még nem Aallt rendelkezésre. Ebb6l az MsROP6 jelli GTP-azbdl
kétlépcs6s PCR-rel a kovetkezd valtozatokat allitottuk eld: kikapcsolt (DN-Dominant
Negative), folyamatosan bekapcsolt (CA-Constutively Active) illetve nem izoprenilal6dé

(elrontott intracellularis lokalizacioju, L).

A lucerna glim6bd6l szarmazo cDNS konyvtaron végeztiink éleszt6 kéthibrid sziirést. A
szlirés utan a MsROP6 GTP-az CA+L mutansaval ,kihalaszott” gének szekvenciait
azonositottuk a GenBank adatbazisaban (Blastx: http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). Az
igy kapott eredmények szerint a cDNS-ek a kovetkezd fehérjéket kddoltak: két receptor-
szerl citoplazmatikus kindzt (RLCK, Receptor-like Cytosolic Kinase), két p65
mikroutubulus kapcsolt fehérjét, egy NEDD1 homolég fehérjét, egy MtN24 (234as)
giimdjellegzetes fehérjét, egy darab DUF1620 (domain unknown function) nevii domént

hordozé fehérjét és egy darab teljesen ismeretlen fehérjét.

Munkank soran két receptorszer(i citoplazmatikus kinazra Kkoncetraltunk, mivel
novényi ROP GTP-azzal kolcsonhato kinazokrdl eddig nem voltak adatok, ugyanakkor az
ilyen tulajdonsaggal rendelkez6 fehérjék alapvet6 szerepet toltenek be egyéb eukariota
szervezetek sejtfunkcidiban, mint példaul a GTP-kotott CDC42/RAC GTP-azzal
kolcsonhatdo PAK1 (p21 protein activated kinase) csaladhoz tartoz6 kinazok [12-14].
Valamennyi PAK1 kinaz hordozza a CRIB (CDC42/Rac-interactive binding) motivumot,
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ami a GTP-azokkal valé kolcsonhatasért felel6s. A két receptor-szer(i citoplazmatikus
kinazt elneveztilk ROP-pal kolcsonhaté receptor-szerli kinaznak (ROP-interacting
Receptor-like Kinase), roviditve RRK-nak. A két lucerna-RRK egy eddig teljesen
feltaratlan novényi kinazcsaladhoz tartozik, melyet receptor-szerii citoplazmatikus

kinaz VI csaladnak (RLCK VI) hivnak [15].

A MtRRK (ROP interacting Receptor-like Kinase) és az MsROP6 GTP-az
kozotti kolcsonhatas vizsgalata
A RRK kinazok és kiilonb6z6 MsROP6 GTPaz mutansok kozotti éleszt6-kéthibrid kisérlet

ek eredményébdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két RRK kindz az MsROP6

CA+L és L valtozataval hat kélcsén, a DN formaval nem. Eszerint a két MtRRK kinaz a

GDP-kotott ROP GTP-4zzal nem mutat kdlcsonhatast, hasonl6an az allati vagy az élesztd-

gomba PAK1 kinazokhoz.

A ROP GTP-az-ko6t6 mintazat azonositasa az RRK-on

Korabban mar emlitettem, hogy az allati és az éleszt6 rendszerekbdl ismerjiik, hogy a
RHO/RAC/CDC42 GTP-azok altal bekapcsolt kindzokban altaldban talalhat6é CRIB
motivum (pl. PAK1 kinazokon [12]), ugyanakkor a ludfii teljes genom szekvencidjaban
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
elkiilonithet6 szakasz vagy aminosav mintazat, amely felel6s a bekapcsolt ROP GTP-
azhoz valé kotédésért? Ennek a kérdésnek a megvalaszolasara az MtRRK1 kinazt
kiilonb6z6 részekre daraboltuk. A kinaz szakaszok ROP GTP-azzal val6é kolcsonhatasat
az elesztd-kéthibrid rendszerben vizsgaltuk meg. Arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy

a_kindzokban nem azonosithaté eqgy olvan jol elhatdrolhato szakasz vagy régio,

amely a bekapcsolt ROP GTP-azzal val6 koélcsonhatasért 6nmagaban felelds. Valészind,
hogy a kolcsonhatasért nem egy elkiilonithetd peptidmintazat a felel6s, hanem a kinaz

kilonbozd részein taladlhatdé aminosav-oldallancok vesznek részt a kolcsonhatasban.

Az MsROP6 GTPaz nem szubsztratja az RRK kinazoknak

Mivel az MtRRK-k kindzok nem rendelkeznek CRIB mintazattal, értelemszeriien
felmerilt az a kérdés, hogy az MsROP6 valdjaban nem a szubsztratja-e az MtRRK
kinazoknak. Ehhez radioaktivan jelolt [y-32P] ATP-vel végzett kinaz reakciot terveztiink,
amihez bakterialisan tultermeltetett fehérjéket tisztitottunk. Azt tapasztaltuk, hogy az N-

terminalisan 6xHIS farokkal jel6lt és annak segitségével tisztitott MsRop6 GTPazt az
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RRK kinazok megfeleld koriilmények képesek foszforilalni. Azonban tovabbi részletes

vizsgalatok, beleértve a foszforilalt MsRop6 GTPaz tomegspektroszkoépias (MALDI)

vizsgalatat, egybehangzoan azt igazoltadk, hogy az MsROP6 GTP-dz nem szusztrdtja az

MtRRK kindzoknak. A megfigyelt foszforilaci6 az N-termindlis 6xHIS farok

kovetkezménye.

A GTP-kotott MsROP6 aktivalja az MtRRK kinazokat in vitro

Azt vizsgaltuk, hogy MtRRK kinazok kindz aktivitasa fiigg-e az MsROP6 GTPaz
jelenlététdl. Kisérleteink soran a mielin bazikus fehérje (MYBP, univerzalis szubsztrat
szerin treonin kindzok szamdara) RRK1 kinaz altali foszforilalédasat vizsgaltuk aktiv
GTP-az jelenlétében. Az MtRRK1 kinaz csak akkor volt képes erételjesen foszforilalni a
mielin bazikus fehérjét, ha jelen volt az MsROP6 CA mutdnsa vagy MsROP6 WT
vadtipusa és 1mM GTP. A GTP-az hianyaban a MyBP foszforilaci6 alig volt kimutathatd.
Ugy szintén nagyon gyenge volt a foszforilaci6 MsROP6 WT vadtipusa és 1mM GDP
jelenlétében. Arra kovetkeztetiink, hogy a GTP-kététt MsROP6 aktivdlja az MtRRK1 -et.

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
hasonlé kisérleteket végeztiink néhany ludfi ROP GTP-az jelenlétében is. A kisérletek
azt eredményezték, hogy az AtROP1 és AtROP6 GTPaz ugyanugy aktivalta az MtRRK1
kinazt, mint az MsROP6 GTPaz. Az in vitro MtRRK1 - MtROP6 kolcsonhatas nem
specifikus, mas ROP-ok is képesek aktivalni az RRK1 kinazt.

Megvizsgaltuk azt is, hogy nem novényi eredet(i, a RHO csaladhoz sorolhat6, GTP-az is
képes-e aktivalni a kindzokat. Erre a célra kivalasztottunk egy nem névényi eredetli
RHO-tipusu GTP-azt (RX). Sajnos mi sem tudjuk pontosan mely él61énybdl szarmazik ez
a GTP-azunk. Dr. Szlics Attila és munkatarsai Medicago sativa gyokérglim6é cDNS
konyvtarbol nyerték ki, de nem noévényi szekvencia. Azt tartjak valdsziniinek, hogy egy
szimbionta vagy parazita gombabdl eredd, a CDC42 GTP-az alcsaladhoz tartozé kis GTP-
koté fehérjér6l van szé [11]. Az éleszt6-kéthibrid rendszerben megvizsgaltuk a
kolcsonhatasukat mindkét MtRRK-val. Azt kaptuk, hogy a lucerna RRK kinazaink nem

léptek kolcsonhatasba a nem novényi eredetii RX GTP-azzal az éleszt6-kéthibrid



rendszerben. Tehat a MtRRK kindzok csak névényi ROP GTP-dzzal lépnek
kolcsonhatdsba, és csak ROP GTP-dzok altal aktivalodnak.

A kinaz bekapcsolasaért felel6s mintazat meghatarozasa

A fent emlitett kisérleti eredményekbdl az kovetkezik, hogy a novényi ROP GTP-azok
tartalmaznak egy (vagy tobb) olyan mintazatot, amely felel6s az RRK kinazokkal vald
specifikus kolcsonhatasért és annak bekapcsolasaért; ennek a mintazatnak viszont mas,
nem novényi eredeti RHO GTP-azokbdl hianyoznia kell. Az irodalombél tudjuk, hogy az
allati RHO/RAC/CDC42 GTP-azokban egy jellegzetes peptidhuroknak (RHO-inszert
régio) van fontos szerepe egyes célfehérjék bekapcsoldsdban [16,17]. Ennek a
szakasznak a kicserélése ugyanakkor nem befolyasolja a célfehérjével val6é kolcsonhatast
[18-20]. A novényi ROP GTP-azoknak is van jellegzetes RHO-inszert régioja, amelynek
aminosav sorrendje a novényi ROP GTP-az alcsaladon beltl alig valtozik. Ugyanakkor a
novényi ROP GTP-azoknak ez a szakasza a tobbi RHO csaladhoz tartozé GTP-az hasonlé
peptidhurkatél nagyon eltérd. Irodalmi adatok alapjan kicseréltiik az MsROP6 GTPaz
valtoztatja meg alapvetéen a GTP-az fehérje térszerkezetét, de érinti a célfehérje
bekapcsolo képességét [18,20]. Az igy létrehozott mutanst MsROP6 inszercios régio
mutansnak vagyis MsROP6AIRAS valtozatnak neveztiik el. A AIRAS MsROP6 fehérjék (CA,L
és L valtozat) és mindkét RRK kozotti kolcsonhatast megvizsgaltuk az éleszt§-kéthibrid
rendszerben. Az élesztd-kéthibrid vizsgalat alapjan a ROP-inszert régi6 megvaltoztatasa
nem szlntette meg a kinazok és a GTP-azok kozotti kolcsonhatast. Ugyanakkor a
MsROP6ARAS+CA mutans fehérjével végzett kinaz reakcié egyértelmiien kimutatta, hogy
az MsROP6ARAS+CA mutans valtozat nem képes aktivalni az MtRRK1 kinazt. Kimutattuk

tehat, hogy a ROP-inszert régio fontos szerepet télt be effektor fehérjék, legalabbis az

RRK kinazok, aktivdaldsaban.

Az MtRRK kinazok névényi sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata

Az MtRRK kinazokat 35S prométer altal hajtott GFP (green flourescent protein) gén
mogé klénoztuk be a megfelel6 leolvasasi keretbe. 35S-MtRRK1-GFP és 35S-MtRRK2-
GFP génfuzidkat tartalmazd plazmid molekulakat polietilén glikol (PEG) alkalmazasaval
bejuttattuk 1udfli sejtkultirabdl izolalt protoplasztokba és egy napos tenyésztést

kovetéen a sejteket konfokalis mikroszkop segitségével megvizsgaltuk. Arra a




kévetkeztetésre jutottunk, hogy mind a két kindzunk a sejten beliil citoplazmatikus
elhelyezkedésii.

A YFP-MtRRK1 és a CFP-MsROP6+CA vektor konstrukciot egyiitt juttattuk be ladf(-

protoplaszt sejtekbe (YFP,yellow flourescent protein; CFP, cyan flourescent protein). A

mikroszkdpos vizsgalat eredményeként azt lattuk, hogy a MsROP6 CA mutdns és az

MtRRK]1 kindz sejten beliili elhelyezkedésében van dtfedés. Kovetkezésképpen a két

fehérje novényi sejten beliili kdlcsonhatasanak megvan a lehetdsége, legalabbis nem

lattuk ennek térbeli akadalyat.

Génkifejezodés vizsgalat
Meghataroztuk az ismert Medicago truncatula ROP GTPazok és RRK kinazok SecA gén

kifejez6désével normalizalt, viszonylagos génkifejez6dési értékek a lucerna egyes
szerveib6l szarmaz6 mRNS (cDNS) mintdkban. A mérések értékelése utan azt

allapithattuk meg, hogy az MtRRK1 gvokérben és giimében jobban kifejezédik, mint a

tobbi szervben, mig az MtRRK2 a sejtkultiraban és a viragban mutat nagyon alacsony

relativ kifejez6dést. Az MsROP6 GTPdz az MtRRK2 kindzhoz hasonléan szintén

mindenhol kézel azonos mennyiségben fejezédik ki, azonban viszonylag magas a

relativ kifejez6dése a viragban.

MtRRK2 lehetséges fehérje partnereinek azonositasa éleszt6-kéthibrid
rendszerben

Az MtRRK2-vel végzett éleszto-kéthibrid sziirés soran tovabbi potencialis
kolcsonhato fehérjéket azonositottunk. A kolcsonhatas ellen6rzése utan a jeldltek
aminosavsorrend alapu azonositasa a kovetkez6 eredménnyel jart:

Golgi szervecskékhez, hélyagocskdk (vezikulumok) lefiizodéséhez és sejtfalszintézishez
kapcsolhato fehérjék: Dinamin, RGP1 (Reversibly glycosylated protein), SRP (Signal
recognition particle), Golgi szervecskéhez kapcsolddé fehérje (Golgi associated protein),
Fasciclin-szert fehérje, Kinezin-szer( fehérje.

Transzkripciéhoz kapcsolhatd fehérjék (transzkipciés faktorok): bHLH transzkripcids
faktor fehérje, Myb-szer( transzkripciés fehérje, Cink-ujj transzkripcids fehérje, Makorin
cink-ujj fajtaju RNS-kot6 fehérje, Mi-2 kromatinatalakité fehérje.

Jelatviteli tutvonalakhoz kapcsolhato fehérjék: POZ/BTB domént hordozo fehérje, PIL
(Photoreceptor Interacting-like Protein), DUF315 (Domain of unknown function 315)
domén hordozo6 fehérje, amirdl késdbb kideriilt, hogy ROP-GEF funkcioja van.



Osszefoglalas

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

-Ezek a kindzok kizarélag novényekben taldlhaték meg, és a novényi receptorszerd
citoplazmatikus kinazok VI. csalddjanak tagjai (RLCK VI).

-Ezeken a kinazokon a kindz doménen kiviili révid amino- és karboxi- tdlnyuilé végéken
nem azonosithaté a ROP GTPaz kotésért felel6ssé tehet6 ismert domén vagy motivum. A
kinaz fehérje egésze (rovid termindlis szakaszok Kkivételével) sziikséges a
kolcsonhatashoz.

-Az MsROP6 GTP-az nem szubsztratja ezeknek a Kkindzoknak, 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-szeri GTP-az nem volt képes indukalni az aktivitasat.
Kovetkezésképpen ez egy novényspecifikusnak tekinthet6 jelatviteli kapcsolat.

-Az MsROP6 GTP-aznak az inszercids régioja felel6s az MtRRK kinazok bekapcsolasaért,
de az elrontott inszercids régié nem sziinteti meg a kélcsonhatast.

-Mindkét RRK kinaz a citoplazméban helyezkedik el.

-Az MsROP6 és az MtRRK1 fehérjék sejten beliili lokalizacioja és novényi szervekben
mert génexpresszioja részben atfed.

Osszességében elmondhatd, hogy els6k kozott azonositottunk olyan novényi kinaz
molekuldkat, 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 lehetdséget nyujt a jelatviteli

W4

egyedfejlédés szabalyozasaval kapcsolatban.
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