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ROVIDITESEK JEGYZEKE

35S: karfiolmozaik virus 35S RNS génjének
promotere

ABA: abscisic acid (abszcizinsav), ndvényi
hormon

ABI3: ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3,
transzkripcios faktor

AFL: ABI3-FUS3-LEC2, B3 transzkripcids
faktor csalad

ALY23: ALWAYS EARLY2,3, az allati
MIP130/LIN9 fehérje novényi megfeleldje

AP2/EREBP: APETALA2/ETHYLENE-
RESPONSIVE ELEMENT BINDING
PROTEIN, transzkripcids faktor csalad

AP2: APETALA 2, transzkripcios faktor

APC/C: ANAPHASE-PROMOTING
COMPLEX/CYCLOSOME, E3 ubikvitin-ligaz
enzimkomplex

ARF: AUXIN-RESPONSE FACTOR,
transzkripcios faktor csalad

ARF10: AUXIN RESPONSE FACTOR 10,
transzkripcios faktor

AS1: ASYMMETRIC LEAVES 1,
transzkripcios faktor

ATML1: ARABIDOPSIS THALIANA
MERISTEM LAYER 1, homeobox
transzkripcios faktor

BD: BODENLOS, transzkripcios faktor

Br: Brassica, repce

BY-2 sejtek: dohany Bright Yellow 2 sejtek
cdc2: CDK a hasado élesztében

CDC28: CDK a sarjado élesztében

CDK: CYCLIN DEPENDENT KINASE,
protein kinaz

CDKA;1 és CDKB1;1:n6vényi CDK-ok
CFP: cian fluoreszcens fehérje

CKI: CYCLIN-DEPENDENT KINASE
INHIBITOR, CDK inhibitor fehérje

Co-IP: ko-immunoprecipitacié
Cot: cotyledon, sziklevél

CUC: CUP-SHAPED COTYLEDON,
transzkripcios faktor

CYCA2;3: A-tipusu ciklin, M fazis specifikus
ciklin fehérje

CYCD3;1: D-tipusu ciklin, G1/S fazis
specifikus ciklin fehérje

DAPI: 4' 6-diamidino—2—fenilindol,
univerzalis DNS-hez kot6d6 fluoreszceens
festék

DB: DNS kot6 domén, E2F TF konzervalt
strukturalis eleme

DD: Dimerizacios domén, E2F TF konzervalt
strukturalis eleme

DEL: DP-E2F-Like, Arabidopsis E2F TF-ok

DPA és B : DIMERIZATION PARTNER A és
B, E2F dimerizécios partner fehérjék

DREAM komplex: DP, Rb, E2F, MuvB
osszetételt allati fehérjekomplex

DRM komplex: DP, RB, MuvB &sszetételii
fehérjekomplex fonalféregben

dREAM komplex: RBF, E2F2, MIP
Osszetételll fehérjekomplex Drosophilaban

E2F: ADENO VIRUS E2 FAKTOR,
transzkripcios faktor

FAMA: basic helix-loop-helix fehérje

FUS3: FUSCA 3, transzkripcids faktor



GAJGAZ3: gibberelic acid
(gibberellin/gibberellinsav), névényi hormon

GFP: zold fluoreszcens fehérje

HDA: HISTON DEACETYLASE, hiszton
deacetilaz

HSP: Heat Shock Proiteins, hosokk fehérjék
Hyp: hypocotyl, embrionalis szar

IAA: indol-ecetsav (auxin), névényi hormon
IKUZ1,2: HAIKU 1,2, fehérjek

KRP1-7: KIP-RELATED PROTEIN, CDK
inhibitor fehérjecsalad

LEA: LATE EMBRIOGENESIS
ABUNDANT, kés6i emberidgenezisben
felhalmoz6do fehérjék

LEC1: LEAFY COTYLEDON 1,
transzkripcios faktor

LEC2: LEAFY COTYLEDON 2,
transzkripcios faktor

MB: Marked box, E2F TF konzervalt
strukturalis eleme

MCM3: MINICHROMOSOME
MAINTENANCE 3, S fazis specifikus
szabalyozé fehérje

MIF: Mitosis-Inducing Factor, mitézist
indukal6 faktor

MINI3: MINISEED 3, transzkripcios faktor

MIP: MY B-Interacting Protein, MYB
kolcsonhatd fehérje

MP: MONOPTEROS, transzkripcios faktor

MPF: Mitosis-Promoting Factor, mitozist
elésegito faktor

MS: Murashige and Skoog medium, névényi
taptalaj

MSI1: MULTICOPY SUPPRESSOR OF
IRAL, az éllati CAF1/RBBP4 fehérje ndvényi
megfeleldje

synMuvB/MuvB: synthetic multivulval class
B, represszor komplex

MY B: transzkripcios faktor csalad

MYB3R1-5: névényi MYB TF-ok, amelyek
struktudralisan és funkcionalisan is hasonlitanak
az allati MYB TF-okhoz

ORC2: ORIGIN RECOGNATION
COMPLEX 2, G1/S fazis specifikus fehérje

PcG: Polycomb Group, represszor komplex
csalad

PDF2: PROTODERMAL FACTOR 2,
homeobox transzkripcios faktor

PEG: polietilén-glikol

Ph: floém szallitoszovet

PHV: PHAVOLUTA, transzkripcios faktor
PI: propidium jodid

PIN: PIN-FORMED, auxin efflux carrier gén

PIL5: Phytochrome Interacting Faktor-Like 5,
bHLH tipust transzkripcios faktor

PKL: PICKLE, CHD3 kromatin remodelling
faktor

PLT: PLETHORA, transzkripciés faktor

PPT: DL-Phosphinotricin, glutamin-szintaz
enzimet gatlé anyag

PRC2: POLYCOMB REPRESSIVE
COMPLEX 2, PcG fehérjekomplex

QC: quiescent center, gyokér nyugvé kdzpont

RAM: root apical meristem, gyokeér apikalis
merisztéma

RB: RETINOBLASZTOMA, fehérje



RB-ko6t6 elem: az E2F TF konzervalt
strukturalis eleme

RBR: RETINOBLASTOMA-RELATED, RB
rokon fehérje Arabidopsisban

RBF: Iégy (Drosophila) Retinoblasztoma
Faktor, fehérje

S1-S4: silique 1-4, becostadium 1-4

SAM: shoot apical meristem, hajtas apikalis
merisztéma

SCF: SKIP-CULLIN F-BOX, E3 ubikvitin-
ligdz enzimkomplex

SCR: SCARECROW, transzkripciés faktor
SHR: SHORTROOT, transzkripcios faktor
SIM: SIAMESE, CDK inhibitor fehérje

SSP: Seed Storage Proteins, mag tartalék
fehérjék

SOM: SOMNUS, C3H tipusu cink finger
fehérje

SUT4: cukortranszporter
TAG: triglicerid

TCX5: TESMIN/TSO1-CXC domént
tartalmazo fehérje, amely az allati
MIP120/LIN54 fehérje novényi megfeleldje

TCX6: TESMIN/TSO1-CXC domént
tartalmazé fehérje

TD: Transzaktivacios domén, E2F TF
konzervalt strukturalis eleme

TF: transzkirpcios faktor

TIP: Tonoplast Intristic Protein, mag
specifikus vakuolaris aquaporin fehérje

TOR: TARGET OF RAPAMICIN, protein
kinaz
TT2: TRANSPARENT TESTA 2,

transzkripcios faktor

TTG1: TESTA GLABRA 1, transzkripcios
faktor

VAL: VIVIPAROUS ABI3-LIKE, B3 tipusu
fehérjék
YFP: sargan fluoreszkal6 fehérje

WOX: WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX,
transzkripcios faktor

WRI1-4: WRINKLED 1-4, transzkripcios
faktor csalad

WRKY2: WRKY DNA-BINDING PROTEIN
2, transzkripcios faktor

WUS: WUSCHEL, transzkirpcids faktor

YDA: YODA, MYB-jellegti transzkripcios
faktor

YUC: YUCCA, monooxigenaz enzim



BEVEZETES

A magasabb szervezddési allati és novényi eukaridta €l6lényekben a novekedési és
fejlodési folyamatok egyik kulcsfontossdgi eleme a sejtosztdédas és differencialédas kozti
egyensuly kialakitasa. Ez az egyensulyi feladat meghatarozd szerepet jatszik a szovetek és
szervek létrehozadsaban, fenntartasaban és miikodésében. Az egyensuly felbomlasa allatok
esetében rakos daganatok kialakuldsdhoz vezethet. A novények szemben az allatokkal egész
¢letiik soran novekednek és fejlodnek. Ezt a képességiiket a merisztematikus régiokban (0szt6do
szovetekben) taldlhatd Ossejteknek koszonhetik, amelyek az allati megfeleldikhez hasonldan
specialis kornyezetbe (Un. stem cell niche vagy inicidlis) vannak bedgyazva. Az Ossejtek
aszimmetrikus osztddasok révén uj sejt vonalakat hoznak létre, amelyek a fejlodési programnak
megfeleléen tovabb osztédhatnak, majd differencidlédnak. A ndvények esetében az osztodasok
szamat a kornyezeti valtozdsok jelentdsen modosithatjdk, mintegy feliilirhatjdk a genetikai
programot. Az elsddleges csticsi merisztémak (hajtas és gyokér) mar nagyon koran, az embrid
fejlodése soran létrejonnek. Az embrid a magban, a maggal egylitt, a megtermékenyitést
kovetden indul fejlodésnek. A ndvényi magfejlodés két, egymast kdvetd szakaszbol all; a kezdeti
morfogenetikus részben az iranyitott sejtosztodas a f6 esemény, amit az érési fazis kovet,
melyben az embrid eléri végsd méretét és ahol a tartalék tdpanyagok halmozodnak fel
(Holdsworth és mtsai., 2008; Lau és mtsai., 2012; Sun és mtsai., 2010). Az embridgenezis soran
a sejtosztodasi és az érési gének koordinaltan fejezOdnek ki, de nem igazan ismert még, hogy a
fejl6dé magban pontosan mi hangolja 0ssze ezeket a folyamatokat. Az embridgenezis utolsd
Iépése a szarazsag toleralasara valo képesség megszerzése és a magnyugalmi allapot létrejotte
(Devic és Roscoe, 2016). Mezdgazdasagi szempontbdl ezek mind igen fontos folyamatok,
amelyek meghatarozzak a képz6dé magok minGségét.

A sejtosztodas az embrio fejléddése soran egy szigoruan szabalyozott folyamat, amely
gyakorlatilag egy meghatarozott koreografia szerint miikodik, amit dontéen a genetikai program
iranyit. A jelenleg elfogadott modell szerint a sejtosztodast egy evolucidésan konzervalodott
transzkripcionalis molekularis mechanizmus vezérli, amely a benne részt vevd szabalyozo
elemekr6l az E2F-RB (adenovirus E2 faktor-Retinoblasztoma) nevet kapta. Ez a molekularis
szabalyoz6 mechanizmus a ndvényekben, és igy a ndvényi fejlddésbiologiai kutatasok
modellndvényében —Arabidopsis thaliana, magyarul ludfi - is megtalalhat6. Az Arabidopsisban
egyetlen RB rokon fehérjét azonositottak (Retinoblasztdéma-Rokon, roviden RBR1 vagy RBR),
amely harom E2F transzkripcios faktorral (E2FA, E2FB, E2FC) képes komplexet alkotni



(Magyar és mtsai., 2016). Az E2FA és az E2FB transzkripcids faktorok tultermeltetése noveli az
osztodasok szaméat, mig az E2FC esetében a tlltermeltetés géatolja a sejtosztdédast a
posztembrionalis fejlodés soran. Ezek alapjan az E2FA ¢és E2FB transzkripcids faktorokat
aktivatornak, az E2FC-t represszor tipusunak tekintjik (De Veylder és mtsai., 2002; Magyar és
mtsai., 2005; del Pozo és mtsai., 2006; Sozzani és mtsai., 2006; Magyar és mtsai., 2012). A
legujabb eredmények alapjan az allati E2F és RB fehérjék multikomponensi, evolucidésan
konzervalddott fehérje komplexekben szabalyozzdk a sejtciklus folyamatat (Un. DREAM
komplexek — Magyar és mtsai., 2016). A ndvényi és allati életmodbeli kilonbségek ellenére az
E2F-RB molekuléris mechanizmus a névenyekben is meglepden jol konzervalodott, de nvényi
DREAM komplexet eddig még nem azonositottak.

Nemcsak tudomanyos, hanem mez6gazdasagi szempontbol is fontos megérteni, hogyan
szabalyozodik a magfejlédés. Kiilonosen iddszer(i ez napjainkban, amikor a folyamatosan
novekvo Iélekszam ¢és a kedvezotlen éghajlati valtozasok mellett kellene fokozni a
terméshozamot. Az E2F-RBR szabalyozés els6ésorban, mint a sejtosztodasi gének ,,kapcsoldja”
van elkonyvelve, és kevésbé ismert, hogy mas folyamatok, és gének miikddését is irnyithatja.
Munkam soran kimutattam, hogy az E2F-RBR egy olyan koordinaciés mechanizmus kézponti
eleme, amely a fejl6d6 magban els6sorban az osztéddsi és az érési folyamatok
Osszehangoldsaban jatszik meghatarozo szerepet, mig meglepd modon a sejtosztodast aktivalo
funkcidja kevésbé hangsulyos. Sikertlt ugyanakkor kimutatnunk az allati DREAM
komplexekkel hasonld Osszetételic novényi fehérje komplexek jelenlétét, amelyek
novenyspecifikus tulajdonsagokkal is rendelkeznek.

Az E2F-RBR szabalyozas jobb megértése és megismerése azzal a lehetéséggel kecsegtet,
hogy a mezdgazdasagilag fontos ndvényekben is javitani, fokozni lehet a magok mindségét és a

terméshozamot.



IRODALMI ATTEKINTES

1. A ladfii (Arabidopsis thaliana) eés a repce (Brassica napus) jelentdsége és

jellemzése

A novényi molekularis biolégia modellnévénye az Arabidopsis thaliana, magyarul ladfi.
Ez az egyszerii gyomnOvény a Kkeresztesviraglak (Brassicales) rendjébe tartozik. Egynyari
novény, amely 20-25 cm magasra néhet, hosszinappalon viragzik és féleg szaraz gyepeken
fordul el6. Viragai fehér szirmuak, t6levelei fogazottak, szarlevelei landzsasak és ép széliiek.
Leveleit szorok, trichoméak boritjak. Termése az 5-20 mm hosszi becOtermés, amely 40-60
magot tartalmaz. Gyokérzete egyszerli szerkezetli, fdgyokerérdl oldalgyokerek agaznak el. Mely
tulajdonsagai tették alkalmassa az Arabidopsis thalianat, hogy a molekularis névénybiologia és
novénygenetika modellnovényévé valjon? Kevés helyet igényld, kisméretli névény, melynek
tenyészideje meglehetdsen rovid, megfeleld koriilmények kozott az egész életciklusat befejezheti
hat hét alatt. Viragai 6nbeporzok, amely megkdnnyiti a homozigéta utddok létrenozasat, raadasul
a keresztbeporzas esélye kicsi, igy sok novény nevelhetd kis teriileten. Egyetlen ndvény tobb
ezer magot produkal (5-10000, Simon, 1994), ezaltal egyszeriien vizsgalhatdéak a genotipus és
fenotipuseloszlas, valamint az alléleloszlasi aranyok. Nevelhet6 laboratoriumi koriilmények
kozott Petri-csészében, valamint iiveghazban is. A zarvatermOk kozill az Arabidopsis
rendelkezik az egyik legkisebb genommérettel, 6t kromoszoméaja 0sszesen mintegy 135
Megabazisparbol all. A zarvatermdk a novények legkésdbb, koriilbelil 120 millié éve kialakult
torzse (Borhidi, 1995), igy feltehetéen a kozds eredet miatt szdmos hasonldésagot mutat a
génkollekciojuk. Bar az Arabidopsisnak nincs kozvetlen mezégazdasagi jelentdsége, a vele
végzett kutatasok fontos ismereteket adnak a virdgos novények molekularis genetikajarél és
fiziologiajardl. A molekuléris bioldgiai kutatasokban haszndlt legelterjedtebb Okotipusa a
Columbia, melynek izolalasa és népszertsitése a magyar szarmazasu Rédei Gyorgy (1921-2008)
nevéhez fizédik, aki a Missouri Columbia Egyetemen dolgozott, mint genetikus. A
magasabbrend(i novények kozil az Arabidopsis teljes genomjat szekvenaltdk meg el6szor, ami
2000-ben valt hozzaférhetové (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Genomi DNS-e kis
metilaltsagi fokkal (6-7%), valamint kevés ismétlédé szekvenciaval rendelkezik (Meyerowitz,
1992). Jelenleg 27000 génrdl és az altaluk kodolt 37000 fehérjérdl tudunk, melyekrdl naprakész
informéacié a TAIR (http://www.arabidopsis.org) és NASC (http://arabidopsis.info/) honlapjain

talalhat6. Az Arabidopsisszal végzett mutécios kisérleteket Rédei Gyorgy optimalizalta. A kolni
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Max-Planck Intézetben dolgoz6 szintén magyar szarmazasUu kutatoval, Koncz Csabaval egyuitt
dolgozta ki az Arabidopsis Agrobacterium Ti-plazmid (Tumor indukal6-plazmid) T-DNS-ének
novényi kromoszoémakba beépiild inszerciés génmutaciok izolalasa és azonositasa (Koncz ¢és
mtsai., 1992).

Habéar az Arabidopsis thaliana kozvetlen gazdasagi jelentdséggel nem rendelkezik, a
novénybiologiai kutatasok elsdszamii modellorganizmusa. TObbek kdzott az Arabidopsis modell
segitségével valt lehet6vé a biomassza keletkezését szabalyzo gének és szabalyozo haldzatok
megismerése. Az Arabidopsisban megismert molekularis folyamatok més névényfajok esetében
is érvényesek lehetnek, igy lehetdség nyilt elonydsebb tulajdonsagokkal rendelkezé novények
létrehozasa (Gonzalez és mtsai., 2009). Az Arabidopsis kozeli rokonsagban all a repcével.
Mindkét nemzetség a keresztesvirdguak (Brassicales) rendjébe, azon belll pedig a kaposztafélék
(Brassicaceae) csaladjaba tartozik, ebbdl kifolyolag jo eséllyel hasznalhatok az Arabidopsis
kutatdsok &ltal megszerzett ismeretek a repce esetében. A Brassica nemzetség szamos
mez6gazdasagilag fontos olajos magvu fajjal rendelkezik, mint a Brassica napus (hétkéznapi
nevén, repce), a Brassica juncea (Szareptai mustar) és a Brassica rapa (mezei mustar).
Gazdasagi jelent6ségét jol tikrozi, hogy a vilagon eléallitott ndvényi olajok 10 %-at, étolajnak
pedig 12 %-at teszi ki a repce magjabdl sajtolt olaj.

A repce ndveny 75-125 cm magasra néhet, levelei kékeszoldek, melyek koziil az alsd
levelek nyelesek, borzasan szorosek, a fels6k pedig kopaszak, szardlelok. Viragai furtokben
ndnek, sziromlevelei €lénksargak. Fakultativ ontermékenyiilé novény (a virdgok kétharmad
részben ontermékenyiilok, egyharmad részben pedig idegen termékenyiilok). A repceviragokat
méhek latogatjak, de a beporzasaban a legfontosabb tényez6 a szél. Az egyes fajtak aprilistol
szeptemberig nyilnak. Termése a keskeny bec6, amely 5-10 cm hosszl. Egy-egy bec6ben 15-40
mag talalhat6. 1,5-2,8 mm-es magokkal rendelkezik, melyek gombdlydedek, simak vagy
bardzdaltak. A magok szine lehet voros, barna vagy fekete, de egyes tipusoké akar sarga is. A
magok olajtartalma 35-48 %, fehérjetartalma 23-25 %. Tapanyagokkal jol ellatott talajt igényel
(Simon, 1994).

A repce hagyomanyos nemesitése iddigényes, 8-10 egymast kdvetd nemzedék sziikséges
egy Uj fajta kifejlesztéesehez (Cardoza és mtsai., 2006). Genetikai transzformécidjanak
megvaldsulasaval lehetdveé valt, hogy a repce novény kozvetlen modszerrel egyedi génekhez,
illetve tulajdonsagokhoz jusson, genetikai hatterének sérilése nélkil. Szamos olyan direkt
géntranszformacids technikat fejlesztettek ki, amely a repce esetében is jol hasznalhatd, mint a

PEG kozvetitette transzformacid, az elektroporacid, a mikroinjekcio és a génpuska (Poulsen,
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1996; Puddephat és mtsai., 1996). A repcetranszformalés legjobban elterjedt modszerévé mégis
az Agrobacterium kozvetitette transzfromacid valt, koltséghatékonysdga és konnyl
kivitelezhetésége miatt (Bhalla és Singh, 2008). 2011-re befejez0ddtt a repce genome
szekvendlasi projekt is (Wang és mtsai., 2011) és létrehoztak a Brassica adatbazist (BRAD —

Cheng és mtsai., 2011; http://brassicadb.org/brad/index.php). Ezzel ujabb at nyilt a repce

molekularis tanulmanyozéséra.

2. A magfejlodés jellemzése

A magképzdédés a magasabb rendli novények életciklusanak alapvetd folyamata, amely
két egymast kovetd generacid kozott a kapcsolatot és a faj fenntartasat jelenti. A mag fejlodése a
kettds megtermékenyités eredményeképpen kialakuld diploid zigétdval és a triploid
endospermiummal kezdédik és két egymast kovetd szakaszra oszthatd. Az els6 az osztddasi
szakasz, amit a mag érési fazisa kovet. Az osztodasi fazis kezdeti, morfogenetikus szakaszaban
specifikus, aszimmetrikus osztddasoknak is koszonhetéen létrejonnek az embriora jellemz6
szovetek és szervek, amely a sziv-stadiumu embrid kialakuldsaval gyakorlatilag befejez6dik. A
morfogenezist kdveti az embrid névekedési fazisa, ahol a sejtosztodas és a sejtmegnyulas a két
meghataroz6 folyamat. A ndvekedesi fazis akkor ér véget, amikor az embrié mér teljesen Kitolti
a magzsakban rendelkezésére allo teret. A sejtosztodas aktivitasa a ndvekedési fazis alatt egyre
csokken, majd a sejtosztddasi gének teljesen kikapcsolddnak és a sejtmegnyulas folymata valik
dominansa, és ezzel egyidében az érési folyamatok is beindulnak. Nem pontosan ismert azonban,
hogyan koordindlodnak ezek az események. A sejtosztddasi génekkel ellentétesen miikodnek az
érési gének, melynek koszonhetben tartaléktapanyagok halmozodnak fel az Arabidopsis embrid
sejtjeiben (dontéen olajok, triacil-glicerol szdrmazékok és a fehérjék, ezek kozill meghatarozdak
az albuminok és globulinok, amelyek az Arabidopsis magban elsésorban az embrionalis levélben
raktarozodnak), az embrié pedig az érési fazist kovetd stadiumban képessé valik a Kiszaradas
toleralasara. Végil a mag nyugalmi allapotba keriil, amely a csirdzassal ér véget (Harada, 1997).
Az embridképzddés, a tartaléktapanyagok felhalmozodasa, és a mag nyugalmi allapot
megteremtése mezdgazdasagi szempontbol mind fontos folyamatok, amelyek meghatarozzak a

képz6dd magok mindségét.
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1. abra: Az Arabidopsis mag fejlédése és fobb szakszai.

Az Arabidopsis embrid négy fo fejlddési stadiumon megy keresztiil: a globularis, a sziv, és a torpedd stadiumokon
keresztll éri el az érett embrid staidiumot. Narancssarga szakaszok jel6lik az embridgenezis f6bb eseményeit, zold
szakasz az embridgenezis utdni eseményeket, citromsarga részek a sejtciklushoz kdthetd eseményeket, a piros
szakaszok pedig az endospermium fejlédésének fébb torténéseit mutatja meg (az dbra Le és mtsai., 2010 munkaja

alapjan készilt).

2.1. A magfejlédés folyamatainak jellemzése

A virdgos novények embridogenezisének elsd 1épése a kettds megtermékenyités, melynek
soran a him ivaros nemzedék két himivarsejtje koziil az egyik a néi gametofiton petesejtét, a
masik pedig a koOzponti sejtjét termékenyiti meg. A megtermékenyitett petesejt a zigota,
amelybdl az embrio fejlodik, a megtermékenyitett kozponti sejtbdl pedig az endospermium jon
létre, amely az embriot taplald szovetté fejlodik. Az embridt taplalé endospermium kezdetben
szincicialis fejlédésen megy keresztiil, majd cellularizalédik (Olsen, 2001). Habar a ndvények
egyedfejlodése posztembriondlis jellegli, a ndvényi test alapvetd felépitése mar az
embriofejlodés soran kialakul. Létrejon a ndvényekre jellemz6 apikalis-bazalis polaritas, amely a
hajtas-gyokér tengelyt fogja meghatarozni és kialakulnak a szervképzd régiok a merisztémak
(Goldberg és mtsai., 1994; West és Harada, 1993). Az embri6 apikalis-bazalis polaritasanak
kialakitasaban fontos szerepe van az auxinnak (Friml és mtsai., 2003). Az allatokkal szemben,
ahol a megtermékenyitést gyors szimmetrikus Un. hasadé osztédasok sorozata koveti,

ndvényekben a legelsd 1épés a zigdta megnyuldsa, amit kozvetleniil egy aszimmetrikus osztodas
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kovet, amely két kiilonbozé méretli és sorsu utodsejtet eredményez. Az apikalis, kisebb méretii
sejtbol jon létre az embrid hajtés része (embrionalis levél és szér, valamint a hajtas merisztéma),
mig a bazdlis sejtbdl az embrid gyokérszerve (hipofizis), valamint az embridt rogzitd
szuszpenzor fejlodik ki. Az apikalis sejt tovabb osztodik, létrejon a nyolcsejtes stadium,
amelyben a tangencidlis osztddasoknak koszonhetden kialakul az elsd embriondlis szdvet, a
kiilsé sejtréteg (protoderma). A globularis embrid tovabbi osztodasainak eredményeképpen az
embrid kozepén talalhatd sejtek megnyulnak, és létrehozzak az alapszbvetet, a prokambiumot.
Harmadik 1épésként a szuszpenzor legfelsd sejtébdl kialakul a hipofizis lencse alaku sejtje,
amely a gyokér nyugvo kdzpontjat (quiescent center, roviden QC) és a gyokérsiiveg inicialisait
hozza létre. A negyedik 1épés a globularis stddiumbdl a sziv stddiumba val6 atmenet, ekkor
alakulnak ki az embrionalis levelek (sziklevelek), az Arabidopsis embrid raktaroz6 szervei.
Végul a torpedd stddiumban mar mind a hajtas, mind a gyokér apikalis merisztémak szervezett
strukturakként lathatok. Az érett embrid legaldbb 6t szervkezdeménnyel rendelkezik az apikalis-
bazélis tengely mentén. Ezek a hajtas apikalis merisztéma, a sziklevelek, a hipokotil (az
embrionalis szar), a gyokér és a gyokér apikalis merisztéma (West és Harada, 1993). A mag éreési
szakasza mar a sziv stddium utan megkezdddik, bar ekkor még atfed egymadssal a sejtosztodas és
az éres folyamata. Dominansa akkor valik a mag erési folyamata, amikor az embri6 és az
endospermium morfogenezise befejezé6dott (Wobus és mtsai., 1999). Amennyiben az érési fazist
kovetd nyugalmi allapot nem alakul ki, a teljesen kifejlodott embrid képes kicsirazni, ezt a
jelenseéget ,,viviparous pathway”-nek (elevensziild tutvonal) nevezziik (Vicente-Carbajosa és
Carbonero, 2005). A mag érési fazisara a sejmegnytlasos novekedés a jellemzé. Ennek soran
tartalék tdpanyagok szintetizalodnak és halmozdodnak fel az embridban, melyeknek a csirdzaskor
torténd lebomlasa biztositja a fejlddd csirandvények tdpanyagait, mieldtt azok fotoszintetikus
kapacitasa teljesen kialakul (Baud és mtsai.,, 2002). A mag érésének korai és kozépsé
szakaszaban az abszcizinsav (abscisic acid, roviden ABA) jelenléte dominal, amely kezdetben az
anyai szovetekben, majd kés6bb bar kisebb mértékben, de az embridban és az endospermiumban
is szintetizalddik (Nambara és mtsai., 2003). A késGi érési szakaszban az ABA szintje lecsokken,
vegbemennek a dehidrataciés folyamatok, melyhez elengedhetetlen a kés6i embriondlis
feljodésben felhalmoz6édd (LATE EMBRYOGENESIS ABUNDANT, roviden LEA) fehérjék
szintetizalodasa, igy az embrio képesse valik a szarazsag tolerélasara. A tartalék metabolitok
felhalmozddasa szénhidratok, lipidek és fehérjék formajaban torténik, melyek kozul a
szénhidratok az endospermiumban, a lipidek pedig az embridban raktarozédnak. A mag érésének
végén a mag nyugalmi allapotba keriil. Ebben az allapotban az érett mag hossza ideig megérzi

élet- és csirazoképességet és sokaig at tud vészelni kedvezotlen koriilményeket. A mag nyugalmi
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fazisa megfeleld feltételek mellett a csirdzassal ér véget (Holdswoth €s mtsai., 1999). Az ABA
mellett a gibberellinnek (gibberelic acid, roviden GA) is fontos szerepe van a mag érésében. Az
ABAJ/GA arany fontos szabalyozdja a mag érésenek. Amikor a mag érésnek indul, ABA tartalma
megemelkedik és a magas ABA/GA arany segiti az érést és a nyugalmi fazis kialakulasat,
valamint gatolja a sejtosztddast, az embrié novekedését és csirdzasat. Alacsony ABA/GA arany
esetén véget ér a mag nyugalmi fazisa és megindul a csirdzas (White és mtsai, 2000).
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2. dbra: Az Arabidopsis termése, a mag és az embri6 Kialakulasa.

1. Az Arabidopsis ndvények virdgzati tengelyén fejl6dd becdk (1.a) tartalmazzék a magokat (1.b), melyekben az
anyai szovettel korbevett embrié foglal helyet (1.c). A globularis allapoti embrid hosszanti (fels§ abra) és
keresztiranyd (alsé abra) keresztmetszetének sematikus abrézolasa (1.d). A keresztmetszeti képeken a szinek a
kiilonboz6 sejttipusokat jelolik: sotétlila: fels6 domén protoderma, lila: felsé6 domén bels6 sejtek, piros: alsé6 domén
protoderma, kék: als6 domén belsé sejtek, zold: vaszkularis prekurzor, sarga: hipofizis, szirke: szuszpenzor
(Wendrich és Weijers, 2013 munkaja alapjan).

2. A kettds megtermékenyitést kovetéen a megtermékenyitett petesejtbél 1étrejon az embrid, a megtermékenyitett
kozponti sejt pedig endospermiumma fejlédik. A megtermékenyités hatasara a maghéj magkdpennyé vald
atalakulsa is megkezdédik (2.a). Az els6 fazisban az endospermium gyors osztodasok révén egy nagyméretii sok
sejtmagu sejtet, Un. szinciciumot formal, mire az embri6 eléri a sziv stddiumot (2.b). Ezutdn az endospermium a
citokinézis egy specidlis formajan megy keresztiil, az Ggynevezett cellularizacion, melynek soran a szinciciumbol
egyedi sejtek jonnek léte (2.c). A masodik fazisban az embrié ndvekedésnek indul és végiil kitolti a rendelkezésre
allo Ureget az endospermium rovasara. Erett allapotban az Arabidopsis mag csak egyetlen rétegben tartalmaz

endospermium sejteket és az anyai maghéj atalakul magkopennyé (2.d; Sun és mtsai., 2010 munkaja alapjan).
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2.2. A magfejlédés folyamatainak molekularis szabalyozasa

A magfejlodés szabalyozasaban a kiilonb6z6 hormonok mellett szamos transzkripcios
faktor (TF) vesz részt. A kettds megtermékenyités révén létrejovo zigdtaban a WUSCHEL-
RELATED HOMEOBOX (WOX) TF-ok (WOX2 és WOXS) egyiittesen fejezodnek ki, majd a
zigota aszimmetrikus osztodasat kovetéen a WOX2 kizarolag az apikélis sejtben, mig WOX8
csak a bazalis sejtben fejti ki hatasat. Ezeknek a TF-oknak fontos szerepiik van a regio-specifikus
transzkripciés programok elinditasaban (Haecker és mtsai., 2004). A WOX8 kifejez6dését a
WRKY DNA-BINDING PROTEIN 2 (WRKY?2) TF szabalyozza, ezéltal meghatérozza a zig6ta
polaritasat, osztodasi szimmetriajat, a bazalis és kdzvetett mddon az apikalis sejtsorsot is (Ueda
és mtsai., 2011). A zigota megnyulasat egy MY B-jellegti transzkripcios faktor, a YODA (YDA)
altal iranyitott jelatviteli Gt szabalyozza (Jeong és mtsai., 2011). Az auxin szerepe az apikalis-
bazélis polaritas és a polaris auxin transzport kialakitdsdban a PIN-FORMED (PIN) auxin efflux
carrier géneken keresztul érvényesil. Két auxin effluxfehérje kozul a PIN1 specifikusan az
apikalis, mig a PIN7 a bazalis sejtben fejezddik ki. A zigdta osztdodasa utdn a PIN7 auxin
aramlést eredményez a bazalis sejt feldl az apikalis sejt felé (Friml és mtsai., 2003). A hipofizis
specifikaciojaban az ugynevezett AUXIN RESPONSE FACTOR-ok (ARF) vesznek részt, az
egyik legjobban jellemzett a MONOPTEROS/BODENLOS (ARF5/MP/BD) TF. Ezek az auxin
lokalis felhalmozodasat idézik eld, amely sziikséges a gyokérképzddéshez (Weijers és mtsai.,
2006). A nyolcsejtes allapotd embridban tangencidlis osztodassal 1étrejové protoderma
differencialodasaért az ARABIDOPSIS THALIANA MERISTEM LAYER 1 (ATML1) és a
PROTODERMAL FACTOR 2 (PDF2) homeobox TF-ok a felelosek (Takada és mtsai., 2007;
Abe és mtsai., 2003). A radialis mintazat kialakitasaban vesz részt a SHORTROOT (SHR) és
SCARECROW (SCR) TF, melyek a korai embrionalis allapotban fejezddnek ki. A SHR a korai
globuléris embrié prokambiumaban jelenik meg, ahol aktivalja a SCR gént az alapszévetben és a
hipofizisben. Mindkét TF fontos szereppel rendelkezik a gyokér radialis szOveti mintazatanak
kialakitasaban (Helariutta és mtsai., 2000; Nakajima és mtsai., 2001; Wysocka-Diller és mtsai.,
2000). A korai embriogenezis alatt a gyokér merisztéma és a nyugvé centrum (QC)
specifikaciojaert a WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX 5 (WOX5) és a PLETHORA (PLT)
TF-ok (Haecker és mtsai., 2004; Aida és mtsai., 2004), mig a hajtds merisztéma embrionalis
specifikaciojaért a WUSCHEL (WUS) TF felel (Laux és mtsai., 1996; Mayer és mtsai., 1998). A
bilaterialis szimmetria, vagyis a hajtdsmerisztéma és a sziklevél primordiumok
elhatarolodasanak kialakitasat a CUP-SHAPED COTYLEDON (CUC) TF-ok végzik (Aida és
mtsai., 1999). A sziklevélkezdemenyek kialakulasat és differenciaciojat az ASYMMETRIC
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LEAVES 1 (AS1) mozditja el6 (Byrne és mtsai., 2000). Az endospermium fejlédés szincicialis
fazisdnak szabalyozédsdban a sejtosztddast szabalyoz6 TARGET OF RAPAMYCIN (TOR)
kinaznak (Menand és mtsai., 2002), mig a cellularizaci6 folyamataban a KNOLLE és a
HAIKU1,2 (IKU1,2) fehérjéknek, valamint a MINISEED3 (MINI3) TF-nak van fontos szerepe
(Wang és mtsai., 2010; Luo és mtsai., 2005; Lauber és mtsai., 1997). A mag érésének genetikai
szabalyozédsdban a LEAFY COTYLEDON1 (LEC1, CCAAT-box koté transzkripcids faktor) és
harom egymassal rokon B3 tipust TF, a LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2), a FUSCA3 (FUS3)
és az ABSCISIC ACID INSENSITIVES3 (ABI3) jatszanak kulcsszerepet (Lotan és mtsai., 1988;
Stone és mtsai., 2001; Luerssen és mtsai., 1988; Giraudat és mtsai., 1992). Mig a B3 TF-ok
egyuttesen aktivaljak a tartalékfehérje gének expresszidjat (Kroj és mtsai., 2003), addig a LEC2
TF a csirandvényeken végzett vizsgalatok alapjan szabalyozza a WRINKLED1 (WRI1) TF
kifejezddését is, melynek célgénjei a zsirsavszintézisben szerepet jatszo gének (Baud és mtsai.,
2007). A szénhidrét felhalmozddés szabalyozasidban az APETALA2 (AP2) TF-nak van fontos
szerepe (Ohto és mtsai., 2005). Az embriogén jellegek és a magfejlédési program gatlasaban a
VIVIPAROUS ABI3-LIKE (VAL) B3 tipusu fehérjék (VALL, VAL2, VAL3, Suzuki és mtsai.,
2007) és a PICKLE (PKL, CHD3 kromatin remodeling faktor) vesz részt (Ogas €s mtsai., 1999).
A PKL a csirdzés soran a LEC gének negativ szabalyozdja, ebben két HISTON
DEACETYLASE (HDA), a HDA6 és a HDA19 is részt vesz, megerGsitve az epigenetikus

szabalyozas szerepét (Tanaka és mtsai., 2008).
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3. abra: Morfogenetikus folyamatok az Arabidopsis embriéfejlodése soran.

Az Arabidopsis embriogenezisének sematikus attekintése a petesejttél a sziv stadiumi embridig. Kiemeltiik azokat a
folyamatokat, amelyek a stddiumok kdzotti atmenetekhez szikségesek. A szinek azonos tipusu sejteket jeldlnek,
markergén expresszi0 és leszarmazasi vizsgélatok alapjan. Cot: sziklevél (cotyledon); SAM: hajtas apikélis
merisztéma (shoot apical meristem); Hyp: embrionalis szar (hypocotyl); RAM: gyokér apikalis merisztéma (root
apical meristem; Wendrich és Weijers, 2013. munkaja alapjan).

2.3. ALEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) transzkripcios faktor jellemzése

A LECI transzkripcids faktor a magfejlédés egyik kdzponti szabalyozodja, amely a
morfogenezis és az érési fazis folyamatait is szabalyozza. Részt vesz a mag szarazsag elleni
toleranciajanak kialakitasaban, szerepe eszencialis, a LEC1 gén hianyaban az embridk nem élik
tul a magfejlédés végén a kiszaradas folyamatat. Hozzdjarul a mag tartalék tapanyagainak a
felnalmozodasahoz, mivel a lecl mutans magokban a tartalékfehérjék és a lipidek
felhalmozodasa gatolodik és csokken azoknak a géneknek az expresszidja, amelyek a fehérje és

lipid raktarozasban vesznek részt. Elnyomja a csiranévény id6 elétti fejlédésnek indulasat a
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magfejlédés soran, hiszen a lecl mutans embriok hajtaskezdeményei id6 el6tt aktivalodnak és
levél kezdeményekkel rendelkeznek, mig a vad tipus esetében az embrionélis hajtas
kezdemények inaktivak és nem indul meg a levélfejlodés (Meinke és mtsai., 1992; Meinke ¢€s
mtsai., 1994; West és mtsai., 1994). Tultermeltetése Arabidopsis esetében szamos olyan gén
expressziojanak megemelkedését vonja maga utan, amelyek a mag érési fazisdban végbemend
folyamatokban jatszanak fontos szerepet, mint a fehérje és lipid felhalmozddéas, a kiszéradas
elleni tolerancia létrehozasa és a magnyugalom megteremtése (Lotan és mtsai., 1998). Nemcsak
a mag erése soran rendelkezik fontos szabalyozo6 szereppel, hanem a morfogenezis alatt is. Mar
24 é6raval a megtermékenyitést kdvetden kifejezddik, ami jelzi, hogy mar a magfejlodés nagyon
korai szakaszéban szabalyozd szereppel bir (Lotan és mtsai., 1998). Sziikséges az embrionalis
szuszpenzor létrehozasahoz a korai magfejlédés alatt (Lotan és mtsai.,1998), valamint fontos
szerepe van a sziklevél identitas kialakitdsaban az embriofejlédés soran (Meinke és mtsai., 1992;
Meinke és mtsai., 1994; West és mtsai., 1994). A lecl mutans embrié sziklevelei a valodi
levelekre jellemzd tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint példdul a levélszérok megjelenése a
sziklevelek adaxialis (fels6) felszinen (Meinke és mtsai., 1994; West és mtsai., 1994). Ezen Kivil
szdmos olyan @én expresszidjat szabalyozza, amely az embri6 morfogenezisének
szabalyozéasdban vesz részt, tobbek kozott PHAVOLUTA (PHV) és a SCR TF-okét, valamint
szamos az auxin bioszintézisben részt vevo gén expressziojat (Junker és mtsai., 2012; Pelletier és
mtsai., 2017; Hu és mtsai., 2018). Kimutattak, hogy képes indukalni a szomatikus
embriofejlddést szamos ndvény vegetativ szoveteiben, amely rendkiviil j6I megmutatja milyen
jelentéséggel bir az embrio mofogenezise soran (Lotan és mtsai., 1998; Lowe és mtsai., 2003;
Yang és Zhang 2010; Ledwon és Gaj 2011; Guo és mtsai., 2013; Nic-Can és mtsai., 2013;
Orlowska és mtsai., 2017). Arabidopsisban részt vesz a kloroplasztiszok létrehozasaban (Meinke
és mtsai., 1992; West és mtsai., 1994; Junker és mtsai., 2012; Pelletier és mtsai., 2017) és az
endospermium fejlédésének szabdlyozasaban (Meinke és mtsai., 1992; Meinke és mtsai., 1994;
Lotan és mtsai., 1998). Aktivitasat a magfejlédés sordn kiilonb6z6 hormonok szabélyozzak, mint
a GA3 és az ABA (Hu és mtsai., 2018; Yamamoto és mtsai., 2009; Mendes és mtsai., 2013). A
LEC1 transzkripcios faktor miikodésének ledllitasat a csirandvény fejlddése sordn egyrészt a
PKL végzi a Hiszton H3 kromatin alkotd fehérje 27-es lizin aminosav harmas metilacidjan
(H3K27me3), egy epigenetikai modositason keresztill, masrészt a VAL B3 tipusu fehérjék,
amelyek a HDA 19-el és 6-al egyiittmiikodve végzik el feladatukat a csirazast kovetéen (Dean
Rider és mtsai., 2003; Li és mtsai., 2005; Suzuki és mtsai., 2007; Jia és mtsai., 2014).
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2.4. Az ABI3-FUS3-LEC2 (AFL) B3 transzkripcios faktor csalad jellemzése

Az AFL B3 transzkripcios faktor csalad tagjainak feladata az embrio érési program
aktivalasa és a magnyugalom kialakitdsa. Az AFL harom rokon génbdl all, amelyek a LEAFY
COTYLEDON2 (LEC2), FUSCA3 (FUS3) és az ABSCISIC ACID INSENSITIVE 3 (ABI3)
transzkripciés faktorokat kodoljak (Gutierrez és mtsai., 2007; McCarty és mtsai., 1995), és
melyek a magspecifikus génexpressziéban szerepet jatsz6 RY/Sph szekvencia motivumot
ismerik fel (Monke és mtsai., 2004; Braybrook és mtsai., 2006). Mindharom transzkripcids
faktor az embridgenezis soran fejez6dik ki, de expressziojuk id6beli eltérést mutat (4. dbra). A
LEC?2 expresszidjanak cstcsa megel6zi a FUS3 és az ABI3 expresszidjanak maximumat (Stone
és mtsai., 2001; Kroj és mtsai., 2003), és mig az ABI3 expresszidja viszonylag magas szinten
marad az embriofejlodés érési fazisaban, (Parcy és mtsai., 1994) addig a FUS3 expresszidja mar
a mag érése elbtt lecsokken (Kroj és mtsai., 2003; Lauressen és mtsai., 1998). Térbeli
expresszidés mintazatuk is kilonbozik. A LEC2 els6sorban az embrio tengelyében expresszal
(Kroj és mtsai., 2003; To és mtsai., 2006), a FUS3 az embri6é protodermajaban (Tsuchiya és
mtsai., 2004), az ABI3 pedig széleskoriien megtalalhatd az embrionalis szovetekben (Parcy és
mtsai., 1994; To és mtsai., 2006). Az AFL B3 transzkripcios faktorok mitkodésének leallitasat a
szintén B3 tipusu VAL fehérjék végzik, amelyek leallitjak az AFL haldzatot a csirazas el6tt
(Suzuki és mtsai., 2007). Ezeknek a B3 tipusu transzkripcids faktoroknak a miikodése

szabalyozza az 4&tmenetet a mag és a vegetativ fejlddési allapot kozott (Zhang és mtsai., 2007).
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4. dbra: Az ABI/LEC2/FUS3 transzkripciés faktorok altal iranyitott a magfejlodésben részt vevo
Arabidopsis gének transzkripcionalis szabalyozasanak modellje.

Az embridgenezis soran a LEC2 TF indukalja a YUCCA2 és YUCCA4 gének (YUC2/4) kifejez6dését, amely auxin
valaszt kozvetit. A YUC2/4 gének monooxigenazokat kodolnak ¢és a fejlédé embridban korai sejtdifferenciacidhoz
vezetnek. Szintén az embridgenezis soran a FUS3 és LEC2 TF-ok transzkirpcionalisan gatoljadk a Gibberellin3-
oxidase2 @gén kifejez6dését, amely egy az aktiv gibberellinek bioszintéziséért felelds enzimet kodol. Az
embridgenezis és a mag érése soran a FUS3 TF gatolja a Testa Glabral (TTG1) TF-t, a TTG1 TF a mag olaj
tartalékainak felhalmozddasat gatolja. A Transparent Testa 2 (TT2) TF, amely a proantocianidinek bioszintézisét
szabalyozza a magkdpenyben, kozvetleniil k6tddik a FUS3 gén promoéteréhez. A mag érési fazisa soran a LEC2 TF
aktivalja az ABI3 és FUS3 géneket, az altaluk kddolt TF-ok szilkségesek a mag tartalék fehérjéinek (Seed Storage
Proteins, SSP) és lipidek felhalomddésahoz. A LEC2 TF transzkripcionalisan szabalyozza a WRI1 TF kifejezédését,
amely a mag érése soran a zsirsavbioszintézist aktivalja. A kés6i magérés soran a FUS3 és ABI3 TF-ok
szabalyozzak a kiszaradas toleraldsaban szerepet jatsz6 gének kifejez6dését, amelyek LEA és hésokk (Heat Shock
Proteins, HSP) fehérjéket kddolnak. A magnyugalmi allapot megteremtésében az auxinnak is szerepe van, ami az
Auxin Response Factor 10 (ARF10) altal indukalja az ABI3 gént. A mag hosszu élettartamanak fenttartasaban két
mag specifikus vakuolaris aquaporin gén, a Tonoplast Intrisic Proteins 3-1 és 3-2 (TIP3-1; TIP3-2) vesz részt,
amelyek expresszidjat az ABI3 TF szabalyozza. Az ABI3 TF kdlcsonhat az ABI5 és DELLA fehérjékkel vagy a
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR-LIKE 5-el (PIL5) és aktivalja a SOMNUS (SOM) gén kifejez6dését,
amely az ABA szintézisben és a GA katabolizmusban részt vevé gének kifejezédését szabalyozza, ezéltal gatolja a
mag csirazasat (Carbonero és mtsai., 2017 munkéja alapjan).
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2.5. A LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) transzkripcios faktor jellemzése

A LEC2 TF szerkezetét tekintve a ndvenyi TF-ok AFL B3 csaladjaba (Stone és mtsai.,
2001), mig funkcidjat tekintve a LEC TF-ok kdzé tartozik (Meinke és mtsai., 1994). Feladata az
embrio fejlodési program szabalyozasa. Az embriofejlodés soran részt vesz az embrid
morfogenezisének, és érési szakaszanak iranyitasdban (Harada és mtsai.,, 2001). Az
embridgenezis sordn részt vesz a szuszpenzor sejtsors specifikacioban és a sziklevél identitas
létrehozasaban. Az érési fazisban pedig segiti a deszikkécids tolerancia kialakulasat és aktivalja
szamos érés sepcifikus gén kifejez6dését (Meinke és mtsai., 1992, 1994; Harada, 2001; Stone és
mtsai., 2001), valamint gatolja a magvak id6 elétti csirdzasat (Harada és mtsai., 1997).

A LEC TF-ok (LEC1, LEC2, FUS3) mutacioi hasonlé hatdstak. Hianyuk
megakadalyozza a normalis magérest és nedves kornyezetben az embrid Kkorai csirazasat
eredményezi. Megvaltozik a tartaléktapanyagok és az antocianin felhalmozddasa, a sziklevelek
levéljellegeket vesznek fel, levél szOrok Un. trichdmak képzddnek rajtuk. Jellemzd rajuk a korai
hajtas és gyokérmerisztémandvekedés, a deszikkacios intolerancia és a rovidebb nyugalmi
allapot (Meinke és mtsai., 1992, 1994). A lec2 mutanst 1994-ben Meinke és mtsai. azonositottak
és jellemezték. A LEC TF-ok mutansainal latottakhoz képest kismértékben eltéré fenotipusos
jellegeket tapasztaltak. A lec2 mutans magjai bizonyos mértékben toleraljak a kiszaradast, habar
a magok eletképessége romlik néhany hét tarolas utan. Az ezekbdl fejlédd csirandvények
szabalytalan formaju sziklevelekkel rendelkeznek, mivel kiszaradds hatasara a magok csucsi
része ¢és a sziklevelek disztalis vége még a csirazas elott sériil. Emiatt a sziklevelek disztalis
csucsan keményitd, a bazalis régioban pedig abnormalis fehérje felhalmozddés jon létre. Az
embrionalis szar és a sziklevél mas részei nem karosodnak. A szaraz magokbdl csirazott
novények sziklevelén nincs trichdma, a trichomakkal rendelkez6k nem toleraljak a kiszaradast.
A mutansok érett magjaira jellemzd az erds pigmentaltsag, a csiranovények sziklevelének felso
részére pedig az antocianin felhalmozodas.

A LEC2 gén az erds 35S promoter (karfiolmozaik virus 35S RNS génjének promotere)
szabalyozésa alatt torténd taltermeletetése Arabidopsis thaliana ndévényekben szomatikus
embridgenezis kialakulasahoz vezet az embrionalis tvonalak aktivacidja altal. Embridszerti
struktarak jelennek meg a fiatal csirandvények sziklevelén. Jellemzd rajuk a frissnek tiing, szét
nem teriil6 sziklevél és a rovid, meg nem nyult embrionalis szar és gyokeér. Ezek a tulajdonsagok
arra utalnak, hogy a LEC2 TF tultermeltetése meghosszabbitja az embriondlis fejlodés iddszakat.
A szomatikus névényi sejteknek altalaban valamilyen kiilsé ingerre van sziikségik ahhoz, hogy a

szomatikus embridgenezisre alkalmassa valjanak. Ez bizonyos ndvényi hormonok adasaval
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lehetséges, mint az auxin vagy a citokinin. A LEC2 gén tultermeltetése esetén a szomatikus
sejtek hormonkezelés nélkil is alkalmassa valnak az embridgenezisre, ami arra utal, hogy a
LEC2 TF szerepet jatszik a szomatikus embridgenezisben részt vevd gének aktivacidjanak
kivaltasaban (Stone és mtsai., 2001). A LEC2 TF taltermeltetése példaul megndveli az auxin
bioszintézisét, kdzvetlen célgénjen a YUC4-en keresztul (Stone és mtsai., 2008).

A LEC2 a FUS3 TF-ral egyiitt pozitivan szabalyozza az ABA és negativan a GA3
bioszintézisét. Szamos, a hormon bioszintézisben és lebontasban részt vevé kulcsfontossagu
enzimet kodold gént ellendriznek, mint a 9-cisz-epoxikarotin dioxigenaz, az ABA-8’-hidroxilaz
és a GAS3-oxidaz. Kovetkezésképpen a lec2 és fus3 mutansokban az ABA/GA3 arény
alacsonyabb a WT-hoz képest, ez pedig 6sszhangban van a mag érésében okozott defektusokkal,
és a korai csirdzassal (Gazzarini és mtsai., 2004; Curaba és mtsai., 2004; Nambara és mtsai.,
2000).

2.6. A WRINKLED 1 (WRI1) transzkripcios faktor jellemzese

A WRI1L TF az APETALA2/ETHYLENE-RESPONSIVE ELEMENT BINDING
PROTEIN (AP2/EREBP) csalad tagja (Cernac és mtsai., 2004). A zsirsavbioszintézis elsd
pozitiv szabalyozdja, amelyet novényekben azonositottak (Cernac és mtsai., 2004). Arabidopsis
jatszik szerepet (Baud és mtsai., 2007). A zsirsavtermelésben szerepet jatszé gének egyidejii
expresszidjat eredményezi a mageérési szakasz kezdetén. (Cernac és mtsai., 2004). Nevét az
Arabidopsis thalianan végzett kisérletek soran kapta, megfigyelték, hogy wril mutansa ,,rancos”
(angolul: wrinkled) kiilsejii maghéjjal rendelkezik (Focks €s mtsai., 1998). Célgénjei kdzé késoi
glikolitikus és zsirsav bioszintézis gének tartoznak, mint a piruvat kinaz, a piruvat dehidrogenaz,
acetil CoA Kkarboxilaz BCCP2 alegysége az enoil-ACP reduktdz, a foszfogliceraz mutaz,
valamint a liponsav és a biotin bioszintézis utolsé lépését katalizalé LAS és BIO2. (Baud és
mtsai., 2007). Célgénjeinek promater régidjaban konzervalt, a WRI1 altal felismerhetd nukleotid
szekvencia (CnTnG(n)7CG) un. AW-box talalhat6 (Maeo és mtsai., 2009).

Mutansat, a wril-1-et 1998-ban Focks és mtsai. izolaltak és tanulmanyoztak. Pontmutacio
talalhato a WRI1 gén els6 intronjaban, aminek kovetkeztében rendellenes WRI transzkriptum
halmozodik fel az érésnek indulo wril-1 magokban. A wril-1 mutansban a zsirsavbioszintézis
transzkripcionalis aktivaciojanak hianya az érésnek induldé embrio triglicerid (TAG)

bioszintézisének hibas miikodését eredményezi, melynek kovetkezményeképpen raktarozott
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olajokban szegény, kicsi, rancos magok keletkeznek. A mutans magok TAG tartalma 80 %-kal
csokken, mivel a WRII transzkripcios faktor hidnyaban a fejlédé magok a kornyezetiikben
jelenlevd szacharozt és gliikozt képtelenek atalakitani a zsirsav bioszintézis prekurzoraiva,
valamint szdmos glikolitikus enzimnek csokken az aktivitasa (Focks és mtsai., 1998). A wril-1
mutans magokra jellemzd a rossz, cukorkezelés hatdsara sem javuld csirazasi hatékonysag (50
%-0s), valamint az, hogy in vitro cukor nélkil a wril-1 magokbdl 1étrejovo csirandvények nem
fejlédnek tovabb (ez az un. seedling establishment fenotipus) csak akkor, ha cukor tartalmu
taptalajra helyezik at 6ket (Cernac €s mtsai., 2006). A mutans csirandvények embrionalis szara
sOtétben nem tud megnyulni, és cukorkezelés hatdséra is csak Kkis mértékeben javul az
embrionalis szar megnyulasa (Cernac és mtsai., 2006). Mindazonaltal a mutans vegetativ
fejlodése ¢és a virdgzas megfeleld koriilmények kozott végbemehet, mivel képes a késoi
glikolizisben és a zsirsavbioszintézisben részt vevé génjeinek alapszintii expressziojat fenntartani
(Baud és mtsai., 2009).

A wril-1 mutans fenotipusat nem csak az Arabidopsis thaliana WRI1 génjének
visszajuttatdsaval, hanem mas fajokbol szarmazd, mint példaul a repcébdl, az olajpalmabol és a
kukoricabol szarmazo WRI1 génnel is komplementalni tudtak (Liu és mtsai., 2010; Ma és mtsai.,
2013; Pouvreau és mtsai., 2011). 2013-ban Wei Ma és munkatarsai kutatasaik soran feltartak,
hogyan lehetséges az Arabidopsis wril-1 mutans komplementalasa a kiilonb6z6 novényfajokbol
szarmazdé WRI transzkripciés faktorral. Talaltak egy konzervalt 9 bazisparos exont, ami a
»VYL” aminosavat kddolja. Ennek a hdrom amindsavnak esszencidlis szerepe van a normal
zsirsavtartalom kialakitasaban, ami alapjan esszenciélis komoponense a WRI1 felépitésenek.
S6t, a mutans komplementalasa sikeres volt az Arabidopsis thalianabdl szarmaz6, de maés
funkciot betolté WRI3 és WRI4 génekkel is, kivételt csak a WRI2 gén képez, amely nem ismeri
fel a tobbi WRI TF altal felismert cisz-szabalyozo elemet, az in. AW-boxot (To és mtsai., 2012).

A WRI1 gén 35S promoter szabalyozasa alatt torténé taltermeletetése Arabidopsisban a
magok olajtartalmanak ndévekedését eredményezte. Hatasara cukor tartalmd MS (Murashige and
Skoog medium) taptalajon nemcsak a magok, hanem a fejlodo csiranovények is TAG-ot
halmoznak fel. Ezek a csirandvények nem zéldilnek be, a sziklevelek és gyakran a csucsi kampd
sem nyilik ki, az embrionalis sz&r pedig megnyulik. A cukor-fiigg6é uton 1étrejovo fejlédési
rendellenességek megjelenése az olajat felhalmozo, fejlédé magvak egyfajta meghosszabitott
vagy Ujrainditott embrionalis allapotanak a kbvetkezménye (Cernac és mtsai., 2004).

A WRI1 gén mRNS-e nagy mennyiségben halmozodik fel a fejlédé Arabidopsis
magokban, mig a vegetativ szervekben, mint amilyen a levél csak kis mennyiségben talalhato

meg (Cernac és Benning, 2004). A becén belil kifejezédik az embridban és az
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endospermiumban, mig a magkopenyben és az anyai szovetekben nem, igy a becd faldban sem
talalhatd6 meg. A becofejlodés kezdetén a géntermék mennyisége alacsony szintil.
Felhalmo6zddasa a magokban 7-8 nappal a beporzas utan kezdédik meg, csucspontjat pedig 8-10
nappal a beporzas utan éri el. Ekkor indul el a mag érése, amelynek soran folyamatosan csdkken
a géntermék mennyisége. A WRI1 transzkripcids faktor kifejez6désének és a raktarozott olajok
keletkezésének helye kozott térbeli kapcesolatot talaltak, a WRII megfeleld expresziés mintazata

szlikséges a magok optimalis olajfelhnalmozddasahoz (Baud és mtsai., 2007).

3. A ndvényi sejtosztodas jellemzése

A sejtosztodason alapszik az élet megujuldsi képessége, minden sejt kizarolag mar
meglévo sejtek osztodasaval jon 1étre. Osztodas eldtt a sejtek megkettdzik anyagaikat, majd két,
a kiindulasi anyasejttel és egymassal teljesen egyforma leanysejtet hoznak létre. Ezt a minden
¢lolényre alapvetéen jellemzd folyamatot, melynek soran a ndvekedés és a sejtosztodas
ciklikusan valtakozik, sejtciklusnak nevezzik. A sejtciklus egyiranyd, vissza nem fordithat6 an.
irreverzibilis folyamat, ahol az egymast kovetd fazisok nem cserélheték fel egymadssal. Két
egymast kovetd folyamatra oszthatdo a sejtciklus: idében az elsé az S vagy szintetikus fézis,
melynek soran, egyszer megduplazodik a sejtek DNS tartalma (DNS replikécids szakasz). Ezt
koveti a masodik f6 folyamat, az M vagy mitozis fazisa, melynek sordn végbemegy a
megkettdz6dott kromoszomak szétvalasztdsa és az utddsejtekbe egyenld szamban torténd
szétosztasa, a kromoszomak szegregacidja. Ezeket a fazisokat az igynevezett gap (magyarul rés,
roviden G) fazisok vélasztjak el, ahol a sejtek felkésziilnek a kovetkezé 1épésre és ahol a
folyamatok ellendrzése is megtorténik. A mitozist kovetd szakaszt G1-nek, az S fazist kovetdt
pedig G2-nek nevezziik. Amennyiben a kornyezeti feltételek, vagy a tapanyag ellatottsag nem
megfeleld, illetve ha beindul a differencidloédasi program a sejt a G1 fazisbol atlép a nyugalmi
GO fazisba, vagyis kilép a sejtciklusbol. A sejtciklus részleteiben eltérhet a kiilonb6zd
organizmusokban, névényekben példaul nincsen centroszoma, amely a tébbi eukaridtaban a
kromoszomak szétvalasztasat iranyitja. A sejtosztodas molekularis szabalyozasardl kimutattak,
hogy a kiilonb6zd eukaridta organizmusokban a gombdaktdl kezdve az emldsdk ¢és a
magasabbrendi novényekig bezarolag nagyon hasonld folyamatok és szabalyozO molekulak
vesznek reszt. Ezért a felfedezésért Leland H. Hartwell, R. Timothy Hunt és Paul M. Nurse
2001-ben Nobel dijjal lett jutalmazva (The Official Web Site of the Nobel Prize, The Nobel
Prize in Physiology or Medicine 2001). A sejtciklus kdzponti szabalyozbja egy protein kinaz,
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amelynek a miikodése elsdsorban a ciklin molekuldktol fiigg (a sejtciklus soran periodikusan
megjelend fehérjék), igy a neve CIKLIN-FUGGO KINAZ (angol nevén CYCLIN-
DEPENDENT KINASE roviden és a kés6bbiekben, mint CDK). A CDK egy Szerin/Threonin
specifikus kindz, amely a sejtciklus szabalyozo fehérjék foszforilacidja révén iranyitja a
sejtosztodas folyamatat. A késObbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a CDK enzimek miikodése
elsésorban fehérje szinten, un. poszt-transzlacids valtozasokon keresztil szabalyozddik (ugy
mint, foszforilacid, ciklin lebontasi folyamatok altal, CDK-gatlo fehérjék kotédése révén —
Morgan D.O., 2007). Az éleszt6 fajokban csak egyetlen CDK vesz részt a sejtosztddas
szabalyozésdban (Cdc2 a hasado, és CDC28 a sarjad6 élesztdben, mas fajokban ez lett a CDK1),
mig az allatokban tobb CDK fehérjét is azonositottak sejtciklus szabalyozasi szereppel. Az allati
CDK molekulék koziil a CDK1 képes helyettesiteni az ¢leszté cdc2/CDC28 mutansokat. A tobbi
CDK erre mar nem képes, és az allati CDK-ak tobbsége a sejtciklus interfazisaban, ott is
elsésorban a GI1-S tranzicio soran, az osztddasba Iépésnél (CDK4/6), valamint az S-fazisban
(CDK?2) jatszanak szabalyozo szerepet. A CDK1 kettds szereppel bir, szabalyozza az osztddasba
és az M-fazisba torténd lépést is.

A novényekben az allatokhoz hasonldan tobb tagbdl allé CDK csalad 1étezését mutattak
ki (Magyar és mtsai., 1997). A CDK géncsalddnak Arabidopsis thalianaban 12 tagjat
azonositottdk, melyeket 8 csoportba soroltak, CDKA-F (Vandepoele és mtsai., 2002), mig a
szabalyozd Ciklin csaladnak 30 tagjat azonositottdk. Az eukariota CDK1 ndvényi megfeleldje a
CDKA, melynek Arabidopsisban egyetlen tagja van, a CDKA;1, mellette a ndvényspecifikus
CDKB alcsalad tagjai vesznek részt kdzvetlenil a sejtciklus szabalyozasaban (De Veylder és
mtsai., 2007). Ezek a CDK enzimek A, B és D-tipust ciklinekkel képeznek komplexeket. A
ciklin alegységek fazis specifikusan jelennek meg a sejtciklus soran, kifejez6désiiket hormonok
¢s a fejlédési program szabalyozza (Menges és mtsai., 2003). A CDK-ak aktivitasat nem csak a
ciklinek, hanem mas szabalyoz6 fehérjék is képesek befolyasolni. Ilyenek a CYCLIN-
DEPENDENT KINASE INHIBITOR-ok (CKI), novényekben a KIP-allati gatléfehérjékkel
tavoli rokonsagot mutaté KIP-RELATED PROTEIN (KRP), valamint a ndvény specifikus
SIAMESE inhibitor fehérjék (SIM; De Veylder és mtsai., 2007). Ezen kivil tovabbi kinazok
(WEEL1 kindz) és foszfatazok (CDC25 foszfataz) szabalyozzak a CDK miikodését foszforilacio
és defoszforilacié révén. A WEE1L kindz és a CDC25 foszfatdz a CDKL1 fehérjében talalhatd
ugynevezett gatlo 14-15-0s pozicioju Threonin (T) és Tyrozin (Y) aminosavak foszforilaltsagi
allapotaért felelések. A ndovényi CDKA;1 fehérjében is konzervalodtak ezek a gatld
foszforilaltsagi helyek. Novényi homoldgja a CDC25 foszfataznak ugyanakkor nincs, egyetlen

CDC25-szerti fehérjét azonositottak Arabidopsisban, amelyben hianyzik az N-terminalis
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szabalyoz6 domén (Dewitte és Murray 2003; Landrieu és mtsai., 2004; Inze és De Veylder
2006). Novényi, koztik Arabidopsis WEEL kindz homologot ugyanakkor azonositottak, ami a
hasado ¢€lesztében tultermeltetve gatolta a sejtosztdédast (De Schutter €s mtsai., 2007). A tovabbi
vizsgalatok alapjan azonban kimutattak, hogy a WEE1 kindz nem a névényi sejtciklus altalanos
szabalyozésdban, hanem a DNS replikécios stresszvalasz kialakitasaban vesz részt (De Schutter
és mtsai., 2007).

A sejtciklus harom {6 ellenérz6 ponttal rendelkezik. Az elsé a G1/S fazisatmenetnél
talalhatd, melyen akkor halad tovabb a sejt, ha készen all a DNS a replikaciéra, nincs DNS
sériilés, megfeleld sejtmérettel rendelkezik és nincs tdpanyaghidny. A masodik ellendérzépont a
G2/M atmenetnél talalhat6. Itt ellendrzi a sejt, hogy sikeresen, hibatlanul befejezddott-e a
genetikai informacié megkett6zddése, és kijavitddtak az esetleges hibak. Az utolsé ellendrzépont
pedig az M/G1 atmenetnél van, melyben megvizsgalja a sejt, hogy a kromoszomak készen
allnak-e a szétvalasra. A harom ellenérzépontban feltételezhetéen kiilonb6zé6 CDK-Ciklin
komplexek a szabalyozok. Hogyan miikodnek ezek a szabalyozok, és hogyan biztositjak a
sejtciklus miikddését? Az élesztében egyetlen CDK kiilonboz6 fazisokban expresszalodo Ciklin
fehérjékkel 1ép komplexbe. Ez alapjan feltételezték, hogy a kiilonbozd sejtciklus fazisokban
formalédé CDK-Ciklin komplexek méas és mas szabalyozé fehérjéket kontrollalhatnak és ez a
mechanizmus biztositja a sejciklus folyamatait és a fazisok sorrendjét (ez az un. qualitativ vagy
mindségi modell). A késObbi vizsgalatok azonban kimutattak, hogy az élesztd dsszes ciklin és
Cdc2 génjére mutans élesztévonalban elegendd volt egyetlen mesterségesen eldallitott CDK-
Ciklin kiméra fehérje a sejciklus normalis lefolyasdhoz (Cdcl3-Cdc2; Coudreuse és Nurse
2010). Igazoltak azt is, hogy az éleszt6 sejtciklus elérehaladasa soran a CDK aktivitasa
fokozatosan emelkedik; az osztddasba lépéshez még alacsony kinaz aktivitasra van sziikség, mig
az M-fazisba lépéshez mar csak magas kindz aktivitassal lehet belépni. A CDK aktivitas
mesterséges megvaltoztatasaval ,,sikeriilt” elrontani a fazisok sorrendjét. Mindezek alapjan a
sejtciklus a CDK kinaz aktivitasi értékek mentén szabalyozddik (ez az un. quantitativ vagy
mennyiségi modell). A magasabbrendli 4llatokban azonban nem csak Ciklin molekulabol, de
CDK-bdl is tobb van, amelyek sejtciklus fazis specifikusan jelennek meg és ezek a CDK-ak
egymas utan, mintegy szekvencialisan fazisrdl fazisra aktivalédnak. Mutans modell allatok
segitségével igazoltak, hogy a sejtosztddas szabalyozasahoz itt is elegendd egyetlen CDK, ¢€s ez
az ¢lesztd Cdc2/CDC28 allati megfeleldje, a CDK1 (Santamaria és mtsai., 2007). A CDK1
hianyaban nagyon korai stddiumban leall az embrionalis fejlédés, mert a sejtek nem képesek
tovabb osztodni, ami egyértelmiien igazolta, hogy az interfdzisut CDK enzimek nem képesek

helyettesiteni a CDK1 funkcigjat. Kimutattdk, hogy a CDK1 az interfazisi CDK-ak hianyaban
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(CDK2,4 és 6) képes komplexbe lépni az 6sszes Ciklin fehérjével (E-D-A-B tipusuakkal).
Hasonloképpen a CiklinD ¢és CiklinE mutdns egér embriok is fejlédé képeseknek bizonyultak,
mig CiklinA és Ciklin B (a mitotikus Ciklinek) mutansok osztodasa és igy fejlédése is serilt
(Sherr és Roberts 2004; Murphy és mtsai., 1997; Brandeis és mtsai., 1998). Erdekes médon a
novenyi CDK1, a CDKA;l-re mutans Arabidopsis embrié életképesnek bizonyult, bar
Iényegesen kevesebb sejtet tartalmazott, mint a vad tipusu kontroll embrid (6sszesen 10 % -nyi
sejtbol allt — Nowack és mtsai., 2012). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a novényi interfazisu
B-tipusu CDK-ak nem tokéletesen, de valamennyire képesek pétolni a CDKA;1 funkcidjat.

A sejtciklus folyamatanak szabalyos megvaldsulasahoz nemcsak a CDK-ak megfeleld
idében torténd aktivacioja sziikséges, hanem fontos szerepe van az aktivitasukat szabalyozo
fehérjék (példaul a Ciklin és a CDK gatl6 fehérjék) lebontasanak is, amikor azokra mar nincs
szlikség. A mitotikus ciklinek lebontéasa sziikséges ahhoz, hogy a sejtek a mit6zisbol ki tudjanak
lépni, és ebben meghatarozd  szerepet jatszik az ANAPHASE-PROMOTING
COMPLEX/CYCLOSOME (APC/C), ami egy ubiquitin—-lighz komplex. A DNS replikécid
szintén fehérjelebontas altal szabalyozott folyamat. A sejtciklus szabalyozasban részt vevé
ubikvitin-fliggé fehérjelebontd rendszeren beliil két E3 ubikvitin-ligaz enzimkomplexet
azonositottak. Az egyik a SKIP-CULLIN F-BOX (SCF), amely a G1/S és az S/G2
fazisatmenetekben szabalyoz, a masik pedig a mitozisbdl vald kilépést szabalyozé APC/C
(Peters, 1998; Reed, 2003).

Hogyan kapcsolédnak be a sejtosztdédasi gének, mi szabalyozza a koordinalt
miikodésiiket a sejtciklus alatt és a fejlodé novényben? A jelenleg elfogadott modell szerint egy
az evoldcid soran konzervalddott transzkripcionalis mechanizmus iranyitja az osztoédasba torténd
be-és kilépést, melyet a benne résztvevo szabalyozo elemekrdl E2F-RB-nek neveztek el (Magyar
és mtsai.,, 2008). A RETINOBLASZTOMA (RB) az elsé tumorszupresszor gén volt, amelyet
emlés sejtekbdl izolaltak, mig az E2F (ADENO VIRUS E2 FAKTOR) TF-t az RB-vel
komplexet formalé képessége alapjan azonositottdk (van den Heuvel és Dyson, 2008). A
novények és az allatok kozti alapvetd életmodbeli kilonbségek ellenére ez a molekularis
szabalyozasi folyamat meglepden jol konzervalodott a névényekben is (Inze and De Veylder,
2006).

28



®® @

gy,

DNS replikacios
gén

Inaktiv Aktiv Inaktiv

5. abra: A klasszikus E2F-RB transzkripcionalis szabalyozasi modell.

Az aktiv, alul foszforilalt RB, a nem osztddo sejtekben az E2F TF-ok transz-aktivaciés doménjében taldlhaté RB-
koté régidhoz kotdédik, amivel megakadalyozza az osztddasba 1épést és az S-fazisu gének aktivalodasat. Mitogén
stimulus hatasara (allatok esetében elsésorban névekedési faktorok) RB-kindzok aktivalddnak (tébbnyire CDK-
Ciklin enzimek), melyek az RB fehérjét tobb helyen is foszforilaljak (hiperfoszforilacio). A felul foszforilalt RB
fehérje konformacitja megvaltozik, és szabadon engedi az E2F/DP heterodimerikus transzkripcios faktort, amely
aktivalja az S-fazisu géneket. A kés6i S-fazis alatt az E2F/DP foszforilalodas altal elvesziti DNS-ko6t6 képességét, és
az S-fazisu gének kikapcsolédnak (Nakagami és mitsai., 2002, illetve Espinosa-Ruiz és mtsai., 2004 munkaja

alapjan).

3.1. Az Arabidopsis E2F-RBR modell

Az E2F-RB szabalyozasi mechanizmus meglehetdsen jol konzervalodott a novényekben.
Az éllati E2F és RB gének homoldgjait nemcsak az egysejtes zold algaban (Chlamydomonas
reinhardti), hanem ennél magasabb szervezddési szintii ndvényekben is megtalaltak, mint
példaul a novénybioldgiai alapkutatdsok modellnévényében az Arabidopsis thalianaban (Inze és
De Veylder, 2006). Az Arabidopsisban egyetlen RB rokon fehérjét talaltak (RBR), amely az
allati RB fehérjéhez hasonl6an meghatarozd szerepet jatszik az osztodas és a differencialodas,
valamint a sejthalal (apoptdzis) szabdlyozasaban, az &ssejt allapot fenntartdsaban, de az
ivarsejtek képzodésében és a meidzisban is (Ebel és mtsai., 2004; Park és mtsai., 2005; Desvoyes
és mtsai., 2006; Chen és mtsai., 2009, 2011; Wildwater és mtsai., 2005; Kobayashi és mtsai.,
2015; Horvath és mtsai., 2017). Az RBR fehérje harom E2F transzkripcios faktorral képes
komplexet alkotni (E2FA, E2FB és E2FC-Magyar és mtsai., 2005; 2012; del Pozo és mtsai.,
2002). Az RBR funkcidjardl ezek alapjan megallapithatd, hogy eszencialis a ndévény
fejlodéséhez. Nem minden folyamatban ismert azonban, hol szabalyoz egyiitt az E2F

transzkripcids faktorokkal, és hol kapcsolodik mas transzkripcios faktorokhoz. A levél zardsejt
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vonal fejlédésében példaul kimutattdk, hogy az RBR kolcsonhat a FAMA transzkripcios
faktorral (basic helix-loop-helix fehérje), amely a zardsejtek differencialodasaért felelés. Az
RBR-FAMA kdlcsOnhatas gatlasaval a differencialt zarosejtekben Gjra indul a zardsejt képzodés,
megszunik a terminalis differencialt allapot (Matos és mtsai., 2014). A gyokeérben az RBR a SCR
transzkripcios faktorral komplexben szabalyozza az aszimmetrikus sejtosztddast (Cruz-Ramirez
és mtsai., 2012). Az eddigi adatok alapjan a harom E2F transzkripcios faktor egymassal atfedé és
eltéré funkcioval is rendelkezik, de a DNS kd&téshez mindegyikiik heterodimer komplexet hoz
Iétre a dimerizacios partner fehérjék valamelyikével, DIMERIZATION PARTNER PROTEIN A
és B (DPA és DPB; Inze és De Veylder, 2006; Magyar, 2008). Az Arabidopsis gének 25 %-a
alapvetd szerepet jatszanak a novényi fejlddés szabalyozasaban, és feltehetden nemcsak a
sejtosztddas és a differencialddas iranyitasaban vesznek részt (Vandepoele és mtsai., 2005,
2009). Eddigi ismeretink szerint az E2F-RB szabalyozas novények esetében elsdsorban a
sejtosztodasi gének be és kikapcsolasaban vesz részt, am az alébbi vizsgalataink eredményei
alapjan feltételezhetéen nem csak a sejtciklus irdnyitdsaban részt vevd géneket szabalyozhatnak,

hanem részt vesznek egyéb folyamatok, mint a mag érésének iranyitasaban is.
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6. abra: A névényi E2F-RBR szabalyozasi modell.

A novényi RBR gén és fehérje aktivitasat, foszforilaltsagi allapotat a névényi hormonok mellett, mint amilyen az
auxin is, kiilsé kornyezeti faktorok is jelentdsen befolyasolhatjak; ezek kozil is meghatarozé a fény jelenléte, ami
nélkil a novény nem képes fotoasszimilatumot, szénhidrétot létrehozni (cukor). A cukor jelenléte stimulalja a
CYCD3;1 (D-tipust Ciklin) kifejez6dését, amely aktivalja a CDKA;1 kinazt és foszforilélja az RBR-t. Az E2FB
felszabadul az RBR gatlas alol, amely bekapcsolja a sejtosztddashoz sziikséges gének kifejez6dését és elindul a
sejtosztodas. Cukor hianyaban a CDK inhibitor fehérjék egyike, a KRP2 (hét tagu csalad egyik tagja, KRP1-7)
gatolja a CDKA;1 aktivitasat,és az alul foszforilalt RBR képes komplexet formalni a sejtciklus aktivator E2FB-vel.
Az E2FC a sejtciklus represszora, amely gatolja az osztodasba lépést fény hidnyaban. Az E2FB és E2FC
fehérjeszintek ellentétesen szabalyozddnak az auxin és a fény jelenlétében (del Potro és mtsai., 2002; Lopez és
mtsai., 2007). Az E2FA szemben az E2FB-vel cukor jelenlétében is komplexbe 1ép az RBR-vel. Ez a komplex
gatolja az endociklust bekapcsolé géneket, ezaltal a differencidlédasi programot is. Egy még ismeretlen folyamat
altal ez a komplex szétesik, és a szabad, RBR nélkili E2FA aktivalja az endociklust. A nyil és a kalapacs a
molekularis szabalyozast jelzi: a nyil az aktivaciot, a kalapacs a repressziét. A fehér és a fekete kar a hormonhatast
és a kiils6 kornyezeti faktorok hatasat jelzi: a fehér kar a stimulalo, a fekete kar a gatlo szignalokat (az abrat Magyar

és mtsai., 2012 munkaja alapjan készitettiik).

3.2. Az E2F transzrkipcios faktorok jellemzése

2002-ben Vandepoele és mtsai. Arabidopsis thalianaban az E2F csaladnak 6 tagjat irtak
le. Ezek kozll harom, az E2FA, E2FB és az E2FC strukturalis felépitése megegyezik az allati
E2F1-5 fehérjék szerkezetével. Két, az E2F-ekkel rokon DIMERIZACIOS PARTNER, DPA és
DPB képes az E2FA-C faktorokkal heterodimert formalni (Magyar és mtsai., 2000). A harom

masik Arabidopsis E2F TF csak tavoli rokonsagban all a tobbivel, ezeket DP-E2F-szerii, roviden
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DEL fehérjéknek (DP-E2F-Like) DEL1, DEL2 és DEL3 nevezték el. A DEL fehérjék DNS-ko6to
doménje az E2F-DP faktorokhoz hasonlo, de szemben veliik, kettdvel is rendelkeznek, mig a
DP-kel nem hoznak létre heterodimert, ennélkil is képesek a DNS-hez ko6tédni. Funkciojuk
kdzvetlentl nem flgg az RBR fehérjétél, mivel nem rendelkeznek RB-k6t6 motivummal (7.

abra).
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7. bra: Arabidopsis E2F és DP rokon fehérjék szerkezete.

Az Arabidopsis E2FA, E2FB, és E2FC fehérjék rendelkeznek a klasszikus E2F molekuldkra jellemz6 Gsszes
konzervalt doménnel (DNS-koté, Dimerizaciés, Marked box, Transzaktivaciés és RBR-kot6 domén). Az
Arabidopsis E2F csaldd méasik harom tagja, a DEL1-3/E2FE-F fehérjék csak a konzervalt DNS-k6t6 doménnel
rendelkeznek, de ebbdl kettével is, mig a tobbi strukturdlis E2F-re jellemz6 domén hianyzik bel6lik. A
DIMERIZACIOS PARTNER (DPA és DPB) fehérjék szerkezete a klasszikus E2F transzkripcids faktorokhoz
hasonlé. Csillaggal jel6ltiik a potencidlis CDK foszforilacios helyeket (Magyar és mtsai., 2008 alapjan).

Az allatoknal létrehozott rendszerhez hasonléan a novényi E2F-ek funkcionélis
jellemzése alapjan transzkripcios aktivator (E2FA es E2FB) illetve transzkripcids represszor
(E2FC) csoportokba sorolhatéak be (Magyar és mtsai., 2008). Funkcionalis jellemzésiik soran
tovabbi kilonbségeket talaltak az egyes Arabidopsis E2F-ek kozott. Mig az E2FA
taltermeltetése nem csak a mitdtikus sejtciklus, hanem az endociklus aktivaciojat is

eredmenyezte (De Veylder és mtsai., 2002; Kosugi és Ohashi, 2003), addig az E2FB esetében
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csak a mitdzis aktivalodott (az endociklus ugyanakkor gatolddott). Az endociklus a mitotikus
sejtciklus egy modositott valtozata, ahol csak a DNS replikacios fazis ismétlddik, aminek
kovetkeztében megnd a sejtek DNS tartalma (ploidy-szint). A névényi endociklus az M-fazisa
CDKB1;1 inaktivacidjaval és ciklin partneriik (mitotikus CYCA2;3) lebomlasaval kezdddik
(Boudolf és mtsai., 2009). A ploidy-szint emelkedése a differencidlt és megnyult névényi
sejtekre jellemz6. Az E2FB tultermeltetése fokozta a sejtosztddast és gatolta az endociklust mind
ndvényi sejtekben, mind pedig transzgenikus Arabidopsis ndvényekben (Magyar és mtsai., 2005;
Sozzani és mtsai., 2006). Az E2FC esetében pedig megallapitottdk, hogy mig a mitozist
negativan, addig az endociklust pozitivan szabalyozza (del Pozo és mtsai., 2006). Ezek alapjan
az E2FB és az E2FC antagonisztikus funkcioju TF-ok (6. abra). Az E2FA pedig mind a
sejtosztddast, mind az endociklust képes pozitivan szabalyozni (del Pozo és mtsai., 2006;
Sozzani és mtsai., 2006).

Az E2FA fehérje az E2F szabalyozasi halozat egy specidlis tagja. Promoterében nincs
konszenzus E2F-szabalyoz6 szekvencia elem, ezaltal mikodését feltételezhetden egyik E2F
transzkripcids faktor sem iranyitja kozvetlenil, ugyanakkor 6 maga szabalyozza az E2FB és az
E2FC rokon gének kifejezddését is (Vandepoele és mtsai., 2005). Erdekes modon, az E2FA-
DPA heterodimer taltermeltetésével nemcsak a sejtosztodds, hanem az endociklus is
aktivalodott, amely a differencialodd sejtekre jellemzé folyamat. Az egyik hipotézis szerint,
ezekben a novényekben az E2FA taltermeltetésével az RBR nem tud Iépést tartani, és az igy
szabadda valo, RBR-mentes E2FA stimulalja az S-fazisba lépést (DeVeylder és mtsai., 2002).
Az osztodd sejtekben az aktiv E2FA tovabbi osztédasokat stimulal, mert ezek rendelkeznek a
mitdzist indukal6 faktorral (Mitosis-Inducing Factor (MIF), az allati Mitosis-Promoting Factor
(MPF) novényi megfeleldje). A nem 0sztodo sejtekben azonban, ahol MIF mar nem képzddik, az
E2FA csak az endociklust képes aktivalni (G1-S ciklus), aminek kdszonhetden megnd a sejtek
DNS tartalma (ploidy szintje). Erdekes mddon azonban az endociklust egy olyan E2FA deléci6s
mutans is képes volt stimulalni, amelynek hianyzott a transzaktivaciés doménje (Magyar és
mtsai., 2012). Kimutattak azt is, hogy az E2FA az 0szt6do sejtekben komplexben van az RBR-
vel, és igy kdzosen gatolhatjak a mitozisba lépést megakadalyozd géneket (mint példaul az APC
aktivatorat, a Ccsb2A1-2 géneket; Magyar és mtsai., 2012). Ezt tamasztotta ala, hogy az RBR
mtsai., 2012). Az RBR funkcio gatlasaval spontan sejthalalt lehetett megfigyelni az Arabidopsis
gyokerek merisztémdjaban (Cruz-Ramirez és mitsai.,, 2013). Késébbi vizsgalatok alapjan
kideritették, hogy az RBR specifikusan az E2FA-val komplexben szabalyozza a sejthalal
folyamatat (Horvath es mtsai., 2017).
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Az E2FB TF taltermeltetése mind névényi sejtkultdraban, mind pedig ndévényekben a
sejtosztodasi gének aktivalédasédhoz vezetett, ezért soroltdk az E2FA-val egyutt az aktivator
E2F-ek kdzé (Magyar és mitsai., 2005; Sozzani és mtsai., 2006). Az E2FB tultermeltetése
novényi sejtekben (dohany Bright Yellow 2 sejtek, roviden BY-2 sejtek) a névényi ndvekedeési
hormon, az auxin hianydban is képesnek bizonyult a sejtosztodast aktivalni, ami az allati
aktivator E2F-ekhez teszi hasonlatossa (Magyar és mtsai., 2005). Az E2FB, az S-fazis specifikus
E2FA-val szemben, a sejtciklus teljes hossza soran kifejez6dik (Magyar és mtsai., 2000; 2005).
Az E2FB taltermelése az Arabidopsis sejteinek szamfeletti osztodasahoz vezet, gatolja a sejtek
megnyulasat, a ndvények gyokerei pedig rovidebbek lettek a kontroll vad tipust gyokerekhez
viszonyitva (Sozzani és mtsai., 2006). Erdekes mddon az Arabidospsis E2FB paradicsomban
torténd taltermeltetése korai viragzashoz vezetett €s fokozta a terméshozamot, €s a termések
méretét is (Abraham és del Pozo, 20012). Az E2FB az E2FA-hoz hasonldéan csak a
foszforilalatlan RBR fehérjével 1ép komplexbe, és mindkét fehérje képes dimerizalni a DPA-B
fehérjékkel (Magyar és mitsai., 2000, 2005, 2012; Oszi és mtsai., 2020). Az egyik feltételezett
celgén a G2/M fazisatmenetet szabalyoz6 CDKB1;1, melynek fokozott kifejez6dését lehetett
megfigyelni az E2FB taltermeltetett novényi sejtekben (Magyar és mtsai., 2005; Henriques és
mtsai., 2010; Henriques és mtsai., 2013).

Az E2FC taltermeltetése gatolta az S-fazis specifikus CDC6 gén kifejezOdését, ezért
transzkripcionalis represszor funkciot tulajdonitottak neki (del Pozo és mtsai., 2002). Ezt a
feltételezést tovabb erdsitette, hogy az E2FC RNS interferencian alapuld csendesitésével mar
differencialodd levelekben sejtciklus gének re-aktivaciojat lehetett megfigyelni, (pl. a Ciklin B
csaknem szazorosra nétt expresszidja, del Pozo és mtsai., 2006). Nem csak a mit6zis gatlasaban,
hanem az endociklus eldsegitésében is részt vesz (del Pozo és mtsai., 2006). Az E2FC fehérjérol
is igazoltak, hogy képes komplexbe Iépni az RBR fehérjével. Protoplaszt transzfekcids
Kisérletekben az E2FC elsésorban a DPB-vel alkot dimert (Kosugi és Ohashi, 2002). Csoportunk
nem kozolt eredményei alapjan az E2FC a DPA-val is keépes heterodimerizalédni, de a
levélfejlodés soran els6sorban E2FC-DPB komplex a dominans forméja, csirandvényeken
végzett fehérjekomplex tomegspektrometrias analizise azonban mind a két DP faktort kimutatta,
mint E2FC kdélcsonhatd (Pettko-Szandtner nem kozdlt eredményei alapjan). Egy masik
tanulméany sorén kimutattak, hogy az E2FC és az E2FB egyméssal ellentétes hatast fejt ki a
tavoli E2F rokon DEL1 gén kifejez6désére; az E2FB aktivalja, mig az E2FC represszalja. A
DEL1 gén taltermeltetése gatolta, mig hianyaban csokkent a ploidy szint (Berckmans és mtsai.,
2011). Kimutattak, hogy az E2FC fehérje mennyisége sotétben nd meg, mig fényben lebomlik az
ubikvitin-SCF atvonalon keresztiil (del Pozo és mtsai., 2002; Lopez és mtsai., 2008). Az E2FC
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szerepet jatszik a masodlagos sejtfalszintézis szabalyozasaban (lignin, cellul6z, hemicelluldz),
ahol transzkripcios aktivator és represszor funkciot egyarant betolt (Taylor-Teeples és mtsai.,
2015).

Az E2FB-E2FC aranyt az auxin szint szabalyozza (del Pozo és mtsai., 2002; Magyar és
mtsai., 2005). Az auxin dozis-fliggéen szabalyozza a ndvekedést; alacsony auxin szint
sejtmegnyulashoz, mig magas auxin szint a megnyulas gatlasahoz vezet. A magas auxin
koncentracid egyben az Ossejtallapot fentartasdban és az osztodasi képesség megodrzésében is
fontos szerepet jatszik (Scheres és Xu, 2006). Az E2FB és az E2FC fehérjék stabilitasat az auxin
ellentétesen szabalyozza. Az E2FA auxin altali aktivacioja fontos szerepet tolt be a mellékgyoker

képz6dés soran lezajlo aszimmetrikus osztodas aktivalasaban (Berckmans és mtsai., 2011b).

3.3. A novényi sejtosztodas sajatossagai az embriofejlodés soran

A ndvényi sejtosztodas az embrio6 fejlédése soran is egy szigoruan szabalyozott folyamat,
ahol az osztddasok gyakorlatilag egy meghatarozott ,.koreografia” szerint valésulnak meg. Ezek
az osztodasok kevésbé fliggnek a kiilsd kornyezeti faktoroktol, ezért j6 modellként szolgalnak a
sejtosztodasok és a fejloddés szabalyozasat feltard kutatdsok szamara. A CDKA;1 Arabidopsisban
is meghatarozo6 szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozésban, csak Ggy, mint més eukariétdkban
(Gutierrez és mtsai., 2009). Az allatokkal ellentétben azonban, az Arabidopsis embrié az
evoluciosan konzervalt CDKA;1 hianyaban is képes fejlédni, bar ezek az embridok sokkal
kevesebb sejtet tartalmaznak, mint a vad tipus. A CDKA;1 egyik {6 cél (szubsztrat) fehérjéje az
RBR. A cdka;1 mutansok lényegesen kevesebb sejttel fejlédnek, ami az RBR fokozott
miikodésére enged kovetkeztetni (alul foszforilalt allapota a dominans). Ezt a feltételezést
tdmasztotta ala, hogy a cdka;1 mutans ndvények novekedését (pl retardalt gyokér fejlodést)
2012). Ez azért is érdekes, mert az rbrl-2 mutans a vegetativ fejlédése soran nem mutat
makroszkopias elvaltozast a kontrollhoz kepest (Chen és mtsai., 2011). A CDKA;1, amely a
novények legfébb RBR kinaza, szabalyozo komplexet hoz 1étre a D-tipusu CIKLIN (CYCD)
alegységgel. A CYCD alegység 6nalld és atfedd szovetspecifikus mintazattal is rendelkezik a
fejlodé magokban, mutacidja pedig késlelteti az embrio fejlodését (Collins és mtsai., 2012). A
CYCD az RBR-hez az LXCxE motivuman keresztil kapcsolddik (ahol X lehet barmilyen
aminosav), amely az RBR foszforilacidjahoz, és ez altal inaktivacidjahoz vezet (Morgan 2007,

Boniotti és Gutierrez 2001). Az rbr mutans embridk (co-suppression vagy réviden csRBR
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mutdns) képesek a normal fejlédésre, viszont megkozelitden kétszer annyi sejtet tartalmaznak,
mint a vad tipusd kontroll embriok (Gutzat és mtsai. 2011). Az rbr mutans embriokban a
sejtszam megemelkedése a mag és embrio érési szakasz soran kovetkezik be, ami arra utal, hogy
az RBR altali gatlasra sziikseg van a sejtosztddasi fazisbol valo kilépéshez (Nowack és mitsai.,
2012). Az RBR fehérjére a korai csirandvény stadium soradn a heterotrof-autotrof atmenet
szabalyozésakor is szikség van (Gutzat és mtsai., 2011). Az RBR a csirandvény létrehozasa
soran kolcsonhat a POLYCOMB REPRESSIVE COMPLEX 2-vel (PRC2) és a hiszton H3
H3K27me3 kromatin médositasa altal csendesiti a késéi embridérésben részt vevd géneket, mint
példaul az ABI3-at és a LEC2-t, igy meghatarozd szerepet jatszik az autotrof fejlodési
atmenetben. Csirdzas utdn az rbr mutans csirangvények megakadnak a fejlédésben, képtelenek
tovabblépni az autotrof ndvekedés irdnyaba. Ennek oka, hogy a csiranévények cukortartalékai
megnének, mivel a SUT4 cukortranszportert az RBR hianyaban nem gatolja a PRC2, igy a cukor
nem tudja beinditani a sejtosztdodast. Amennyiben a névény kiviilrél cukrot kap, aktivalodik a
sejtosztodas, de kontrollalatlan novekedéshez és a kés6i embridogenezisben részt vevé ABI3 €s
LEC2 gének expresszidjahoz vezet (Gutzat és mtsai., 2011), jelezve, hogy az RBR fehérje a
sejtciklus szabalyozd géneken kivil a mageérési gének szabalyozasaban is részt vesz (Gutzat és
mtsai., 2012). Arr6l viszont nem tudunk, hogy a ndvényi RBR az E2F transzkripcios faktorokkal
egyltt hogyan szabalyozza a sejtosztodast a mag fejlédése soran, valamint arr6l sem, vajon az
RBR-E2F mechanizmus részt vesz-e a mag érési folyamataiban, és ha igen akkor hogyan, mely
E2F faktorokkal kozdsen. Alabbi munkank eredményei vélaszt adhatnak arra a kérdésre, hogy

miként kapcsolédhat egymashoz a sejtosztddas szabalyozasa és a mag érésének folyamata.

3.4. A sejtosztodasi szabalyozas egy Uj, konzervaldédott eleme a DREAM

komplex

Az eukari6ta sejtosztdédas szabalyozasanak U0j felfedezése a DREAM, egy tébb
komponensbdl allo fehérje komplex. Ezt a transzkripcids faktorokat magéba foglald fehérje
komplexet az allati modell él6lényekben mutattak ki elészor, Osszetétele a kiilonboz6 allati
fajokban meglepéen hasonlo. A fonalféregben (Caenorhabditis elegans) a komplex kdzponti
elemét a MuvB (Multivulva B) represszor fehérjék adjak, amelyek kozott megtalalhatéak a
fonalféreg Rb (Lin35), E2F (EFL1-2) és DP (DPL-1) homoldgjai, tobb mas fehérjével egyiitt
(lin-54, 1in-53, lin-37, lin-9 and lin-52), amelyeknek az E2F és Rb fehérjékhez hasonldan
transzkripcids szabalyoz6 szerepuk lehet. Ezt a komplexet réviden DRM-nek keresztelték el
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(DP-RB-MuvB). Hasonlo osszetételii fehérje komplexet izolaltak a 1égybdl is (Drosophila
melanogaster, dREAM - Drosophila RBF-E2F2 és a MuvB komponensivel rokon MYB
kolcsonhato fehérjék, roviden MIP), és az emlés modellekbél is (DREAM —DP-Rb-E2F4-and-
MuvB; Sadasivam és DeCaprio, 2013). A DREAM komplex allati sejtekben gatolja az
osztodasba lépést, amikor a sejtek nyugalmi allapotban vannak (pl. novekedési faktorok
hidnyaban). Az osztddasba lépés sorén, a sejtciklus aktivator E2F-ek bekpacsoljak az S-fazisba
Iépéshez szikseges géneket (fuggetlenil a DREAM komplextél). Ahogy a sejtek athaladnak az
S-fazison és belépnek a G2 fazisba, a MYB transzkripcios faktor kapcsolédik a DREAM
komplex kozponti egységéhez (MuvB). Ebbdl a szempontbdl a kiilonbozd allati komplexek
Osszetétele némileg eltér egymastol; a légyben a MYB transzkripcids faktor és a represszor
dE2F2-DP1 egyszerre van jelen minden sejtciklus fazisban, mig az emldsékben a GO nyugalmi
sejtciklus fazisban csak az E2F4-DP1 represszor, addig a G2-M fazisban kizarélag a MY B faktor
vesz részt. A fonalféregben ugyanakkor mindezidedig nem talaltak MYB homlogot (Fischer és
DeCaprio, 2015). A jellenlegi modell szerint a DREAM komplex elsddleges szerepe a sejtciklus
fazisok koordinacidjdban van; megakadadlyozza a mitdtikus gének iddeldtti bekapcsolodasat
(Sadasivam és DeCaprio, 2013). Légyben kimutattak, hogy osztdédd sejtekben is formalddhat
E2F-RBR komplex, amely a differencialodasi gének kikapcsolasaban vesz részt (Lee és mtsai.,
2010).

A ndvényekben szamos MYB transzkripcids faktor talalhatd, és Arabidopsisban 6t olyan
MYB TF-t azonositottak (MYB3R1-5), amelyek strukturalisan és funkcionalisan is hasonldak az
allati MYB TF-hoz (Haga és mtsai., 2011). Egy kollaboraciés munka keretében elséként
mutattuk ki, hogy az E2F és a MYB transzkripcios faktorok ndvényi DREAM-jellegii
komplexekben vesznek részt a tobbi DREAM komponensel egyiitt (Fischer és DeCaprio 2015).
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CELKITUZESEK

1. Jellemezziik az aktivator E2F transzkripcios faktorokat (E2FA és E2FB) a mag és az
embri6 fejlédése soran. Mennyire egyediek ¢és mennyire atfedéek a funkcioik?
Egymashoz képest hogyan fejezddnek ki a fejlédé becdben ¢s magban mRNS és fehérje

szinten, és mi jellemzo a fehérje megoszlasukra a fejlodd embridban?

2. Milyen szabalyoz6 szerepet jatszanak az aktivator E2F transzkripcids faktorok a mag és
az embrio fejlédése soran kiilonds tekintettel a sejtosztddas szabalyozasara? Hogyan
valtozik meg a sejtosztodasi gének kifejezdédése az aktivator e2fa-2, e2fb-1 szimpla és az
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans magokban és bec6kben? Hogyan valtozik meg az embrio és
az embrionalis szervek mérete és hogyan alakul a sejtszam és sejtméret az e2f mutans

embridkban?

3. A mag érési genjeiben (LEC2 és WRI1) kimutathatd E2F-koto szekvencia, ami alapjan
feltételezhetd az E2F transzkripcios faktorok szabalyozo szerepe. Megvizsgaljuk vajon az
E2F faktorok szabalyoznak-e mas, nem sejtciklus géneket is a fejlédd magban és

becdben, €s ha igen, akkor ez milyen hatassal van a fejlddé embriora és magra?

4. Az éllati E2F fehérjéket tobbkomponensii in. DREAM fehérje komplexben mutattak ki,
melyek elsddleges funkcidja a represszid. Megvizsgaljuk a ndvényekben is talalhatd-e az
allatihoz hasonld osszetételii DREAM komplex? Vajon a novényi E2F-ek milyen
fehérjékkel 1épnek kdlcsdnhatésba?

5. Az E2FB az Arabidopsis egyik legkdzelebbi rokonaban, a repcében (Brassica napus) is
megtalalhatd. Mennyiben hasonlit a repce E2FB az Arabidopsis rokon&dhoz? Vajon a

repce E2FB génje az Arabidopsisban hasonld gyokér kifejezodést mutat az Arabidopsis

=77
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Kisérleti novények, novények nevelése és szaporitasa, becok méret szerinti

csoportositasa és gytjtése

Munkénk soran az Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) 6kotipusat hasznaltuk, mint
vad tipust kontroll vonalat. A transzgenikus vonalak (pWRI1-CFP, p™®2FWRI1-CFP, pLEC2-
CFP, p™®E2FEC2-CFP és pgBrE2FB-VYFP, részletesen lasd késobb) ebben a hattérben
készultek el. A munkank soran felhasznélt névényi vonalakat 6sszefoglalva az 1. tablazat
tartalmazza. A novényeket in vitro steril kdrilmények kozétt folyamatos fényen, 22 °C allando
hémérséklet mellett, félerdsségli csirazasi taptalajon (Y2 Germination Medium, réviden ¥2 GM)
neveltilk. A felhasznalt 2 GM taptalaj Osszetevoi (1 literre vonatkoztatva): 2,2 g
Murashige&Skoog por (Duchefa), 10 g szachar6z, 10 ml MES (Duchefa), 1000 ml-re Milli-Q
vizzel kiegészitve, 6 g agar (Duchefa) vagy 4 g Phytagel (Sigma; vizszintes lemez keszitése
estén) vagy 8 g agar (fiiggdleges lemez készitése esetén). A magvakat legaldbb egy éjszakan at 4
°C-on tartottuk, majd fellleti sterilizalasukat 1 percig 96 %-os EtOH-ban, majd 12 percen
keresztil 5 % Domestosban (natrium-hipoklorit tartalmud oldat) végeztikk el, miel6tt a steril
taptalajra keriiltek. A novényeket Uveghazi korilmények kozott hosszd nappalon, (16 6ra
megvilagitas és 8 ora sotét periddus mellett), 22 °C allandé hdmérsékleten, talajon neveltiik és
hetente tapoldattal (\Volldlinger Linz 1-3 %) 6ntdztik.

A pgBrE2FB-vYFP molekularis konstrukcié létrenhozésdhoz a genomi DNS-t Brassica
napus cv. Westar tipust repce novénybdl izolaltuk. A ndvényeket in vitro steril korlilmények
kozott folyamatos fényen, 22 °C allandd hémérséklet mellett, 2 GM taptalajon neveltik. A
magvakat az Arabidopsis esetében ismertetett mdodon feliilet sterilizaltuk, majd steril taptalajra
helyeztik.

Az Arabidopsis magok tomegének és méretének meghatarozasahoz, a becék méretének
¢s szamanak a fo virdgzati tengelyen torténd meghatarozasdhoz, illetve a becdkben talalhato
magok szamanak a meghatarozasahoz genotipusonként tiz ndvényt hasznaltunk Van Daele és
mtsai., (2012) munkaja alapjan. A kiszaritott magok témegének meghatarozasahoz analitikai
mérleget (Sartorius Research R160D) hasznaltunk, ennek soran 100 db mag tdmegét hataroztuk
meg haromszoros ismétlésben. A magok méretét ismételten 100 db magot felhasznalva sztereo
mikroszkoppal hataroztuk meg és az Image J software segitségével értékeltik ki (Schneider és
mtsai., 2012).
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A Kkisérleteinkhez hasznalt becdket iiveghdzban nevelt ndvényekrél méret szerint
gyljtottiik be. Erre a célra az Arabidopsis novényeket két hétig in vitro steril korilmények kozott
neveltiik, majd vonalanként 25 ndvényt iltettiink ki liveghazi koriilmények kozé. A becdok
begytijtéséhez négy kiilonbozé becdstadiumot allapitottunk meg (S1-S4, 8. abra, 2. tablazat). Az
elsé korai fejlédési stadiumba tartozd becoket (morfogenetikus, osztodd becdk és magok), par
nappal a megtermékenyitést kovetden, néhany milliméteres hosszusagnal gyujtottik be. A
masodik fejlédési stadium bec6it 0,4-0,6 cm méretnél gyijtottik be (4tmeneti fazis a
morfogenikus szakasz és az érési szakasz kozott). A harmadik stadium bec6i zold szintiek és
elérték a végleges méretiiket (az érési fazisu becdk). A 4. stadium becdinek mérete a 3. stddiumu
bec6k méretéhez hasonld, de sarga sziniiek (az Gn. post-maturation vagy érés utani nyugalmi
fazisti becdk). Minden stddiumbodl vonalanként koriilbeliil 100 mg tomegli bec6t gytijtottiink
Eppendorf-csovekbe, majd a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és -40 °C-on

taroltuk.
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1. tablazat: Munkank soran felhasznalt és létrehozott transzgenikus Arabidopsis és Brassica ndvényi vonalak

jegyzéke.

Felhasznalt Arabidopsis, Brassica, Arabidopsis transzfromans és

Arabidopsis mutans vonalak

Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0)

Brassica napus cv. Westar

PgE2FA-vYFP (Oszi és mtsai., 2020)
PgE2FB-vYFP (Oszi és mtsai., 2020)

PgRBR-CFP (Oszi és mtsai., 2020)

pgE2FA-GFP (Magyar és mtsai., 2012)
PgE2FB-GFP (Oszi és mtsai., 2020)
pgMYB3R3-GFP (Kobayashi és mtsai., 2015)
pgMYB3R4-GFP (Kobayashi és mtsi., 2015)
e2fa-1: MP1Z-244 (Berckmans és mtsai., 2011b)
e2fa-2: GABI-348E09 (Berckmans és mtsai., 2011b)
e2fb-1: SALK 103138 (Berckmans és mtsai., 2011a,b)
e2fb-2: SALK 120959 (Horvéath és mtsai., 2017)
e2fa-2/e2fb-1 (Heyman és mtsai., 2011)

Munkank soran eléallitott Arabidopsis transzformans vonalak

pWRI1-CFP
pMUEFRWRI1-CFP
pLEC2-CFP
pMEF|_ EC2-CFP
pgBrE2FB-vYFP
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Beporzas utani napok
Becostadium 5
szdma

1 2-3
2 4-7

~ / / 3. 8-12
4 13-17

8. &bra, 2. tablazat: Kiilonbozé fejlédési stadiumu becd mintak, melyek a kiilonb6zé magfejlédési allapotokat

mutatjak be. A beporzés utani napok szdmaét a tablazat jobb oldalan jeloltik.

2. Plazmid konstrukciok létrehozasa

2.1. Genomi DNS tisztitasa

Ludfi és repce esetében is ugyanannak a CTAB extrakciés modszernek a segitségével
tisztitottunk DNS-t csirandvényekbdl. A mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
homogenizaltuk. 0,6 ml feltaré puffert adtunk100 ml fagyasztott mintdhoz, majd 65 °C-on 10
percig inkubaltuk. A feltaré puffer alkot6i 100 ml-re vonatkoztatva: 2 g CTAB, 10 ml 1M TRIS-
HCI (pH8), 28 ml 5SM NaCl, 4 ml 0,5 M EDTA és frissen hozzaadva 20 pl/ml B-merkaptoetanol.
Az inkubaciot kovetden 5 percre jégre helyeztik a mintakat, majd 600 pl kloroform-
izoamilalkohol (24:1 ardnyban) hozzdadasa utan 0sszeraztuk és 10 percig centrifugaltuk Oket
maximalis fordulatszamon. A felilluszohoz 700 pl izopropanolt adtunk és &vatosan
Osszeforgattuk az elegyet. Ezutan 5 percig szobahén inkubaltuk a mintakat, majd 10 perces
centrifugalast kovetden 500 pl 70 %-0s EtOH-al mostuk a pelletet. Ezt kovetéen 5 perces
centrifugalas kovetkezett, amely utan 2 percig, 65 °C-on szaritottuk a csapadékot. Végiil 40 ul
RNaz tartalma TE puffer-ben oldottuk fel a DNS-t. A mintak tisztasagat és mennyiségét 1 oras
szobahdn vald inkubalas utan elektroforézissel (1%-0s agar6z gélben), valamint 260 nm-en

nanodroppal (NanoDrop™ 2000/2000¢ Spectrophotometers) ellendriztiik.
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2.2. Genomi klonok létrehozasa

A promoterek (pBrE2FB, pWRI1, pLEC?2) illetve a BrE2FB gen WT tipusu Arabidopsis
novényekbe torténd klonozasahoz a 2.1 pontban leirtak alapjan genomi DNS-t izolaltunk vad
tipust Arabidopsis névényekbdl, illetve repcébdl, melyet templatként hasznalva felszaporitottuk
az adott promoterek (1000-, 3162- és 1864 bp hosszusagu DNS szakaszokat a BrE2FB, a LEC2
és a WRI1 promoter régiojabol, amelyek a transzlacios start kodon el6tt helyezkednek el) és
reakcidhoz felhasznalt primerek a késdbbi “donor” vektorba épités miatt ugynevezett attBl
(forward primerhez kapcsolt) és attB2 (reverz primerhez kapcsolt) szekvenciékat is tartalmaztak.
A primereket a 3. tablazat tartalmazza. Az amplifikalashoz Phusion DNS polimerdz (Thermo
Scientific) enzimet hasznaltunk. Egy 50 ul végtérfogati reakciohoz a kovetkezé komponensek
szlikségesek: 1x Phusion Green GC puffer, 1 U Phusion DNS polimeraz, 0,2-0,2 mM dNTP,
0,5-0,5 uM forward és reverz primer, 3 % DMSO és 20-50 ng genomi DNS templat. A

felamplifikalt PCR termékeket elektroforézissel (1 %-os agardz gélben) ellendriztiik.

Név, gén azonosito kéd  Forward primer (5°-3°) Reverz primer (5°-3°)

PWRI1 (AT3G54320) CTCTGAAACGAATATATGATACTA TAAACTCTGAGAAAGTTTAGATTT
pLEC2 (AT1G28300) TGATTTAAACTTTTCGCTTGGGCA TTTTCCCGGAGAGAGAGAGAGAGA
pBrE2FB (Bra006615) TTTACTGAGAACCACCATCTGTAC GGGAGCGAATCTCGAAAATCTCTC
gBrE2FB (Bra006615)  ATGTCGGACTCTCAGCAAGAGCAA GCTACATGTAGATCTAGATCTCGT

3. tablazat: Az Arabidopsis WRI1, LEC2 és a Brassica E2FB gének prométer (pWRI1, pLEC2, pBrE2FB) illetve a

BrE2FB gén (gBrE2FB) kldnozasahoz hasznalt primerek és szekvenciajuk.

2.3. PCR termékek tisztitasa poletilén-glikollal (PEG)

Az el6z6leg amplifikalt PCR termékeket polietilén-glikol segitségével tisztitottuk a
,»donor” vektorba torténd épités eldtt. 50 ul végtérfogata PCR termékhez 100 pul PEG-es oldatot
(26% PEG8000/6,5 mM MgCl2/0,6 M Na-Acetat pH 6-7), 50 ul steril vizet és 1 ul linearis
akrilamidot adtunk. A kapott elegyet vortexeltiik, majd 10 percig szobahdémérsékleten
inkubaltuk. Az inkubaciot kovetden 10 percig centrifugaltuk, majd a pelletet 100 pul 96 %-0s
etanollal mostuk. 10 perc centrifugalast kdvetéen a pelletet 5 percig szobahOmérsékleten
szaritottuk, majd 20 pl steril vizben oldottuk fel. A tiszitott PCR termékeket elektroforézissel (1

%-os agardz gélben) ellendriztiik.
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2.4. Klénozas Gateway™ (Invitrogen) modszerrel, homoldg rekombinéaci6

segitsegével

A WT tipust novényekbe visszajuttatni kivant genomikus klénokat; a promoter-gén-
VYFP (pgBrE2FB-vYFP), illetve riporter konstrukcidkat; vad tipusi és mutans promoteres
promoter-CFP  véltozatokat  egyarant  (pWRI1-CFP; p™®"WRI1-CFP; pLEC2-CFP;
pMUE2F| EC2-CFP) az Invitrogen altal forgalmazott Gateway ™ rendszer segitségével készitettiik
el. A felszaporitott promoterek és gén eldszor kiilon-kiilon ,,donor” vektorba keriiltek (BP
klonozasi reakcid), majd az igy kapott ,,entry” vektorbol kiilonb6z6 kombinaciokban (prométer-
gén-vYFP; promoter-CFP-NOST) ,,destination” vektorba épitettiik 6ket (LR klonozasi reakcio).
Az igy létrehozott plazmidokat XL-1 Blue E. coli kompetens baktérium sejtbekbe
transzformaltuk felszaporitas és plazmid tisztitas céljabol. A reakciok eredményeként a
novényekbe bejuttatni kivant konstrukciokat tartalmazé plazmidokat kaptuk. A BP klénozasi
reakcio soran ampicillint, mig az LR klonozasi reakcidt kovetden kanamicint haszndltunk
szelekcios agensként. A rendszer a transzforméalds hatékonysaganak novelése céljabdl a ket
antibiotikumon kivll a ccdB gént is tartalmazza negativ szelekciés markerként. A ccdB gén
terméke gatolja a DNS replikacié soran a DNS girdz mitkddését, amely elpusztitja azokat a
baktérium sejteket, amelyekben nem cserélddott le a kivant DNS szakaszra. Amennyiben a toxin
ccdB gén a helyén marad, akadalyozni fogja az atlagos E. coli baktérium sejtek ndvekedését, igy
csak azok a sejtek maradnak életben, ahol a plazmidban a ccdB gén kicserélédott egy masik

inszertre.

2.5. BP klénozasi reakcio

A rekombinacids klonozas elsé 1épése a tisztitott fragment beépitése az Ugynevezett
,donor” vektorba tortént (pGEMt-1R4 a promdter; pGEM-easy221 a gén entry vektora). A
rekombinacié az inszerten talalhat6 attB régiok (B1 és B2) és a donor vektor attP régidi (P1 és
P2) kozott megy végbe. Egy 10 ul végtérfogatu reakciot a kdvetkezOképpen allitottunk Ossze:
150 ng donor vektor (pGEMt-1R4; pGEM-easy221), 150 ng tisztitott inszert, 2 ul BP klonaz
enzim és 1x TE puffer. Az elegyet 25 °C-on inkubaltuk egész estén keresztll. A reakciot 1 ul
proteinaz K hozzaadasaval allitottuk le, amit 37 °C-on 10 percig inkubaltunk, majd az elegyet E.

coli (XL-1 Blue) kompetens baktérium sejtek transzformalasara hasznaltuk fel.
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2.6. LR kldnozasi reakcio (harmas Gateway klonozas)

A rekombinéacids klonozas masodik 1épése harom kiilonb6z6 inszertet tartalmazd entry
vektor (promoter, gén, YFP tartalmu) attL régidi (L1 és L2) és a destination vektor attR régioi
(R1 és R2) kozott megy végbe. Egy 10 ul végtérfogati reakciot a kovetkezoképpen allitottunk
0ssze: 75-75 ng az inszertet tartalmazd entry vektorokbdl (pGEMt-1R4, pGEM-easy221, és a
GEMt-easy2R3 a megfeleld flureszcens taggel, mi a venus YFP-ét hasznaltuk), 75 ng
,,destination” vektor (pGreen alapu plazmid: pGRI1229-R4R3), 2 ul LR klonaz enzim és 1x TE
puffer. A reakciot ismételten 1 pl proteindz K hozzaadasaval allitottuk le (37 °C-on 10 perc
inkubacid), majd az eleggyel E. coli (XL-1 Blue) kompetens baktérium sejtekbe

transzformaltunk.

2.7. Hely specifikus mutaciok létrehozasa, a Quick change mutagenezis

maodszerével

Az ugynevezett Quick Change mutagenezis mddszer (Papworth és mtsai. 1996)
segitségével mutaciot hoztunk létre a WRI1 és a LEC2 prométerek E2F koté helyén. A WRI1
promoter esetében a -359 bp pozicidban (a transzlacios START helytdl upstream) talalhatd
TTTCCCCC E2F kot6 helyet TTTCCAAC-re valtoztattuk meg, mig a LEC2 prométer esetében
a -2 bp pozicioban taldlhatd CGGGAAAA motivumot TTGGAAAA-v4 mutéltattuk (Flggelék
33. &bra). A mutécidhoz hasznélt primerek szekvenciait az 4. tablazat tartalmazza. A mutacio
Iétrehozéasahoz azokat az entry vektorokat hasznaltuk fel, amelyek mar tartalmaztak a WRI1 és
LEC2 promotereket. A mutagenezis soran az egész plazmid atirasra keriilt, ehhez a nagy hiiségii
Phusion DNS polimerazt (ThermoScientific) hasznaltuk. Az Gjonnan szintetizalt plazmid DNS
nem tartalmazott metilaciot, és igy a PCR utan a felamplifikalt plazmidot inkubaltuk Dpnl
enzimmel 1 o6ran keresztul 37 °C-on, ami a metilalt eredeti hibatlan templat plazmidot
leemésztette. Ezt kovetden az elegyet a mutaciot tartalmazd plazmiddal E. Coli kompetens
baktérium sejtekbe transzformaltuk. Az izolalt plazmidokban a mutaciot DNS szekvenalassal
igazoltuk.
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Név Forward primer Reverz primer
PWRI1-E2F-MUT CATTCCAACTTTTCCAACAAAAA TCTAATTTTTTGTTGGAAAAGT

ATTAGAG TGGAATG
pLEC2-E2F-MUT CTCTCTCTCTCTCTCTCTTGGAAA TACAAACTTGCTTTTCCAAGA
AGCAAGTTTGTAC GAGAGAGAGAGAGAG

4. tdblazat: A Quick change mutagenezis soran hasznalt primerek szekvenciainak jegyzéke (a dolt betli az E2F-kotd

szekvencidt, a piros szint betiik pedig a mutéciokat jeldlik, részletesebben lasd Fliggelék 33. &bra).

3. Plazmid DNS transzformalasa és felszaporitasa E. coli (XL-1 Blue)

kompetens sejtben

A BP és LR klénozasi reakciok soran létrehozott plazmidokat, valamint a mutagenezissel
létrehozott mutans plazmidokat is XL-1 Blue E. coli kompetens sejtbe transzformaltuk. A
transzforméciot kémiai Gton hdsokk segitségével végeztiik el, melynek sordan 100 pl jégen
kiolvaszott XL-1 Blue kompetens sejthez 5 ul plazmidot tartalmazé elegyet adtunk. 30 percig
jégen inkubaltuk 6ket, majd hésokknak tettiik ki, ami 42 °C-on 40 masodperces inkubaciét
jelentett. Ezutan 5 percre jégre keriltek a baktérium mintak, majd 900 pl folyékony LB tapoldat
hozzdadasa kdvetkezett, amellyel 37 °C-on 1 6ran keresztul 250 rpm-en razattuk 6ket. A razatas
utan az Osszegyljtott sejteket a megfelelé antibiotikumot tartalmaz6 LB taptalajra szélesztettiik
és 37 °C-on O/N novesztettiik (LB tapoldat 6sszetevéi 1 1-re vonatkoztatva: 10 g Bacto Tripton,
5 g Yeast Extract, 10 g NaCl, pH 7.5, szilard taptalaj esetén 15 g Micro Agar).

4. A szelektalt bakterialis klonok tovabbi ellenérzése kolonia PCR segitségével

Kolonia PCR rekacio segitségével ellendriztiik, hogy a kompetens sejtekbe transzformalt
és felndvesztett baktérium kolonidk a létrehozni kivant molekularis konstrukciok minden elemét
tartalmazzak-e. Ehhez a taptalajon felndvesztett koldniakbol steril pipettahegy segitségével
mintat vettiink, amelyet feltaré oldatban (1 % TritonX-100, 20 mM Tris pH 8.5, 2 mM EDTA)
felszuszpendaltunk, majd az elegyet 10 percig 98 °C-on inkubaltuk. A mintak lehiitése és
centrifugélasa utan az elegyet plazmid templat DNS-ként hasznéaltuk fel a PCR reakciohoz. A
PCR reakcio6 soran az adott promoterekre illetve génekre specifikus primereket valamit az M13
Forward és Reverz primereket hasznaltuk. Az amplifikalashoz pedig DreamTaq DNS polimeraz

(Thermo Scientific) enzimet hasznaltunk. Egy 20 pl végtérfogata reakcidhoz a kovetkezo
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komponensek szikségesek: 1x DreamTaq puffer (20 mM MgCl.-dal Kiegészitve), 0,5 U
DreamTaq DNS polimeréaz, 0,2-0,2 mM dNTP, 0,5-0,5 uM forward és reverz primer, és 5 pl
plazmid templat DNS. A felamplifikalt PCR termékeket elektroforézissel (1 %-os agar6z gelben)

ellendriztik.

5. Plazmid izolalasa bakterialis tenyészetekbol

Az E. coli XL-1 Blue sejtek transzformalasat kovetéen plazmidot izolaltunk azokbol a
telepekbdl, amelyek a kolonia PCR alapjan tartalmaztdk a megfeleld konstrukciokat. A
transzformdns telepeket megfeleld antibiotikummal ellatott 2,5 ml LB tapoldatba oltottuk le,
majd a sejteket egy éjszakan at, 37 °C-on, 250 rpm-mel razatva novesztettiik. Masnap a sejteket
centrifugaldssal 6sszegylijtottiik (13.000 rpm, 1 perc), majd a pelletet fellazitottuk. Ezt kdvetden
100 ul SOL1 oldatot (50 mM gliik6z, 10 mM EDTA, 25 mM TRIS, pH 7.5) adtunk a mintdkhoz,
mellyel vortexeltik, majd 10 percen keresztul 37 °C-on inkubaltuk 6ket. Ezutan minden
mintahoz 200 ul SOL2 oldatot (100 ml-re vonatkoztatva: 10 ml 10 %-os SDS, 10 ml 2 M NaOH
és 80 ml steril desztillalt viz) adtunk, mellyel 6vatosan dsszeforgattuk, majd 300 ul SOL3 oldatot
(100 ml-re vonatkoztatva: 60 ml 5 M K-acetat, 11,5 ml cc. ecetsav és 28,5 ml steril desztillalt
viz). Ovatosan 6sszekevertilk a mintakat az oldattal, majd 5 percen keresztiil jégen inkubaltuk.
Centrifugalast kovetéen (13.000 rpm, 5 perc) a fellilisz6t 600 pl izopropanollal kevertiik 6ssze,
majd 5 perig szobahdn inkubaltuk. Ujabb centrifugalast kovetden (13.000 rpm, 5 perc) a pelletet
500 ul 70 %-o0s EtOH-al mostuk. Ismételt centrifugalds utan (13.000 rpm, 5 perc) a pelletet 2
percig 65 °C-on szaritottuk, végiil 50 ul RNaz tartalma TE pufferben oldottuk fel a plazmid
DNS-t. Az igy izolalt plazmid tisztasdgat és mennyiségét elektroforézissel (1 %-os agaréz

gélben), valamint 260 nm-en nanodroppal mértik meg.

6. Plazmid DNS transzformalésa és felszaporitasa Agrobacterium tumefaciens
(pSoupAgricola/GV3101) sejtekben

A Klonozési reakciok soran létrehozott, majd az XL-1 Blue E. coli kompetens sejtben
felszaporitott és tisztitott plazmid DNS-t novénytranszformalas celjabol Agrobacterium
tumefaciensbe (pSoupAgricola/GV3101) transzformaltuk. A transzformalast kémiai Uton
elektroporalassal végeztikk el. 500 pl steril vizben friss lemezr6l felvettiink egy oltokacsnyi
Agrobacteriumot, majd 5 percen keresztiil 5000 rpm-en centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottik,
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majd 50 pl steril vizben felszuszpendaltuk a pelletet és jégre raktuk. Ezutan az
Agrobacteriumhoz 2 pg plazmidot adtunk. Az elegyet atpipettdztuk egy elektroporacios
klvettaba, majd behelyeztilk az elektroporator készulékbe. Az elektroporalas utan, amely a
késziilék rovid elektromos impulzusat jelentette 800 pl YEB-et adtunk a mintahoz. Ezzel
0sszeszuszpendaltuk, majd 1 6ran keresztiil 30 °C-on inkubaltuk a transzfromalt Agrobacterium
sejteket. Ezutdn az Osszegyljtott sejteket antibiotikumot tartalmazé YEB és 2 mM MgSO4
tartalmu taptalajra szélesztettiik és 30 °C-on 2 napig novesztettiik. (YEB tapoldat 6sszetevéi 1 1-
re vonatkoztatva: 5 g Beef Extract, 1 g Yeast Extract, 5 g Peptone, 5 g Szachar6z, pH 7.2, szilard
taptalaj esetén 18 g Micro Agar).

7. Agrobacterium kozvetitette genetikai transzformacio, a transzformalt

Arabidopsis novények antibiotikumon torténo szelekcioja

A kiilonb6z6 génkonstrukciokat Agrobacterium kozvetitette genetikai transzforméacioval
juttattuk be a megfelelé vad tipust Arabidopsis vonalba. A 4-6 hetes virdgzd Arabidopsis
novenyeket 5 % cukor, 0,01 % Silwet L77 tartalmi Agrobacterium oldatba meritettiik, majd egy
éjszakan at lefedve téroltuk (Clough és mtsai., 1998). Ezt a lépést 7 nap muilva Ujra
megismételtiik a transzformacid hatékonysaganak novelése céljabol. Ezt kdvetden hagytuk a
novényeket elvirdgozni, majd az érett magokat begylijtottiik a transzforméansok tovabbi
szelekcidja céljabol.

Az Arabidopsis transzformansok elsé generacigjat iiveghazi koriilmények kozott talajon
vizsgaltuk. A magok szaporitotalcara val6 kiszérasa utan 7 nappal 300 mg/ml koncentracioju
glufozinat-ammonium (Finale 14 SL; Bayer) oldattal fjtuk le a csirandvényeket, melyet 2
nappal késébb megismételtiink. Par nap mulva mar csak a rezisztens novények fejlodtek tovabb,
ezeket kulonall6 cserepekbe Ultettik &t, az érett magokat papirzacskéban fogtuk fel. A
transzformansok masodik generaciojanak esetében a fellileti csiramentesitett magokat 2 GM 0,4
% Phytagel tartalmu taptalajon, 25 pg/ml PPT (DL-Phosphinotricin) jelenlétében csiraztattuk. A
rezisztens novényegyedek megjelenéséig folyamatos fényre helyeztik a Petri csészéket a
novényneveld helységben, majd az liveghdzba vald kiiiltetést kovetden, az érett magokat

papirzacskoban fogtuk fel és kiszaritottuk.
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8. Western immunoblot analizis

Kiilonb6z6 fehérjék jelenlétének €s mennyiségének kimutatasa a megfeleld stadiumu
Arabidopsis becdkbdl Western blott analizissel tortént. A kiilonbdz6 vonalakbol fejlédési
allapotonként 40-50 db bec6t gyijtottink Eppendorf-csovekbe, majd folyékony nitrogénben
lefagyasztottunk 6ket. Az éretlen bec6khoz (S1-S3) dorzsolés utan feltard puffert adtunk (25 mM
Tris-HCI, 15 mM MgClz, 15 mM EGTA, 15 mM p-nitrofenilfoszfat, 100 mM NaCl, 60 mM f-
glicerofoszfat, 1 mM DTT, 0,1 % Igepal, 5 mM NaF, 1x proteaz inhibitor (Sigma), 1 mM fenil-
metil-szulfonil-fluorid), mig az érett becék (S4) illetve 100 db szaraz mag feltarasa folyékony
nitrogénben tortént feltard puffer (100 mM Tris-HCI, ph 8.0, 0,5% (w/v) SDS, 10 % (w/v)
glycerol) és 2 % (v/v) 2-merkaptoetanol (Hou és mtsai., 2005) jelenlétében, melyet 3 perc
forralas és 10 perc 4 °C-os centrifugélas kovetett. Az utébbi modszert hasznaltuk a becék (S1-
S4) tartalék fehérjéinek azonositasa sordn. A novényi kivonatok fehérjetartalmat Bradford
modszerrel (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio-Rad) hatéroztuk meg.
Minden mintabdl 20-40 pg fehérjét 10, 12 vagy 15 %-0s SDS-PAGE gélen ismert fehérje
molekulalétra mellett (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) méret
szerint elvalasztottunk, majd Immobilon-P PVDF membranra (Merck) vittik at
elektroblottolassal. Ezutan 1 6réan &t 1x TBST pufferben (50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM
NaCl, 0,05 % Tween-20) oldott 5 % sovany tejporral telitettiik (telité oldat) a membrant, majd a
kimutatni kivant fehérje altal meghatarozott elsddleges ellenanyagot tartalmazo telitd oldatban
O/N inkubaltuk. A reakcié utan 3 x 10 percig mostuk 1x TBST oldattal, majd az els6dleges
ellenanyag altal meghatarozott mésodlagos ellenanyagot tartalmazé 2,5 %-o0s telité oldatban
inkubaltuk 45 percen keresztiil. A reakciot kovetden 3x 10 percig 1x TBST oldattal mostuk a
membrant, majd a gyartd Utmutatdsait kovetve el6szor SuperSignal™ West Pico
Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) majd Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate (Merck) reagenst hasznaltunk az ellenanyaggal reagalé fehérjék detektalasara. Az
enzimmiikodést kiséré kemilumineszcencidt rontgenfilmen (CL-XPosure™ Film, 5 x 7 in.,,

Thermo Scientific) detektaltuk.

49



Ellenanyag Higitas  Hivatkozas

csirke poliklonalis anti-RBR 1:2000 Agrisera

patkany poliklonalis anti-E2FA 1:300 Leviczky és mtsai., 2019
nyul poliklondlis anti-E2FB 1:500 Magyar es mtsai., 2005
nyul poliklondlis anti-DPB 1:500 Lopez-Juez és mtsai., 2008
nyul poliklonalis anti-2S albumin ~ 1:10000  Shimada és mtsai., 2003
nyul poliklonalis anti-12S globulin  1:10000  Shimada és mtsai., 2003
CFP/GFP 1:2000 ChromoTek

5. tablazat: Western immunoblott soran hasznalt ellenanyagok jegyzéke.

9. Fehérje komplexek tisztitAisa  immunoldgiai  eljarassal  (ko-

immunoprecipitalas vagy Co-1P)

Kiilonbozo fehérjekomplexek Osszetételének vizsgalatdhoz GFP-fuzids feherjéket
tisztitottunk transzgenikus Arabidopsis novényekbdl (pgE2FB-GFP, pgBrE2FB-vYFP,
pgMYB3R3-GFP, pgMYB3R4-GFP) ko-immunoprecipitalasi (Co-IP) eljarassal. Fiatal
Arabidopsis csirandvények elsé levélparjat hasznaltuk fel 6sszfehérje tisztitasara. A begylijtott
leveleket folyékony nitrogén alatt porra tortik. Az dsszfehérje kivonatot extrakcids pufferrel (25
mM Tris-HCI, pH 7.5, 75 mM NacCl, 15 mM MgCl, 15 mM EGTA, 15 mM p-nitrofenilfoszfat,
60 mM B-glicerofoszfat, 1 mM dithiothreitol, 0,1 % (v/v) IGEPAL CA- 630, 0,5 mM NaF, 1
mM fenilmetilszulfonil fluorid, és 1x proteaz inhibitor koktél [P9599, Sigma]) nyertiik ki. Az
oldott fehérjéket centrifugélassal elvalasztottuk a sejt és szovettdrmelékektol (4 °C, 20 perc,
mennyiségli fehérjét (400-800 pg) immunoprecipitaltunk 10 pl Anti-GFP-Trap-hoz kapcsolt
magneses gyongy segitségével (ChromoTek). Az immunoprecipitalt fehérjéket a méagneses
gyongyokrol SDS-mintapuffer segitsegével véalasztottuk le, majd 10 %-os SDS-Poliakrilamid
(SDS-PAGE) gélelektroforézisen futtatva molekulasuly szerint szeparaltuk a fehérjéket. Az
elvalasztott fehérjéket a gélrdl elektroblottolassal PVDF membranra vittik at, és a fehérje
komponensek komplexben torténd megjelenését specifikus ellenanyagok segitségével

immunoblott modszerével hataroztuk meg (6. tablazat).
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Ellenanyag Higitas Hivatkozéas

csirke poliklonalis anti-RBR 1:2000 Agrisera

nyul poliklonalis anti-E2FB 1:500 Magyar és mtsai., 2005
egér monoklonalis anti-CDKA;1 1:4000 Sigma

GFP 1:1000 Roche

6. tblazat: Az immunoprecipitalasban hasznalt ellenanyagok listaja.

10. RNS tisztitas, cDNS iras és kvantitativ valoés ideji PCR (QRT-PCR)

Az Arabidopsis bec6kon végzett génexpresszios vizsgalatokhoz a CTAB-LICI extrakcios
modszer (Jaakola és mtsai., 2001) segitségével tisztitottunk RNS-t a megfelel6 stadiumu
bec6kbol. A mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd homogenizaltuk. 0,5 ml
elémelegitett feltar6 puffert adtunk 100 ml fagyasztott mintdhoz, majd 10 percig 65 °C-on
tartottuk a mintakat. A feltaro puffer alkot6i 1 mi-re vonatkoztatva: 2 g CTAB, 2 g PVPP, 10 ml
1 M TRIS, 11,6 g NaCl, 0,05 g Spermidin, 4 ml 0,5 M EDTA és frissen hozzaadva 20 ul/ml -
merkaptoetanol. Inkubacio kozben 2-3-szor erdteljesen vortexeltiink. Ezutdn a mintakat jégre
helyeztiik és egyenld térfogati fenol:kloroform:izoamilalkohol elegyet (25:24:1 aranyban)
adtunk hozza. Vortexeltiik, majd lecentrifugaltuk a mintakat. A feliiluszohoz egyenlé térfogath
kloroformot, majd 1/3-ad térfogatt 8 M-os LiCl-ot adtunk, és 2 6raig 4 °C-on inkubaltunk. 4 °C-
ra el6hiitott centrifugaban 20 percnyi centrifugalas utan a csapadékot 0,5 ml 2 M—os LiCl-al
mostuk, majd 0,3 ml 0,5 %-os SDS oldatban visszaoldottuk. Ezutan egyenld térfogata
kloroform-izoamilalkoholt (24:1) adtunk hozza. Centrifugélas utdn harom térfogatnyi 96 %-0s
etanolt és 0,1 térfogatnyi 3 M-os Na-acetatot (pH 4.8) adtunk a feltliszéhoz, majd -80 °C-on
egy oraig inkubaltuk a mintakat. 4 °C-ra el6hiitott centrifugaban 20 percnyi centrifugalas utan a
pelletet 0,4 ml 70 %-os jéghideg EtOH-al mostuk, majd szaritottuk és végiil 20 ul jéghideg
DEPC kezelt hideg vizben visszaoldottuk. Az RNS mennyiségét 260 nm-en mért optikai denzitas
meghatarozasaval, nanoprop (NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers) segitségevel
mertik meg. A mintak tisztasagara és mindségére az OD 260/280 és az OD 260/230 aranybol
kovetkeztettink, illetve elektroforézissel (1 %-0s agardz gélben) ellendriztiik az esetleges
degradaciot.

A cDNS templatok eléallitasahoz 2 pg DNaz (Fermentas) kezelt RNS-t hasznaltunk
kiindulasként, amelyet a Revert Aid Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) segitségével

irtunk &t a gyartd ajanlasa szerint. A kvantitativ valos ideji PCR-hoz Maxima SYBR
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Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Thermo Scientific) reakcidelegyet hasznaltunk a gyarto
ajanlasa szerint. A gRT-PCR méréseket egy Applied Biosystems 7900-HT Fast Real-Time
Detection System kesziilékben végeztilk el az alabbi programot hasznalva: denaturacio 95 °C 10
perc, 40 ciklus: 95 °C 15 maéasodperc és 60 °C 60 masodperc. Harom bioldgiai ismétélést
végeztiink, referenciagénként az UBC18-at hasznaltuk. Az adatok kiértékelését a 22T illetve a

20T modszerrel végeztilk el. A mintdak kozotti szignifikancia szint meghatarozasahoz a

Student-féle t-prébat hasznaltuk.

Gén neve Froward primer Reverz primer
ORC2 (AT2G37560) TCCCGAATCACAACAAACTC CCACAATAATGGAGGTTGA
MCM3 (AT5G46280) TGGGCAGCACATGAGGAC CACTTTGTTATCATCTTGCAGTTT

CYCD3;1 (AT4G34160)
CDKB1;1 (AT3G54180)
RBR (AT3G12280)
E2FA (AT2G36010)
E2FC (AT1G47870)
E2FB (AT5G22220)
WRI1 (AT3G54320)
LEC2 (AT1G28300)
LEC1 (AT1G21970)
FUS3 (AT3G26790)
ABI3 (AT3G24650)
UBC18 (AT5G42990)
CFP

GCAGCATAAGTTCAAGTGTGTAGC

TCTGTTGGTTGTATCTTTGCTGA
CGCTTCCATTTTGGTTTTGA
CAACCCAGAAACTGCTATTGTT
TGCCGTTATGACAGTTCTTTAGGG
GGACCGAGCGACAACAAA
AAGTACTTGTACCTCGGCACCT
GGTCCAATAACAAGAGCAGAATG
GTTATGGTATGTTGGACCAATCC
TGATACTCCCGAAGAAAGCC

GGCAGGGATGGAAACCAGAAAAGA
ACAGCAATGGACATATTTGTTTAGA

TGAAGTTCATCTGCACCA

AAACCGTAAGAGGCAGCTCTGG
CATTGCTGCTCAGTTGGTGT
TGAACAACAGCAGCAGCAAC
GTCCGACTCATCATTTTCAAC
AGTGTTCCATCCTCAGCTTCCT
AGGTGATCTCGTAGCAGTGGA
CAATCGCAGCCATGTCATA
CAGCTCCATTTTGCTTCACA
TTCATCTTGACCCGACGAC
CTATACTTGAAGGTCCAAACGTG
GGCAAAACGATCCTTCCGAGGTTA
TGATGCAGACTGAACTCACTGTC
CTTGTACAAGCTTCGTC

7. tablazat: A QRT-PCR soréan alkalmazott primerek és szekvencidik jegyzéke.

11. Kromatin immunoprecipitacio (ChlP)

Az E2F transzkripcios faktorok kotodését a WRIL és LEC2 promoterek E2F koto

helyéhez  kromatin

immunoprecipitaciés  vizsgalatokkal —mutattuk ki. A kromatin

immunoprecipitacidés esszét Shale és mtsai.,, 2008 munkaja alapjan végeztik el. Novényi
anyagként E2FA-GFP-t és E2FB-GFP-t expresszald novények 2 g-nyi bec6jét (S3) hasznaltunk
fel. A nukleinsav-fehérje keresztkotést 1 %-os formaldehid oldat segitségével végeztik el. A

DNS-lanc 200-1000 bp-os darabokra vald torését ultrahanggal torténd szonikalassal hajtottuk
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vegre. Az immunoprecipitaciéhoz anti-GFP poliklonalis nyudl ellenanyagot hasznaltunk
(Invitrogen). A GFP kotott fehérje-kromatin komplexeket Protein agar6z gyéngyok (Millipore,
Salmonsperm DNA treated) segitségével gyujtottik oOssze. A tisztitott DNS-t qRT-PCR
reakciohoz hasznaltuk, melynek sordn a kivant promoter régiot a promoterre specifikus

primerekkel amlipifkaltuk fel (8. tablazat).

Primer neve Forward primer Reverz primer
WRI1prom1(-1036) ACTCGTGTGTCTGCTTAAATCA AGCACGTGTCAATCCGAAAC
WRIprom2(-243) GACAGCGTGGAGAGTAAAGC GGAGGAAAGGGCTAATTGGG

LEC2prom1(-1342) TCATGGTTAGAAATTTGGTGACAGT TCGAAATCATAACCCATAGAACACT
LEC2prom2(-110) CATCTGCAACATTTTGACTCGTT CAGAGTTTGCGTTAGAAGAGGG

8. tablazat: A kromatin immunoprecipitacio sordn hasznélt primerek jegyzéke. Jel6ltiik a primer parok nukleotid
pozicidjanak tavolsagat az E2FA és E2FB ORF ATG start kodonjatél.

12. Fehérjek tdmegspektrometrias analizise

A méréshez 7 napos ¥ GM taptalajon csirdztatott Arabidopsis csirandvényeket
hasznaltunk. Vizsgalt vonalanként 150-200 db csirandvényt folyékony nitrogénben
lefagyasztottunk, majd homogenizaltunk. A csirandvényekbdl az dsszportein kivonast Henriques
és mtsai., 2010 munkaja alapjan végeztik el. A fehérje kivonatot (4 mg/IP) Kisméretli magnes
gyongyokhoz kapcsolt anti-GFP antitest (MACS® Technology, Miltenyi) segitségével
immuntisztitottuk, oszlopon tripszinnel emésztettiik, majd témegspektrofotométeren vald
futtatassal vizsgaltuk. Az eluatumot Pettkd-Szandtner Aladar és Darula Zsuzsa (SZBK

Proteomikai csoport) tdmegspektrométeren analizalta (Orbitrap-Elite, Thermo Fisher Scientific).

13. Embriopreparalas, mikroszkopos vizsgalatok

A jelolt fehérjekonstrukciokat tartalmazd transzgenikus vonalak (pgE2FA-3xvYFP,
PgE2FB-3xYFP, pgRBR-3XxCFP, pWRI1-CFP, p™®©2"WRI1-CFP) éretlen embridit sztereo
mikroszkop alatt preparéltuk, majd Leica SP5 AOBS konfokalis lézer scanning mikroszkop
(Leica, Wetzlar, Németorszag) segitségével vizsgaltuk. Az érett magokbol az embriokat (WT,
e2fa-2, e2fb-1, e2fa-2/e2fb-1) 1 6rés aztatas utan preparaltuk sztereo mikroszkdp alatt. Az izolalt

embriokat a konfokalis mikroszkopos vizsgalatok el6tt propidium jodiddal (PI) festettiik. A PI
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egy fluoreszcens molekula, amely képes a sejtek kiilsé felszinét/sejtfalat festeni, de az €16 sejtek
membréanjadn nem hatol at, piros szinnel jel6lddik. Munk&nk soran 2 %-os Pl oldatot (Sigma)
hasznaltunk. A pWRI1-CFP és pLEC2-CFP riporter konstrukciokat illetve a pgBrE2FB-vVYFP és
PgE2FB-VYFP konstukciokat expresszald transzgenikus ndévényeket a konfokalis mikroszkopos
vizsgalatokhoz fligg6leges lemezen novesztettiik. 7 napos csirandvények gyokerét vizsgaltuk Pl-
os kezelést kovetéen. Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutdns érett pollenszemeit konfokalis lézer
scanning mikroszkop segitségével vizsgaltuk. A mikroszkopos vizsgalat el6tt 4',6-diamidino-2-
fenilindollal (DAPI) festettiik a pollenszemeket. A DAPI egy univerzalisan hasznalhato DNS-

hez kotddo fluoreszeens festék.

14. Bioinformatikai modszerek

Munkankhoz az alabbi internetes portalokat és programokat hasznaltuk. Az Arabidopsis

gének nukleotid sorrendjét a TAIR (http://www.arabidopsis.org/) adatbazisbol nyertiik, mas

szekvenciakhoz az (http://brassicadb.org/brad/) és az NCBI (http://www.nchi.nlm.nih.gov/)

weboldal segitségével jutottunk. A szekvenaldsok eredményét a ChromasLite program

(http://chromas-lite.software.informer.com/2.0/) segitségével tekintettik meg. A szekvencia

homoldgiak vizsgélatahoz az NCBI BLAST szolgéltatasat
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) és az Clone Manager programot, Sci-Ed Softwaret

(http://www.scied.com/) hasznaltuk. PCR primerek tervezéséhez Primer3

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cqi) weboldalt hasznaltuk. A

qPCR primerek tervezéseéhez a Roche primertervezd oldalat

(https://lifescience.roche.com/en hu/brands/universal-probe-library.html#assay-designcenter)

vettik igénybe. A sztereo mikroszkopos képek kiértékeléséhez az Image J programot hasznaltuk.
A dolgozat szerkesztéséhez, az adatok kezeléséhez és a tablazatok elkészitéséhez a Microsoft

Office programcsomagot hasznaltuk (http://www.microsoft.com).
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EREDMENYEK

1. Az E2F transzkripcios faktorok génexpresszios mintazata a becofejlodés

soran

Az aktivator E2F transzkripcids faktorok jellemzése soran els6ként az E2FA és E2FB
gének expresszids mintazatat hataroztuk meg a fejlodé Arabidopsis becOkben. Ehhez kiilonb6z6
fejlettségi stadiumu becoket gyljtottiink vad tipust Arabidopsis novényekrdl (Col-0 ekotipus)
négy kiillonbozé méretben (S1-S4, 8. &bra). Kisérleti rendszerlink tesztelését fazis specifikus
gének expresszios analizisével kezdtiik. Az osztodasi fazis meghatérozésahoz egy G2-M fazis
specifikus sejtciklus szabalyozo gén, a CYCLIN-DEPENDENT KINASE B1;1 (CDKB1;1)
expresszigjat vizsgaltuk meg, amely egyben az aktivator E2F-ek ismert célgénje (Vandepoele és
mtsai., 2005; Henriques és mtsai., 2010; Oszi és mtsai., 2020). A CDKB1;1 expresszidja a
legfiatalabb becékben (S1) volt a legmagasabb, a kovetkezd becdallapotban (S2) a szintje
visszaesett, a két utolsd becdstadiumban (S3-S4) pedig mar a detektalasi szint hatarara sillyedt
(9. A abra). Az erési fazis meghatarozasahoz két éresi marker gén, a LEAFY COTYLEDON?2
(LEC2), es a WRINKLED1 (WRI1) transzkripcios faktorok expresszigjat kovettlik nyomon
(részletesebben lasd a bevezetd részben). Mindkét gén alacsonyan fejez6dott ki az osztodasi
fazisban (S1-2), mig a legmagasabb expressziot a harmadik becdstadiumban mutattak (S3),
azokban a még z6ld becdkben, amelyek mar elérték végleges méretiiket. A negyedik
becostadiumban (S4) mindkét gén expresszidja visszaesett a detektalasi szint ala (9. A abra).
Osszegezve tehat az eredményeket, a sejtosztodas a fiatal becdstadiumokban volt a legaktivabb
(ezen belul is S1>S2 intenzitassal), és az érési fazis az atmeneti stadiumban vette kezdetét (S2),
amikor az osztddasi aktivitds mar csokkent (S2), maximumat pedig a harmadik becdstadiumban
(S3) érte el. A negyedik becdstddiumban (S4) sem a sejtciklus szabalyozasaban részt vevo, sem
pedig az érési géneket nem, vagy csak alig tudtuk detektalni. Mindezek alapjan az S1 a
morfogenikus-osztodasi szakasz, az S3 az érési fazis, az S2 a két szakasz kozti atmeneti fazis,

mig az S4 az érés utani nyugalmi fazist reprezentalja.

Annak érdekében, hogy jobban megértsiik az E2F transzkripcios faktorok és az RBR
fehérje szabalyozési funkciojat a magfejlédés soran, megvizsgéltuk ebben a rendszerben
mindharom E2F (E2FA, E2FB és E2FC) és az egyedili RBR gén expressziojat is. A represszor
tipusu E2FC és az RBR expresszioja némi fluktuacio mellet, kdzel allandé transzkripcids szinten
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volt jelen a magfejlédés soran (9. B abra). Az E2FA expresszidja nagyon hasonlitott a sejtciklus
szabalyoz6 CDKB1;1 gén mintazatdhoz, legmagasabb az osztodasi féazisban volt, majd
folyamatosan csokkent, de ellentétben a CDKB1;1-el még az érési fazisban (S3-S4) is
detektalhatd szinten maradt. Az E2FB az E2FA-hoz hasonléan, a korai magfejlédési
allapotokban (S1-S2) szintén detektalhaté volt, de ellentétben az E2FA csokkend
expresszidjaval, szintje tovabb emelkedett és az érés utani nyugalmi féazisban érte el a
csucsertékét (9. B abra). Ezek az eredmények 6sszhangban allnak az Arabidopsis eFP browser
expresszids adataival (Fuggelék 29. abra; Winter és mtsai., 2007). Eredményeink alapjan az
aktivator tipusu E2FA és E2FB transzkripcids faktorok expresszids mintazata a fejlddé becében
egyrészt atfed egymaéssal (osztddasi szakasz), masrészt eltéréseket is mutat, ami funkcionalis
kilonbségekre utal.

Génexpresszids eredményeink Kiegészitéseképpen az Arabidopsis eFP browser
segitségével megvizsgaltuk, hogy az embridfejlodést szabalyozd hormonok (auxin, ABA, GA3)
milyen hatéssal vannak az aktivator E2F és RBR gének expresszidjara a fiatal csirandvényben és

az érett magban. Ezt a Fliggelék 35. abraja mutatja be.
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9. dbra: Az E2F és az RBR gének expresszios analizise a becé és magfejlédés soran qRT-PCR
modszerével.

A, A sejtosztddas specifikus, G2-M fazisban kifejez6d6 CDKB1;1 és a magérési gének (WRI1 és LEC2) expresszios
mintazata a négy kiilonb6z6 fejlédési stadiumu, vad tipust Arabidopsis becé mintakban (S1-4).

B, A harom E2F transzrkipciés faktor (E2FA, E2FB és E2FC) és az RBR gén expresszids mintazata a négy
kiilonbo6z6 fejlédési stadiumu, vad tipust Arabidopsis becé mintakban.

A relativ transzkript mennyiségek az S1 allapota becdmintak expresszids szintjéhez normalizalva lettek megadva. A
feltlintetett széras harom biologiai ismétlésbdl szarmazd értékekre vonatkozik. P<0,05(*), 0,01(**), 0,001(***),
0,0001(****) szignifikans kiillonbségnek csak az egymast kovetd becdstadiumok kozott fogadtuk el. ns: nem

szignifikans kilonbség.
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2. Az E2FA, E2FB és az RBR fehérjék felhalmozédasa a becéfejlédés soran

Kivancsiak voltunk arra is, hogyan valtozik az E2F és RBR fehérjék mennyisége a becé
¢s mag fejlodése soran. Ezért specifikus ellenanyagokat hasznaltunk az aktivator E2F és az RBR
fehérjék ellen Western blot mddszer segitségével és megvizsgaltuk, hogyan jelennek meg ezek a
fehérjék a fejlodé becOkben. Az E2FA fehérje felhalmozodasa megegyezett a transzkript
szintjének megemelkedésével, az elsé becOstddiumban (S1) volt a legmagasabb, majd az
atmeneti fazisban (S2) csokkenésnek indult és a késoi fejlédési fazisokban (S3-S4) mar nem
tudtuk kimutatni a jelenlétét (10. abra). A vegetativ fejlodés soran az RBR az 0sztddo szovetek
sejtjieiben nagy mennyiségben jelen 1évé fehérje (Borghi és mitsai., 2010.; Magyar és mtsai.,
2012; Oszi és mtsai., 2020). A magfejlédés soran is ezt tapasztaltuk, fehérje szintje a fiatal
bec6kben (S1-S2) volt a legmagasabb, de ellentétben a génexpresszids eredmenyekkel az érési
fazist becokben (S3) mar alig tudtuk kimutatni. Az érést kovetd fejlodési stadiumban (S4) pedig
teljesen eltiint, amely azt jelzi, hogy az RBR a mar kiszaradt, érett magokban nem fehérje
forméajaban, hanem mRNS-ként raktarozodik. Az E2FA és RBR fehérjékkel ellentétben az E2FB
fehérje szintje egyenletesen magas volt a magfejlédés soran, még az érés utani nyugalmi fazisu
becékben is jelentds mennyiségben halmozodott fel (10. &bra). A DPA fehérjét nem tudtuk
detektalni, valoszintileg azért, mert nagyon alacsony szinten van jelen. A DPB fehérje viszont az
E2FB-hez hasonldan, egy allandd magas expresszidos mintazatot mutatott a magfejlodés soran.
Az érés utani nyugalmi fazisban (S4) egy lassabb mobilitasu valtozata kertlt talsulyba, amely
valoszintileg a DPB fehérjében bekovetkezett poszt-transzlacios modositas okozhatott (10. abra).
Eredményeink alapjan megéllapithattuk, hogy az E2FA és RBR fehérjék legnagyobb
mennyiségben az osztddasi fazisban, mig az E2FB fehérje a DPB dimerizacios fehérjével egyiitt,
az érési és az érés utani nyugalmi fazisban is jelen van. Az RBR fehérje mennyiségének
csokkenése az érés utani nyugalmi fazisban azt jelentheti, hogy az E2FB az RBR fehérjétél
fliggetlen szabalyozasi funkcidval rendelkezhet a mag nyugalmi allapotanak megteremtésében.
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10. abra: Az RBR, E2FA, E2FB és a DPB fehérjék felhalmozddasa a vad tipusi Arabidopsis
novények (WT-Col) becé és magfejlédése soran.

Az abran feltlintetett fehérjék ellen termeltetett specifikus ellenanyagokat hasznaltuk Western blot kisérletekben
(jobb oldalon jelolve a cél fehérjét). A becOk fejlédési allapotat a kép tetején jeleztiik (S1-4). A felvitt kiilonb6z6
becé stadiumu fehérje mintdkat Ponceau festéssel tettuk lathatdvd. A nyilhegyek a megfelel6 E2FA és DPB
fehérjéket, mig a nyil a DPB egy kevésbé mobilis formajat jeloli a negyedik becd stadiumban (S4). A vizsgalt

fehérjék molekulastlyét az bra bal oldalan jeleztiik.

3. Az aktivator E2FA és E2FB valamint az RBR fehérjék felhalmozodéasa az

embriofejlodés soran

Az embridfejlédés morfogenikus szakasza a sziv stadiumban fejezédik be, ezt kovetéen
az osztodasok gyakorisaga visszaesik és a kés6i torpedo staidiumban mar csak sejtmegnyulassal
novekszik a fejlodé embrid (Raz és mtsai., 2001). Korabban olyan transzgenikus Arabidopsis
novenyeket hoztunk létre, ahol az E2FA, E2FB és az RBR fehérjéket fluoreszcens fehérjével
jeloltik meg, és a sajat promoter-szabalyozo régidjuk ellenérzése ala vontuk Oket, igy azok a
rdjuk jellemzd expresszids mintdzatot megtartottadk (pgE2FA-VYFP, pgE2FB-vYFP, pgRBR-
CFP — Oszi és mtsai., 2020). Ezeknek a vonalaknak a segitségével vizsgaltuk meg az E2FA,
E2FB ¢és RBR fehérjék térbeli €s idobeli mintazatat az embriofejlodés soran. Kiilonbozo fejlodési
allapotban 1év6, még éretlen embridkat preparaltunk a transzgenikus Arabidopsis magokbol és
konfokalis 1ézer scanning mikroszkoppal vizsgaltuk meg ket (11. abra). Az embriofejlodés

soran az E2FA ¢és E2FB fehérjék lokalizacioja sejtmagi, és mindkét fehérje széleskoriien
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megtalalhatdé minden embrionalis sejtben, az 0sztddod globuléris allapotd embriotol kezdve
egészen a mitdtikusan mar tobbnyire inaktiv ,,sétapalca” (walking-stick) allapoti embridig
bezarolag (11. A,B abra). Az E2FA-VYFP jelet (sargan fluoreszkalo fehérje) a sziv allapotig
talaltuk a legerdsebbnek, és ugyan csokkend intenzitds mellett, de detektalhatd maradt az ezt
koveto fejlodési allapotokban is leszamitva a mar teljesen kifejlett embriot (S4). Az E2FB-VYFP
jel a torpedod allapotd embridban volt a legintenzivebb, de szemben az E2FA-vYFP jellel a
legutolsd embridfejlédési allapotban is kimutathato volt (11. A,B,C abra). Az RBR-CFP jelet a
sziv allapottol egészen a sétapalca embrid allapotig tudtuk detektalni, viszont a teljesen érett
embridban mar nem volt lathatd (11. D abra). A mag fejlédése soran Gsszehangoltan fejlodik a
maghéj, az endospermium és az embrid. Pontosan, hogyan koordinal6dnak ezek a folyamatok
még nem igazan ismert, de az E2F-RBR szabalyozas ebben a folyamatban is szerepet jatszhat,
mert E2FA-VYFP és E2FB-VYFP jelet a fiatal magok maghéjabdl is ki tudtunk mutatni (11. E
abra). Eredményeink alapjan az E2FA és E2FB fehérjék nem csak az 0szt6d6d embrionalis
sejtekben vannak jelen, hanem a poszt-mitotikus sejtekben is, bar szintjik egymassal ellentétesen
alakul. Ezek az eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy az E2FA és E2FB transzkripcios
faktorok részt vehetnek az embrid fejlédés soran mind a mitétikus, mind pedig a poszt-mitotikus,
un. nyugalmi allapot kialakitasdnak a szabalyozasaban, feltehetéen az RBR fehérjével

egyiittmiikddve.
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11. &bra: Az E2FA és E2FB transzkripcios faktorok és az RBR fehérje megjelenése az
embriofejlodés soran.

A-B, Konfokalis lézer scanning mikroszkoppal készitett képek, melyeken a pgE2FA-vYFP és a pgE2FB-vYFP
transzgenikus vonalak éretlen magjaibol izolalt fejlédé embridk lathatdak.

C, Kinagyitva lathatéak a fehér szaggatott vonallal jelélt pgE2FA-vYFP és pgE2FB-vYFP érett embriok
sziklevelének és embriondlis szaranak epidermalis régioi.

D, Konfokalis 1ézer scanning mikrszokdppal készitett képek, melyeken a pgRBR-CFP transzgenikus vonal éretlen
magjaibol izolalt fejlddé embriok lathatoak.

E, Fiatal magok maghéjarol konfokalis Iézer scanning mikroszkoppal készitett képek, melyek a pgE2FA-VYFP és
PgE2FB-vYFP konstrukcidkat tartalmazzak.

A VvYFP jel z6ld szinnel, a CFP jel kék szinnel lathatd, a sejtfalat Pl-vel festettiik piros sziniire. Az érett pgE2FB-
VYFP embrio esetében az YFP és a Pl jelek egyesitett képe lathatd. Az embriofejlédési allapotoknak megfeleld

becostadiumokat S1-4-ig jel6ltik az dbrakon. Az embriokrdl készilt 4brak tartalmazzak a méretskalat.

4. A becofejlodés allapotatol fiiggéen az E2FA és E2FB transzkripcios
faktorok aktivatorkent és represszorként is képesek szabalyozni a sejtciklus

szabalyozd geneket

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy a magfejlédés soran az E2FA és E2FB
transzkripcios faktorok sziikségesek-e a sejtciklus szabalyozasaban részt vevd gének
kifejezédéséhez. Ehhez harom becdfejlodési stadiumbol (S1-S3) gyijtottiink mintakat kiillonbozo
egyedi (e2fa-2 és e2fb-1), dupla e2f mutans (e2fa-2/e2fb-1) és a kontroll, vad tipusu Arabidopsis
vonalakbdl. Ezek a mutans e2f vonalak nem expresszaljak a rajuk jellemzd teljes hosszisagl
transzkriptumokat és fehérjéket (Berckmans és mtsai.,, 2011a; Berckmans és mtsai., 2011b;
Horvath és mtsai., 2017.; Kobayashi és mtsai., 2015, Leviczky és mtsai., 2019). A
génexpresszios vizsgalat sordn nyomon kovettik a G1-S fazis specifikus CYCLIND3;1
(CYCD3;1), az S fazis specifikus ORIGIN RECOGNITION COMPLEX 2 (ORC2) és
MINICHROMOSOME MAINTENACE 3 (MCM3), valamint a G2-M fazis specifikus CDKB1;1
expressziojat. Fontos megemlitenlink, hogy ezek a sejtciklus gének feltételezhetéen E2F
célgének is. Ahogyan az varhatd volt, a vad tipusu, kontroll beckben ezeknek a sejtciklus
szabalyoz6 géneknek az expresszidja egymashoz nagyon hasonlé mintdzatot mutatott.
Legerdsebben az els6, az osztédasi fazist reprezentdld becd mintaban (S1) fejezddtek ki, ezt
kovetden, a masodik becd stadiumban (S2) mar csokkent a mennyiségiik, mig a legalacsonyabb
szintet az érési fazisban (S3) mertik (12. A abra). Meglepetésiinkre, ezeknek a sejtciklust

szabalyoz6 géneknek az expresszidja az osztddasi fazisban (S1) nem igazan valtozott meg a
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szimpla e2fa-2 és e2fb-1 mutansokban, és csak némi csokkenést lathattunk a dupla e2fa-2/e2fb-1
mutansban (12. A &bra). Jelentds eltérést csak az ORC2 és a CDKBL1;1 esetében tudtunk
megfigyelni, ami arra utal, hogy a sejtciklus gének aktivacidjdban az aktivator E2F
transzkripcids faktorok szerepe nem nélkildzhetetlen.

A vizsgalt sejtciklus szabalyozd gének expresszioja az érési fazist vad tipusi becékben
(S3) gyakorlatilag a detektalhatdsagi szint hataraig csokkentek le. Erdekes modon az e2f
mutansok hasonld stadiumu becdiben sokkal magasabb expresszids szinteket figyelhettiink meg
(12. B abra). Az érési-fazisu becOben az Osszes altalunk vizsgalt gén expresszidja jelentésen
megemelkedett az e2fa-2 mutansban, mig a CYCD3;1 és az MCM3 expresszidja az e2fb-1
mutéansban is. Ez utobbi két sejtciklus szabalyoz6 génnek az expresszidja tovabb emelkedett az
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban, ami arra utal, hogy az aktivator E2F-ek egymastol fliggetlendil
gatoljak ezeknek a géneknek a kifejez6dését. Ezzel ellentétes képet lathattunk a CDKB1;1 gén
esetében: itt az expresszio csokkenését figyelhettiik meg az e2fb-1 mutans bec6jében, mig az
e2fa-2 mutansban, hasonldan az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutanshoz megemelkedett a szintje. Ez
pedig arra utal, hogy az aktivator E2FA és E2FB egymassal ellentétes modon szabalyozza a
CDKB1;1 kifejez6dését.

Eredményeink alapjan megéallapithatjuk, hogy az osztéddé becében az E2FA ¢és E2FB
funkcidk hianyaban is kifejezddnek a sejtciklus gének, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a
sejtciklus gének aktivalddasaban betoltott szerepik az embridgenezis soran nem létfontossagu. A
poszt-mitotikus, érési fazisu e2fa-2/e2fb-1 mutans becében ugyanakkor az altalunk vizsgalt
sejtciklus gének tovabbra is bekapcsolt allapotban maradnak, ami alapjan a magfejlodés érési
fazisa sordn az E2FA és E2FB aktivator tipusu transzkripcios faktorok a sejtciklus gének

represszoraként mitkddhetnek.
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12. abra: Sejtciklus-szabalyozé gének Kkifejezodése Kkiilonbozé aktivator e2f mutansokban a
becdfejlédés soran.

A, A CYCD3;1, ORC2, MCM3 és CDKB1;1 sejtciklus szabalyozd gének expresszidja az e2fa-2, e2fb-1 szimpla és
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutins vonalakban harom bec6fejlédési stadiumban (S1-3) a vad tipust kontrollal
Osszehasonlitva. A relativ transzkript mennyiségek a vad tipusu S1 éllapotd becOmintak expresszids szintjéhez

normalizalva lettek megadva.
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B, Az S3 érési stadiumban hasonlitottuk dssze a sejtciklus szabalyoz6 gének expresszids szintjét az e2f mutans és a
vad tipusi mintdk kozott. A relativ transzkript mennyiségek az adott gén vad tipusd S3 allapotd becémintajanak
expresszios szintjéhez normalizalva lettek megadva.

A feltlintetett szoras harom biologiai ismétlésbdl szarmazo értékekre vonatkozik. P<0,05(*), 0,01(**), 0,001(***),
0,0001(****) szignifikans kiilonbségnek csak az adott becdstadiumon belill, a mutans és vad tipusti mintak kozott

fogadtuk el. ns: nem szignifikans kilonbség.

5. Az aktivator E2F transzkripciés faktorok hidnyanak hatasa a kifejlett

embridk méretére, az embrionalis sejtszamra és a sejtméretre

Kordbban kimutattdk, hogy a fejlédé Arabidopsis embridoban a sejtszamot az RBR
aktivitdsa hatdrozza meg, feltételezhetéen az E2F transzkripcidos faktorok mitkddésének
befolyasolasan keresztil (Gutzat és mtsai., 2011; Nowack és mtsai., 2012). Nem ismert
ugyanakkor, milyen hatassal van az embrionalis sejtszamra az aktivator E2F transzkripcids
faktorok hianya. Az aktivator E2F-ek szerepének megfigyeléseéhez teljesen érett embridkat
izolaltunk mind vad tipust kontroll, mind pedig e2fa-2 és e2fb-1 szimpla, valamint e2fa-2/e2fb-1
dupla mutansokbél, majd meghataroztuk az embrionalis levél, és szar valamint az Oket alkoto
sejtek méretét konfokalis Iézer scanning mikroszkdp alatt P festést kovetden (13. abra). Az e2fa-
2 mutans embrid méretében a vad tipusu embridhoz hasonld, mig az e2fb-1 mutans embrid
inkabb valamivel nagyobb volt annal (pontosan 1,2-szeres ndvekedést figyeltiink meg). Az e2fb-
1 mutans embrid levele tobb, de kisebb sejtet tartalmazott, mint a vad tipusu. Az e2fa-2/e2fb-1
dupla mutans embriok lényegesen nagyobbak voltak, mint a vad tipust embridk, az embrionalis
leveliik és szaruk is jelentdsen megnagyobbodott. Habar az e2fa-2/e2fb-1 mutans embrionalis
sejtek szama gyakorlatilag megegyezett a vad tipusi embrionalis sejtek szamaval, az e2fa-
2/e2fb-1 mutans sejtek mérete jelentdsen megndtt, mind az embrionalis levélben, mind az
embrionalis szarban. Az e2fa2/e2fb-1 mutans jellemzése sordn megfigyeltik, hogy a mutéans
ndvenyeken a kontroll ndvényekhez képest rovidebb becok fejlédnek, amelyek kevesebb szamu,
de nagyobb méretli és sulyosabb magokat tartalmaznak, mint a vad tipusu bec6k (9. tablazat).
Mindezek alapjan a dupla e2fa-2/e2fb-1 ndvények csokkent termékenységgel rendelkeznek, a

rovidebb becékben kevesebb, de nagyobb magokat talaltunk (Fuggelék 30. abra).
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oo Magok stilya* Teljes magtomeg Bec6k hossza Bec6k Magok szama Magok mérete
(mg)** (cm)*** szama**** becénként (mm?)

Vad tipus 2,2+0,1 370+ 60 1,6+0,1 47 +2,5 57 +5,7 0,1-82 +0,015

e2fa-2 2,17 £0,05 332+59 1,5+0,1 48 +4,2 53+3,9 0,187 £ 0,015

e2fb-1 2,36+0,11 383+61 1,7+£0,1 51+ 4,1A 56+ 8,9 0,205 0,017c

e2fa-2/e2fb-1 3,0%0,11° 267 + 48° 1,1+0,2° 56+4,4°  22+3,1° 0,221+0,017°

9. tablazat: Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans ndvények kevesebb, de nagyobb és sulyosabb magokkal
rendelkeznek, mint a vad tipusu kontroll névények.

A novényeket azonos korllmények kozott neveltik. Az év eltérd iddszakaban torténd ismétlés ugyanazt az
eredményt adta. A szorast + jeloltik. *A magok sulyat mg-ban adtuk meg 100 magra vonatkoztatva (n=10/vonal).
**A teljes magtomeget a begy(ijtott magok stlyanak megmérésével hataroztuk meg (n=10/vonal) és mg-ban adtuk
meg. A becOhossz (¥**) és a becszam (****) meghatarozasahoz az elsédleges viragzatot hasznaltuk (n=10/vonal;
N=50-70). P<0,05(*), 0,01(®), 0,001(%), 0,0001(P) szignifikans kiilonbségnek csak a megfelelé mutans és vad tipust

minték kozott fogadtuk el. A nem jeldlt étékek esetében nincs szignifikans killénbség.
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13. dbra: Az E2FA és E2FB transzkripcids faktorok szerepe elhanyagolhatdé az embriondlis
sejtosztddasok soran.

A, Konfokalis Iézer scanning mikroszkoppal készitett képek vad tipusu, valamint e2fa-2, e2fb-1 szimpla és e2fa-
2/e2fb-1 dupla muténsok kiszaradt magjaibol izolalt érett embridkrdl. A méret vonal 100 pm-t mutat.

B, PI festett vad tipusu és e2fa-2/e2fb-1 dupla muténs érett embriok konfokalis Iézer scanning mikroszkoppal
fotozva. Fehér négyzetekkel vad tipusu és e2fa-2/e2fb-1 dupla muténs sziklevélen és embrionalis szaron talalhatd
epidermalis régiokat jeloltink. Kinagyitva lathatok az epidermalis sejtek a képek jobb oldalan. A méret vonal 100

pm-t mutat.
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C-D, Kiszéradt magokbdl preparalt érett embridk teljes sziklevél (C) és embriondlis szar (D) teriletét
meghataroztuk. Harom bioldgiai ismétlésbol szdrmaznak az értékek, ahol ismétlésenként 10 mintan végeztik el a
méréseket. A sejtméretet és a sejtszdmot az Image J program segitségével hataroztuk meg. A hibasavok a szdrést
jelolik. P<0,05(*), 0,01(**), 0,001(***) szignifikans kiilonbségnek csak a megfeleld mutans és vad tipusii mintak

kozott fogadtuk el. ns: nem szignifikans killdnbség.

A csokkent termékenység hatterében az ivarsejtképzédés hibaja is allhat. Eppen ezért
konfokalis 1ézer scanning mikroszkdp alatt megvizsgaltuk az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans érett
pollenszemeit DAPI (4',6—diamidino—2—fenilindol) festést kovetden. Ennek soran olyan
pollenszemeket figyelhettlink meg, ahol a generativ sejtek szama a normalistol eltért, ami
megerésitette ezt a feltételezésiinket. Az éretlen e2fa-2/e2fb-1 mutans magokban a gyengén
fejlodé endospermium is a kettés megtermékenyités hianyara enged kovetkeztetni (14. C abra).
A him ivarsejtek képz6déséhez tehat sziikség van az aktivator E2F-ek szerepére. Az e2fa-2/e2fb-
1 maghozama 30 %-al elmarad a vad tipus maghozaméhoz képest, magjaik tdmege viszont 36
%-al ndvekedett, mint a vad tipusi magoké. Ez negativ korreléciét jelez a teljes maghozam és a
magok atlagos sulya kozott (9. tablazat). A nagyméretli mag és nagyméretii embrid fenotipus az
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban annak a kdvetkezménye lehet, hogy a novény kevesebb mag
kozott osztja el az anya novénytdl kapott tdpanyagokat (Ohto és mtsai., 2005). Mindazonaltal
eredményeink azt mutatjdk, hogy az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans embriok az aktivator E2F
funkciok hianyaban ugyanannyi, de nagyobb sejttel rendelkeznek, mint a vad tipusd embriok.
Ezek az eredményeink alatdmasztjadk azt a megallapitasunkat, miszerint az aktivator E2F-ek

szerepe nem nélkildzhetetlen az embriondlis sejtosztodashoz.
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A, B,

e2fu-2/e2fb-1

Genotipus Tricellular Bicellular Monocellular

e2fa-2/e2fb-1 79 17 338

WT-Col0 100 0 0

GyaKkorisag (%)

G, e2fa-2/e2fb-1 WT-Col0

m Tricell = Bicell = Monocell

14. dbra: Abnormalis pollen és magfejlédés az e2fa-2/e2fb-1 mutansban.

A, 4'6-diamidino—2—fenilindol (DAPI) festett érett e2fa-2/e2fb-1 mutans pollenszemek konfokalis Iézer scanning
mikroszkdpias felvétele. Nyilak jelzik a mutans pollenszemeket, ahol nincs vagy csak egy generativ sejt van.

B, A mutans pollenszemek gyakorisaga (N=200). Tricellular (haromsejtes), bicellular (kétsejtes) és monocellular
(egysejtes) pollenszemek gyakorisaga.

C, Reprezentativ mikroszkopias (Cell-R mikroszkép) felvétel az endospermium alul fejlettségére az e2fa-2/e2fb-1
dupla muténsban dsszehasonlitva a kontroll vad tipust hasonld korG éretlen maggal (fehér nyilak a globuléris
embriot jelzik). Méret skala 50 um.

6. Az E2FA és E2FB transzkripcids faktorok gatoljak a mageéreési genek AFL
csaladjanak kifejezodését

Kordbban kimutattak, hogy a LEC2 és az ABI3 magérési gének expresszidja
megemelkedik azokban az Arabidopsis csirandvényekben, ahol az RBR szintjét géncsendesités

altal csokkentettéek. A LEC2 gén a promoterében talalhatdé E2F kotOhely alapjan egy feltételezett
E2F célgén, habar az RBR direkt kotddését a LEC2-h6z nem tudtak kimutatni (Gutzat és mtsai.,
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2011). Az aktivator E2F-ek szerepének megértése céljabdl Ujabb génexpresszids vizsgalatot
végeztlink a bec6 és mag fejlédése soran. Megvizsgaltuk a LEC2, a LEC1, a FUS3, az ABI3 és a
WRI1 gének génexpresszios mintazatat a bec6fejlodés soran (S1-S3) szimpla és dupla e2f mutans
Arabidopsis vonalakban (15. A abra). Ahogyan azt varhattuk, a vad tipus esetében az érési gének
még nehezen detektalhatoak az 0sztodd becdkben (S1), expresszidjuk megemelkedik az atmeneti
stadiumban (S2) és csucsértéket az érési fazisban (S3) éri el. Az érési fazisban (S3) az 6sszes
vizsgalt érési gén expresszidja megemelkedett az e2fa-2 mutansban és egy részik az e2fb-1
mutansban is. A LEC1 és LEC2 expressziOja Kizardlag az E2FA transzkripcios faktor hianyaban
emelkedett meg, mig a FUS3, ABI3 és bizonyos mértékben a WRI1 expresszidja nem csak az
E2FA, hanem az E2FB transzkripcids faktor hidnyaban is megemelkedett. Ezeknek a géneknek
az expresszioja a dupla e2fa-2/e2fb-1 mutansban tovabb emelkedett, azaz mind az E2FA mind
pedig az E2FB negativan szabalyozza az érési géneket az S3 fazisu becdkben. A LEC1 és LEC2
gének expresszidja az e2fb-1 mutansban is megemelkedett, de kizérélag az &tmeneti fazisban
(S2, 15. B abra). Ez alapjan a két aktivator E2F kiilonboz6 fejlédési stadiumban szabalyozza az

un. korai érési LEC1-2 gének expresszidjat.

71



>

LEC1 LEC2
30 4 P
WT i
e2fa-2 ——
e2fb-1
e2fa-2/e2fb-1 }

25

RECO0

2,0 1

Wk
0,5 4

- ns
ns ns

00 " 0
S$1 s2 S3

Relativ normalizélt expresszio
o

Relativ normalizalt expresszio
n

FUS3 ABI3 WRI1
12 4 6 - 6

10 enan

ELs

s ns N8

»
Relativ normalizalt expresszio
w

»
Relativ normalizalt expresszio

Relativ normalizalt expresszio

14 1 ns
. * I
" ns ns ns l*‘ nsns ns nsns ’
0 _— 0 1 04

S$1 S2 S3 s1 s2 s3

Mag érési gének S2-ben

e 1o wr *

2 ] e2fa2 -

¢ S1mm ez

< B c2fa-2/e2fb-1

v 4

il

S %

= 3 *

o

£

o 2 ns S n ns
g nsns " ns™s
= ns,

= 1

x

[

ABI3 FUS3 LECT LEC2 WRI1

15. dbra: Az aktivator E2F transzkripcios faktorok gatoljdk a magérési gének AFL csalddjat a
becofejlodés soran.

A, Az e2fa-2, e2fb-1 és e2fa-2/e2fb-1 szimpla és dupla mutansok fejl6dé beciben qPCR reakcid segitségével mért
LEC1, LEC2, FUS3, ABI3 és WRI1 transzkripcios szintek dsszehasonlitisa a vad tipust kontrollban mért mRNS
szintekkel harom bec6fejlédési stidiumban (S1-S3). A relativ transzkript mennyiségek az S3 stddiumd, vad tipusu

minta expresszios szintjéhez normalizalva lettek megadva.
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B, Magérési gének expresszios szintje az e2f mutans és vad tipusi mintakban az S2 atmeneti allapotban. A relativ
transzkripcids mennyiségek az adott gén vad tipusi S2 stadiumi becOmintajanak expresszids szintjéhez
normalizalva lettek megadva.

A feltlintetett szoras harom biologiai ismétlésbdl szarmazo értékekre vonatkozik. P<0,05(*), 0,01(**), 0,001(***),
0,0001(****) szignifikans kiilonbségnek csak az adott becdstadiumon beliil, a mutans és vad tipusi mintdk kozott

fogadtuk el. ns: nem szignifikans kilonbség.

7. Az E2F transzkripciés faktorok szerepe az érési WRI1 és LEC2 gének

expressziojaban a becofejlodés soran

A LEC2 és WRI1 transzkripcios faktorok promoter régidjaban E2F koto helyet tudtunk
kimutatni, ami alapjan feltételezhetéen az E2F-ek kozvetleniil szabdlyozzdk a kifejezddésiiket
(16. A é&bra; Fuggelék 33. abra). Annak érdekében, hogy ezt kideritsik kromatin-
immunprecipiticios (ChlP) kisérletet végeztiink el. Ehhez anti-GFP ellenanyagot hasznaltunk,
mintaként pedig a pgE2FA-GFP és pgE2FB-GFP transzgenikus Arabidopsis vonalak érett becoit
(S3) hasznaltuk fel (Magyar és mtsai., 2012; Oszi és mtsai., 2020). Az anti-GFP ChIP-et
kovetéen az E2FA-GFP becékben kimutathato volt a kdlcsonhatds a LEC2 promoterével, de a
WRI1 prométerével mar nem. Az E2FB esetében nem detektaltunk kdlcsonhatast egyik
promoterrel sem (fuggelék 31. bra). Az E2FA-GFP kotédése a LEC2 promoteren arra a régiora
esett, ahol az E2F kot6hely talalhato (16. B &bra). Eredményeink alapjan, az E2FA transzkripcios
faktor kozvetlenil szabalyozhatja a LEC2 gén expressziojat a magfejlodés érési fazisa alatt. Ez
az eredmény ugyanakkor nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy mas E2F faktorok, mint példaul
az E2FC kozvetleniil szabalyozza az érési fazisban szerepet jatszd gének miikodését, vagy mas

E2F transzkripcios faktorok a magfejlddés korabbi stadiumaban jatszanak szabalyozo szerepet.

Annak érdekében, hogy még nagyobb bizonyossagot szerezziink az E2F-ek szerepérdl a
LEC2 eés WRI1 gének szabalyozasaban a magfejlodés soran, elrontottuk a LEC2 és a WRI1 gének
promoterében talalhaté E2F kot6helyeket (16. A abra; Flggelék 33. abra; részletesebben lasd
Anyag és Modszerek rész). Transzgenikus riporter vonalakat hoztunk létre az intakt és az E2F-
kotésre alkalmatlan, mutans LEC2 és WRI1 promdrekkel, amelyek a fluoreszcens CFP (cian
fluoreszcens fehérje) fehérjét expresszaltdk. Kisérleteinkhez reprezentativ vonalak keriiltek
kivalasztasra, amelyekrdl becOmintakat gytlijtottiink a mar korabban leirt médon, a kiilonbozd
fejlodési allapotok szerint (S1-S4). Kvantitativ PCR (QPCR) reakcio segitségevel vizsgaltuk meg
a riporter vonalakban a CFP expressziot. Az intakt LEC2 riporter vonal (pLEC2-CFP)
expressziés mintazata megegyezett az endogén LEC2 @gén expresszios mintazataval. A
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legkorabbi magfejlodési allapotban (S1) szinte alig volt detektadlhatd CFP expresszio, amely
aztan az atmeneti allapotban (S2) novekedésnek indult, majd az érési fazisban (S3) elérte
maximumat, az érés utani nyugalmi fazisban pedig lecsokkent (S4). Ezzel ellentétben az E2F
kotdhelyben mutans LEC2 riporter vonal (p™®2FLEC2-CFP) expresszidja szinte végig
egyoOntetlien magas szintii volt a teljes bec6fejlédés soran (16. C abra). A nativ WRIL riporter
vonal expresszidja a LEC2-h6z hasonléan hilen kovette az endogén WRIL gén expresszios
mintazatat és expressziojanak maximumat az erési fazisban (S3) érte el. Munkank soran két
kiilonbozé E2F kotéhely mutans WRII riporter vonal expressziés mintdzatat is megvizsgaltuk
(P™*EZFWRI1-CFP, 22-es és 24-es vonal). Mindkét riporter vonal becdiben mar az érés el6tti
korai fejlédési allapotokban (S1-S2) expresszalodott, bar a 24-es vonal nagyobb mértékben, mint
a 22-es (16. D abra). A WRI1 riporter vonalak esetében Western-blottal is nyomon kdvettik a
CFP fehérje mennyiségében bekdvetkezd valtozasokat a bec6fejlodés soran (S1-S3; 16. E abra).
Az intakt WRI1 riporter vonal esetében a CFP nagy mennyiségben halmozddott fel, de kizarolag
az érési fazisban, mig a CFP fehérje az E2F-kdtésben mutans WRIL riporter vonal esetében mar
a korabbi becéOfejlédési stadiumokban is kimutathatd volt. Eredményeink alapjan
megallapithatjuk, hogy az érési gének mitkddését az E2F transzkripcids faktorok a mag érési

fazisara korlatozzak.
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16. abra: Az E2F transzrkipcios faktorok szabalyozzak a LEC2 és WRI1 gének idébeli kifejezodését
a magfejlédés soran.
A, A LEC2 és WRI1 gének vazlatos abrazolasa. A pl és p2 jelolésli nyilak a qPCR soran hasznalt primer parok
helyét jelolik. A feltételezett E2F kotShelyeket fehér nyilheggyel jeloltiik, tavolsagukat a start kodontdl (ATG)
abrédzoltuk. A szirke téglalap a startkodontdl felfelé (upstream) 5” irdnyban a nem transzIlal6dé régiot (angolul
UTR), mig a startkodontdl lefelé (downstream), a 3’ iranyban talalhaté UTR-t jel6li. A fekete téglalapok az
exonokat, mig a téglalapok kozotti fekete vonalak az intronokat jel6lik. k=kilo bazispar

B, A kromatin immunprecipitaciét (ChIP) 6-10 napos zold, fejl6dé bec6kbél izolalt kromatinon végeztiik el. A

mintdk a pgE2FA-GFP transzgenikus vonalrél szarmaztak, és nyudlban termeltetett anti-GFP ellenanyagot
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hasznaltunk. A ChIP-et qRT-PCR analizis kovette. Az dbran a reprezentativ kisérlet eredménye lathaté harom
biologiai ismétlésbdl szarmazd értékekkel. A statisztikai ananlizishez a Mann-Whitney-probéat hasznaltuk. NoAb:
antitest nélkili kontroll minta (Dr. Papdi Csaba munkéja alapjan).

C-D, Az intakt (pLEC2-CFP; pWRI1-CFP) és E2F kot6hely mutins promoterekkel (p™E2FLEC2-CFP;
pMUEFWRI1-CFP) rendelkez6 LEC2 (C) és WRI1 (D) riporterek expresszidjat a kiilonbozé becofejlodési
allapotokban (S1-4) qRT-PCR analizissel allapitottuk meg. Az L22 és L24 jeldlés két fliggetlen E2F kotdhely
mutéans prométer vonalat jelent (D).

A relativ transzkript mennyiségek az intakt promoterrel rendelkezd konstrukcid S1 stddiumu becOmintdjanak
expressziés szintjéhez normalizalva lettek megadva. A feltlintetett szords harom biologiai ismétlésbél szarmazd
értékekre vonatkozik. P<0,05(*), 0,01(**) szignifikans kiilonbségnek csak az adott becstadiumon beliil, az intakt és
mutans promoterrel rendelkez6 konstrukciok mintai kozott fogadtuk el. ns: nem szignifikans kiilonbség.

E, A CFP fehérje szintet Western blot segitségével kovettiik nyomon a bec6fejlédés soran (S1-S3) a D, pont
transzgenikus vonalaiban. A vizsgalathoz anti-GFP ellenanyagot hasznéltunk. A CFP fehérje molekulasulyéat (28
kDa) az &bra bal oldalén tiintettiik fel. A kiilénb6z6 fejlettségi allapota becd mintak fehérjéit Coomassie festésével

tettik lathatéva a membranon.

A LEC2 riporter vonallal ellentétben a WRII1 riporter vonalakban a CFP jel elég erds volt
ahhoz, hogy a fejlédé embriokban konfokalis 1ézer scanning mikroszkop alatt is detektalhassuk.
Korabbi eredményeinket megerdsitette, hogy a WRII riporter vonal CFP jelét a sziv allapota
embridban nehezen lehetett detektalni. A legerdsebb CFP jelet az érési fazisban, a korai torpedd
embri6 allapotban lattuk, majd fokozatosan gyengult az érés soran, és teljesen lecsokkent az érett
embridban. Ezzel ellentétben mindkét az E2F kot6helyben mutans WRII riporter vonalban erds
CFP jelet detektaltunk mar a sziv allapoti embrioban, a jel erdssége pedig fennmaradt egészen a
késdi torpedd embrio allapotig (17. A,B abra, Flggelék 32. abra). Megfigyeltik, hogy mig az
intakt WRI1 riporter vonal esetében a CFP jel a teljes embridban detektalhat6 volt, addig az E2F
kotohelyben mutans WRI1 riporter vonalnal a CFP jel hidnyzott az éretlen embridok
gyokércsucsabol (17. C abra). Ez alapjan az E2F transzkripcios faktorok nem csak idében,

hanem térben is szabalyozzak a WRI1 expressziojat az embriofejlédés soran.
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17. dbra: A WRI1 transzrkipcios faktor embrié-specifikus megjelenését az E2F transzkripcionalis

szabalyozdk kontrollaljak.

A-B, Eretlen magokbol izolalt fejlédd embriokrol konfokalis 1ézer scenning mikroszkoppal késziilt reprezentativ
képek, melyek az intakt (A) és E2F kotOhelyben mutans (B) WRIL1 prométereket tartalmazzak (pWRIL1-CFP és
pMUEZAWRI1-CFP riporter vonalak).

abrékon, melyek a C, abréan kinagyitva lathatdak.

A CFP jel kék szinnel lathat6. Az embridkrél késziilt abrak tartalmazzak a méretskalat.
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8. Az embrionélis WRI1 és LEC2 gének a fiatal csirandvények gyokerében is

kifejezodnek és az E2F transzkripcios faktorok szabalyozasa alatt allnak

A LEC2 kifejezédése kizarolagosan, mig a WRI1 expresszidja dominansan az
embriofejlodésre korlatozodik, de gyengébben a gyokérben is detektaltak (eFP browser — Winter
és mtsai., 2007). A legujabb eredmények alapjan azonban a LEC2 is szerepet jatszik a
gyokérfejlodésben (Tang és mtsai.,, 2017). Kivancsiak voltunk, vajon a riporter vonalaink
segitségével ki tudjuk-e mutatni a LEC2 és a WRI1 expressziojat a gyokérben is. Fiatal, egy hetes
transzgenikus csirandvények gyokerét vizsgaltuk meg konfokalis 1ézer scanning mikroszkop
segitségével (18. abra). Az intakt LEC2 riporter vonal (pLEC2-CFP) CFP jele a gyokér Ossejt
régiojaban jellegzetes mintazatot mutatott. Expresszioja a proximalis gyokérmerisztéman belil
az epidermisz és kortex sejtekben volt megfigyelhetd. A legerésebb CFP jelet kdzvetleniil a QC
(quiescent centre: nyugvo centrum) melletti kortex, endodermisz és epidermisz inicialis
sejtekben detektaltuk, majd a fluoreszcens jel, a hajtas iranyaban felfelé gyengilt és néhany
sejttel tavolabb a QC sejtektdl mar gyakorlatilag kimutathatatlan volt. Az E2F kotohelyben
mutans LEC2 riporter (p™2FLEC2-CFP) esetében sokkal gyengébb jelet detektaltunk,
elsésorban kozvetleniil a QC melletti inicialisokban (18. A,B &bra). Tobb parhuzamos E2F-
kotésben mutans vonalban is hasonléan gyengébb jelet detektaltunk a kontrollhoz képest, ami
alapjan ugy véljik, hogy az E2F-ek a LEC2 gén miikodésében ellentétes szerepet jatszanak a
gyokérben (aktivator funkcid) és az embridban (represzor funkcid). A nativ WRIL riporter
legerdsebb CFP jelet kozvetleniil a QC melletti sejtekben, az in. inicidlisokban mutatta, valamint
a szallitd szovet floém (hancs) sejtjeiben, de kizardlag a gyokér merisztéma kozponti részében
(18. C é&bra). Az intakt WRI1 riporter vonalhoz képest az E2F-kot6 szekvenciaban mutans WRI1
riporter vonalunk gyokerében latvanyosan erésebb CFP jelet detektaltunk mind a QC koriili
sejtekben, mind pedig a szallitdszovet sejtjeiben és ez megmaradt a kdzponti merisztematikus
sejtektél a hajtas iranyaba tavolodva is (18. D &bra). Korabbi eredmények alapjan a WRI1
expresszidja cukorral indukalhato, ezért megemeltik a csirdzasi médium cukortartalmat 1 %-rol
3 %-ra és ilyen koriilmények kozott novesztettiik Oket fliggbleges lemezeken (Masaki és mtsai.,
2005). Megéllapithattuk, hogy az intakt WRI1-riporter valoban mutat némi cukor indukciot a
gyokérben, amit a mutans promoter esetében mar nem lattunk. Mivel a WRI1 riporter
expresszioja a gyokérmerisztéman beliil foként a QC koriil jelent meg, €s az auxinnak fontos
szerepe van a gyOkérmerisztéma fenntartasdban, auxin tartalmd (10 mM IAA) fiiggéleges
lemezeken is novesztettink WRI1 riportereket tartalmazo névenyeket (Benett and Scheres,

2010). Az auxin kezelés a nativ promoteres valtozatnal a CFP jel er6sodését eredményezte
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elsdsorban a hancsrészben és a merisztématdl tavolodva, mig a mutans promoteres
konstrukcioval rendelkezé novények gyokerében nem okozott valtozast a nem kezelt, kontroll
gyokerekhez képest (18. C,D abra). Eredmeényeink alapjan igazoltuk, hogy mind a LEC2, mind
pedig a WRI1 promoter expresszalddik a gyokérben, és megmutattuk, hogy mindkét embrionalis
gén legerdsebben az Un. dssejt régioban fejezddik ki, a QC koriili sejtekben és a merisztémaban.
Megallapithattuk, hogy mindkét gén gyokérbeli mikddését szabalyozhatjdk az E2F
transzkripcids faktorok. A WRIL1 esetében az embrionalis fejlédéshez hasonld modon ez a
szabalyozas korlatozza a gén kifejezodését. Ezzel ellentétben a LEC2 miikddésében az E2F
szerepe megvaltozott a gyokérben az embridhoz képest; amig az embridban gétolta, a gyokérben
stimulalta a LEC2 kifejez6dését. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az E2F szabalyozas egy

adott gén esetében szovet és fejlodés specifikus modon megvaltozhat.
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18. dbra: A LEC2 és a WRI1 riporter vonalak gyokér-specifikus kifejezédése az E2F transzkripcios
faktoroktol fiigg.

A-B, Fiatal (egy hetes) csirandvények gyokerérdl konfokalis lézer scanning mikroszkop segitségével késziilt
reprezentativ képek, melyek az intakt és az E2F kot6helyben mutans riporter vonalakkal késziiltek (pLEC2-CFP,
pMUEZF EC2-CFP). A CFP jel kék szinnel, a sejtfalak Pl festése piros szinnel lathaté. Az egyesitett képeken a Pl
(piros) festés a CFP (kék) jellel egydtt lathatd.

C-D, Fiatal (egy hetes) csirandvények gyokerér6él konfokalis lézer scanning mikroszkop segitségével késziilt
reprezentativ képek, melyek az intakt és E2F kotohelyben mutans riporter vonalakkal késziiltek (pWRI1-CFP,
pMEZRWRIL-CFP). A csirandvényeket 1 % vagy 3 % cukortartalmi vagy 10 nM IAA (indol-ecetsav; auxin)

tartalm( fiigg6leges lemezen novesztettilk. A piros nyil a gyokérben taldlhaté Ph: a floém széllitészovetet jel6li. A
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CFP jel kék szinnel, a sejtfalak Pl festése piros szinnel lathatd. A kinagyitott gyokércsicsot abrazolé képen a PI

festés és a CFP jel egyesitve lathatd.

9. A mag tartalék tapanyagainak ido elétti felhalmozédasa az e2fa-2/e2fb-1

dupla mutans vonalban

Eddigi eredmenyeink alapjan az E2FA és E2FB transzkripcids faktorok géatoljak a
kulcsfontossagu magérési gének expressziojat a mag €s becofejlodés soran. Ezek az eredmények
arra 0sztonozték munkacsoportunkat, hogy megvizsgaljuk vajon ezek az aktivator E2F
transzkripciés faktorok kozvetlenil szabalyozni tudjadk-e magat a magérési programot. Az
Arabidopsis magok széraz sulyanak egyharmadat kétfajta tartalék fehérje teszi ki, nevezetesen a
12S globulin és a 2S albumin (ezek angolul a seed storage proteins réviden SSP; Baud és mtsai.,
2002). Az aktivator E2F-ek szerepének tanulméanyozasahoz, specifikus ellenanyagok
segitségével meghataroztuk a 2S albumin és a 12S globulin fehérjék mennyiségét Western-blot
kisérletben a magfejlodés soran mind a szimpla (e2fa-2, e2fb-1), mind pedig a dupla (e2fa-
2/e2fb-1) e2f mutansokban. Korabbi eredményekhez hasonldan ezek az SSP fehérjék vad tipusi
becOk esetében kizardlag az érési fazisban (S3) halmozodtak fel (Vicente-Carbajosa és
Carbonero 2005; 19. abra). Ezzel ellentétben az e2f mutansokban mar az S1 becofejlodési
allapotban megjelentek. Az e2fa-2 szimpla és e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansokban jelent6sen, mig
az e2fb-1 szimpla mutansban csak kisebb mértékben nétt meg a mennyiségiik (19. A abra). A
kilonbség az E2FA és E2FB mutansok kdzott arra engedett kovetkeztetni, hogy a két aktivator
E2F szerepe a tartalék fehérjék szabalyozédsaban eltérhet egymastol. Ugyanakkor, azt is
elképzelhetének tartottuk, hogy ezek az e2f mutansok a T-DNS (transzfer-DNS) beépulését
kovetden eltérd képességli mutans fehérjékkel rendelkeznek (ezek az wn. funkcidvesztéses
mutansok) és az SSP-ék indukalodasa elsdsorban attdl fiigg, hogy a kiilonbdzé mutansokban
mennyire sérlltek az E2F-re jellemzo, specifikus funkciok. Azért, hogy ezt a kérdést
eldonthessik, tovabbi E2FA és E2FB mutansokat vontunk be a vizsgalatainkba. Az e2fa-1
mutans esetében a T-DNS beépllése az e2fb-1 mutanshoz hasonlatos, azaz a Dimerizacios
domén (DD) utan es a Marked-box régio (MB) elé inszertalodott (20. abra). Az e2fa-1 és az
e2fb-1 mutansok egymashoz hasonl6 mértékben aktivaltak az SSP fehérjék korai
felhalmozddasat, de kevésbé, mint az e2fa-2, amelyik a DD domén mellett, rendelkezik a MB
régioval is (19. B,C abra és 20. abra). Az MB meger6siti a DP fehérjékhez valo kotédést, és az
E2F-DP kozotti kapcsolodas elengedhetetlen kdvetelménye annak, hogy az E2F transzkripcios
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faktor kotddni tudjon célgénjei promoteréhez (Black és mtsai., 2005; Rubin és mtsai., 2005). Az
e2fb-2 mutansban a T-DNS inszercié a DD régidban tortént, ami alapjan feltételezhetjlk, hogy
ez a csonka E2FB fehérje mar nem vagy csak gyenge kolcsénhatasra képes a DP fehérjékkel
muténsban nem is figyelhettik meg az SSP fehérjék korai felhalmozodasat (19. &bra). Ezek az
eredmeényeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a kiilonb6z6 e2fa és e2fb mutansokban eltéré
képességii csonka E2F mutans fehérjék irddhatnak at (a csonka aminosav szekvenciakat a
Fuggelék 34. abraja mutatja be). Specifikus E2FA és E2FB ellenanyagokkal vizsgaltuk meg ezt a
kérdest (21. abra).
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19. &bra: Az e2f muténs magok albumin (2S) és globulin (12S) tartalék fehérjéinek felhalmozodasa

a magok fejlédése soran.

A, A 12S globulin felhalmoz6dasa a szimpla e2fa-2, e2fb-1 és a dupla e2fa-2/e2fb-1 mutans vonalak héarom
becdfejlédési allapotaban (S1-3) dsszehasonlitva a vad tipusu kontrollal. A Kimutatast Western blot modszerével,
anti-12S specifikus ellenanyag segitségével hajtottuk végre.

B-C, A magi tartalék fehérjék megjelenését és mennyiségét hasonlitottuk Ossze a korai becO és magfejlodési
allapotokban (S1-S2) a kiilonbozé szimpla (e2fa-1, e2fa-2, e2fb-1, e2fb-2) és dupla (e2fa-2/e2fb-1) e2f muténs
vonalakban. A Western blot analizisben anti-12S és anti-2S antitesteket hasznéltunk. Pozitiv kontrollként a vad
tipusa éré becd mintat (S3) hasznaltuk és az S1-S2 mintdkhoz képest ¥4 mennyiségben vittuk fel a fehérje gélre
(5u9). A nyilhegyek a 12S globulin és 2S albumin fehérjék még éretlen formait (prekurzorait) jeldlik.

Specifikus anti-12S globulin és anti-2S albumin antitesteket hasznaltunk a Western blot soran. A kiilonb6z6
fejlettségi stadiumu becémintak fehérjéit az immunoblot membranon Coomassie blue festéssel tettik lathatova (Dr.

Magyar Zoltan munkaja alapjan).
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20. Abra: Az E2FA és E2FB fehérjék szerkezeti felépitése és a T-DNS beépulése okozta
funkcidvesztések.

Az aktivator E2F fehérjék konzervalt funkcionalis régidit kiillonbozé szinekkel jeldltiik. A nyilhegyek a kiilonb6zo
T-DNS inszerciok (e2fa-1, e2fa-2, e2fb-1, e2fb-2) beépiilési helyére mutatnak. A szamok aminosavak poziciojat

jelzik.

Az E2FB C-terminalisat felismerd ellenanyag segitségével megallapitottuk, hogy sem
teljes hosszlsagu E2FB fehérje, sem csak a C-termindlist tartalmaz6 csonka E2FB fehérje nem
termel6dik az e2fb-1 és e2fb-2 mutansokban (21. A abra). A csonka fehérje létezésének
kimutatasat N-terminalis specifikus E2FB ellenanyaggal végeztik el. Ez az ellenanyag a
taltermeltetett E2FB-GFP-t felismeri, viszont az endogen E2FB fehérjét csak a DPA-val valo
immunoprecipitacié utan tudtuk kimutatni (Gn. co-IP). Ehhez hasonléan a DPA specifikus
ellenanyaggal torténd immunoprecipitaciot kovetden a csonka E2FB fehérjét is ki tudtuk mutatni
az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban (21. C,D abra). Az E2FA azonositasahoz egy N-terminalis
specifikus E2FA ellenanyagot hasznaltunk, amely segitségével sikeresen azonositottuk a teljes
hosszusagu E2FA fehérjét a vad tipusban, és az e2fb-1 és e2fb-2 mutéansokban is, valamint egy
kisebb méreti fehérjét az e2fa-2 szimpla és az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban (21. B &bra).
Ugyanez a csonka E2FA fehérje az e2fa-1 mutansban mar nem volt lathatd, tehat ez egy e2fa-2
specifikus csonka E2FA fehérje. Eredményeink alapjan az e2fa és e2fb T-DNS inszercios
mutansok csonka fehérjéket termelnek, amelyek feltehetéen nem tudnak ko6tédni az RBR
fehérjéhez és transzaktivacids funkcidjukat sem tudjék ellatni. DNS-kot6 képességiikben
ugyanakkor ezek az e2f mutansok kilénb6zhetnek egymastol. Az MB domén az e2fa-2 esetében
sértetlen, ezért itt a csonka fehérje feltehetéen erdsebben tud kotédni a DNS-hez. Ezzel szemben
az e2fa-1 és az e2fb-1 esetében csak gyenge DNS kotés johet létre, mivel a T-DNS inszercid
elrontotta az MB domént, de a DD domén még seértetlen. Az e2fb-2 mutansnal a T-DNS
inszercio a DD-ba esik, amely megakadalyozhatja a csonka fehérje DNS kotodését. Az altalunk
vizsgalt tartalék fehérjék (SSP) a vad tipus esetében kizarolag az érési becofejlodési allapotban

(S3) halmozddnak fel. Ezzel ellentétben az SSP fehérjék az e2fb-2 mutans kivételével az 6sszes
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e2f mutansban kordbban jelennek meg. Az eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a
korai SSP indukcié mértéke a kiilonbozé e2f mutdnsok DNS-ko6td képességétdl fligghet:
legjobban az e2fa-2 illetve az e2fa-2/e2fb-1 mutansokban lathato, az e2fa-1 és e2fb-1 esetében
kisebb mértékii volt a korai felhalmozodas, mig az e2fb-2 esetében nem tortént valtozas a vad
tipust kontrollhoz képest. Az Osszes altalunk vizsgalt e2f mutdns a T-DNS inszercidnak
mutans fehérje a DNS-koté képességét (a DD és az MB régiok jelenlététdl fiiggden), annal
jobban gatolhatta az RBR represszor funkcidjat, aminek koOszonhetéen a célgének de-

represszalddhattak.
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21. dbra: Az e2f mutansokban csonka, funkcidvesztéses mutans E2F fehérjék szintetizalédhatnak.
A-B, Fiatal e2f muténs (e2fa-1, e2fa-2, e2fb-1, e2fb-2 és e2fa-2/e2fb-1) és vad tipusi csirandvények Western blot
analizise (egy hetes csirandvenyek), melyhez a C-terminalis specifikus anti-E2FB és N-termindlis specifikus anti-
E2FA ellenanyagokat hasznaltuk (Magyar és mtsai., 2005 és részletesebben az Anyag és Mddszerek részben). A
nyilak a teljes méretii E2FA és E2FB fehérjéket jelolik, mig a nyilhegy egy kisebb méretli csonka E2FA fehérjére
(45-50 kDa) mutat. A csillag az ellenanyaggal keresztreagal6 aspecifikus fehérjét jeldl.

C, Anti-E2FB N-terminalis ellenanyaggal torténd Western blot eredménye. A fehérje extraktumokban az
ellenanyaggal detektalhaté E2FB fehérjék lathatdak a bal oldali részben (beviteli an. Input minta), mig a jobb oldali
képen az anti-DPA ellenanyaggal tortén6é Co-IP-t kovetd E2FB immunoblot eredménye lathaté. Nyil mutatja az
E2FB-GFP fehérjét, mig a nyitott nyil az endogén E2FB fehérjét jelzi.

D, Az N-termindlis specifikus anti-E2FB ellenanyaggal egy kisebb méretli E2FB fehérjét (35 kDa) azonositottunk
az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban anti-DPA-val valé ko-immunoprecipitalast kovetéen (jobb oldali kép). A csonka
fehérjét nyilheggyel jeloltiik. Pozitiv kontrollként anti-DPA-val ko-immunoprecipitalt E2FA-GFP és E2FB-GFP
fehérjéket hasznaltunk (bal oldali kép). A nyil a GFP jeldlt E2FA és E2FB fehérjéket jeldli, a nyitott nyil az endogén
E2FB fehérjére, mig a nyilhegy a potencidlisan csonka E2FB fehérjére mutat (Dr. Molnéar Eszter és Dr. Magyar
Zoltdn munkaja alapjan).

Mivel az e2f mutansok magjaban a két f6 tartalék fehérje korabban halmozoédik fel a
magfejlédés soran, kivancsiak voltunk vajon mennyiségiik megvaltozik-e a magfejlodés végére,
a vad tipusu magokkal 6sszehasonlitva. Eredményeink alapjan a szimpla e2fa-2 és e2fb-1
mutansok a vad tipussal megegyezd mennyiségli 2S albumint és 12S globulint halmoztak fel,

mig az e2fa-2/e2fb-1 mutans a vad tipusnal nagyobb mennyiségii 12S globulint halmozott fel
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(22. &bra). Eredményeink alapjan az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans embrid valosziniileg azért képes
nagyobbra néni, mint a vad tipus(, mert nagyobb mennyiségii tartalék fehérjét (12S globulin)

halmoz fel (10. tablazat) az embridban.

WT-Col e2fa-2 e2fb-1 e2fu-2/e2fb-1 S4

128
globulin

spae
| albumin
Coomassie
festés

22. dbra: A 12S globulin és 2S albumin fehérjék mennyisége szimpla és dupla e2f mutans vonalak
érett magjaiban (S4 becé stadiumban) a vad tipust kontroll magokhoz képest.
Specifikus anti-12S globulin és anti-2S albumin antitestet hasznaltunk a Western blot soran. Az érett magokbdl

szarmazo fehérjéket Coomassie blue festésével tettiik lathatéva (Dr. Magyar Zoltan munkaja alapjan).

Genotipus Fehérje Arany §
mennyiség/mag (ug)*

Vad tipus 3,1+0,1 -

e2fa-2 3,7+0,1 1,2

e2fb-1 3,3£0,2 1,08

e2fa-2/e2fb-1 5,2+0,3 *** 1,66

10. tablazat: Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans magok nagyobb mennyiségii fehérjével rendelkeznek,
mint a vad tipust magok.
*A szOrést + jeloltik. 8 A vad tipusi és az e2f muténs értékek ardnya. ***P<0,001 szignifikans kilénbségnek az

e2fa-2/e2fb-1 muténs és a vad tipus kdzott fogadtuk el.

10. Novenyi DREAM-fehérje komplexek kimutatasa Arabidopsisban és

repcében

Az E2FA és E2FB transzkripcios faktorok funkcionalis jellemzése soran
megallapithattuk, hogy az osztodasi gének aktivalasaban betoltott szerepiik nem esszencialis
komponense a ndvényi sejtosztodas szabalyozasanak. Kimutattuk ugyanakkor, hogy elsésorban,

mint represszorok, fontos koordinacids szerepet jatszanak az osztodasi és differencialddasi
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folyamatok Gsszehangolasaban. Ezt lathattuk a levelek fejlddése (Oszi és mtsai., 2020), és az
embridgenezis soran egyarant (Leviczky és mtsai., 2019). Nem pontosan ismert azonban,
hogyan, és milyen fehérjékkel egyiittmikodve represszalhatnak ezek a transzkripcionalis
szabalyozok. Nemrégiben az allati E2F fehérjéket tobb komponensii fehérje komplexekben
mutattak ki, ahol a komplexek Osszetétele a kiilonbozo allati modellekben egymashoz nagyon
hasonlé volt (Drosophila-légy, Caenorhabditis-fonalféreg, egér és emberi sejtkultira
modellekben). Az egyik legelsd komplexet a Drosophila embridbol tisztitottdk ¢és a benne
résztvevé komponensek utan dREAM-nek nevezték el (drosophila RBF-E2F-And-MIP), de
hasonld 6sszetételii fehérje komplex a fonalféregbdl tisztitott DRM (DP, Rb, MuvB), vagy az
emlésokbol izolalt DREAM (DP, Rb, E2F and MuvB és a késébbiek soran csak DREAM). Az
allati DREAM komplexek funkcionalis jellemzése soran megallapitottdk, hogy elsddleges
funkciojuk a represszid: differencialodasi géneket kapcsolnak ki o0sztédd sejtekben, és
megakadalyozzak, hogy a korai illetve késdi sejtciklus gének rosszkor, pontatlanul miikodjenek a

sejtciklus sorén (Sadasivam és deCaprio, 2013).

A légy DREAM komplexben a MYB transzkripcios faktorral kozds komplexet alkot az
E2F és az RBF (a légy retinoblastoma faktora) fehérje. Az Arabidopsis tébb szd&z MYB rokon
fehérjével rendelkezik, és ezek kozott talalhatd 6t olyan Un. MYB3R fehérje (MYB3R1-5),
amelyek strukturalisan és funkcionalisan is kozel allnak az allati MYB transzkripcios
faktorokhoz (Kobayashi és mtsai., 2015). A MYB3R fehérjéket szerepiiknél fogva ket
alcsoportba lehet sorolni, ugy, mint represszor MYB3R (Rep-MYB; MYB3R3,5) valamint az
aktivator MYB3R (Act-MYB; MYB3R1.,4), de a késobbi eredmények alapjan a MYB3R1
sejtciklus fazistol fiiggé modon akar represszor és aktivator is lehet (Kobayashi és mtsai., 2015).
Egy kooperaciés munka keretében megnéztilk, hogy az aktivator MYB3R4 és a represzor
MYB3R3 képes-e komplexbe Iépni az RBR és E2F fehérjekkel. Ehhez olyan transzgenikus
Arabidopsis vonalakat hasznaltunk fel, ahol a két MYB3R gént fuzionaltdk a GFP (z6ld
fluoreszcens fehérje) fehérjével, és a sajat szabalyozd-promoter régiojuk iranyitasa ala vontak
Oket (Kobayashi ¢és mtsai., 2015). A GFP-specifikus ellenanyag felhasznalasaval
immunoprecipitalasi eljarassal fehérje komplexeket tisztitottunk a MYB3R4-GFP és a
MYB3R3-GFP termeld novények levelébdl (elsé levél par) kiilonbozo fejlédési idodpontokban.
Az RBR fehérjét mindkét tisztitott fehérje komplexben ki tudtuk mutatni, de az E2FB a fiatal
0szt0do levélben egyedill az aktivator MYB3R4 fehérjéhez kapcsolodott (23. abra).
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23. abra. Az RBR komplexbe Iép mindkét MYB3R fehérjével, de az aktivator E2FB specifikusan
csak az aktivator MYB3R4 fehérjével asszocialodik.

A-B, Az immunoprecipitalashoz az elsé levélpart hasznaltuk fel a MYB3R3-GFP (A) és a GFP-MYB3R4 (B)
termeld transzgenikus novényekr6l. A jelzett idépontokban gytijtottiik be a leveleket (8-11-14 nappal a csirazast
kovetden). GFP immunoprecipitilas utin az abran jelzett specifikus ellenanyagokkal vizsgaltuk meg a komplexek
Osszetételét (jobb oldalon). Az immunoblotok bal oldalan lathat6 az Inputban az immunoblotban vizsgalt fehérjék
eléfordulasi mennyisége (a co-IP-ben felhasznalt fehérje mennyiségének 1/10-ét vittik fel az inputhoz). A
molekulasuly markerek a baloldalon vannak jelezve. A nyilhegyek a specifikus MYB3R fehérjéket jel6lik. A

membranon talalhat6 fehérjék egyenlé mennyiségét Coomassie festéssel ellendriztiik.

Egy maésik kisérletben a MYB3R3 fehérje specifikusan kdlcsdnhatott a represszor E2FC-
vel, de mér csak a differencialodo levelekben (Kobayashi és mtsai., 2015). Ez alapjan az E2FB
¢és az E2FC a levél eltérd fejlddési pontjaiban kiilonb6z6 MYB3R transzkripcios faktorokkal 1ép
komplexbe. Az aktivator MYB3R4, amely specifikusan csak a sejtosztédas G2-M fazisaban
expresszal, az aktivator E2FB-vel asszocialodik, amely maga is kifejezédik a sejtciklus G2-M
fazisdban (Magyar és mtsai., 2005). A represszor MYB3R3 ugyanakkor a represszor E2FC-vel
Iép komplexbe, mégpedig abban a levélfejlédési stadiumban, amikor mar a differencialodas
dominans a sejtosztddas felett. Ez alapjan feltételezziik, hogy ez a komplex géatolhatja a
sejtosztodasi géneket a mar differencidlodo levélsejtekben. Ezt tdmasztja ala az is, hogy az E2FC
géncsendesitett novényben a sejtosztddasi gének aktivitasat lehetett megfigyelni mar
differencialt levelekben (del Pozo és mtsai., 2006). A DREAM komplexek tovabbi alkotd elemei
az Uun MYB-Interacting Proteinek (MIP). Az altalunk létrehozott pgE2F-GFP expresszald
transzgenikus Arabidopsis vonalainkat hasznaltuk fel arra a célra, hogy tovabb vizsgaljuk az E2F
komplexek Osszetételet. A GFP-fuzids E2F fehérjeket immunoprecipitalasi eljarassal tisztitottuk
egy hetes csiranovényekb6l és a kolcsonhatd partnereiket tomegspektrometrias modszerrel
hataroztuk meg (Kobayashi és mtsai., 2015). Az E2FB és E2FC kolcsonhaté partnerei kdzott
megtalaltuk a MIP fehérjék néhany novényir megfeleldjét: az ALWAYS EARLY 2 és 3-t
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(réviden ALY2,3), amely a MIP130/LIN9 névre hallgat az allatokban, a TESMIN/TSO1-CXC
DOMENT tartalmazd6 TCX5-6t, amelynek az allati megfeleléje a MIP120/LINS4, és a
MULTICOPY SUPPRESSOR OF IRAl-et (réviden MSI1), amely az allatokban az
CAF1/RBBP4 (Kobayashi és mtsai., 2015; Magyar és mtsai., 2016; valamint nem kozolt
eredményeink alapjan). Az E2FB és az E2FC fehérjékkel ellentétben az E2FA fehérjével
kolcsonhato DREAM komponenseket nem taldltunk (Horvéath és mtsai., 2017 és Pettko-
Szandtner nem kodzolt eredményei alapjan). Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a névényekben
is megtalalhatbak a DREAM komplexek, amelyek a hasonlo allati fehérjekomplexekhez
hasonldan fontos szerepet jatszhatnak névényekben is a sejtosztodas szabalyozasaban, valamint a

differencialddas és az osztdédas koordinalasaban.

Az Arabidopsis kozeli rokona a repce, amely fontos gazdasagi novény. Ez lehetdséget
nyujt arra, hogy az Arabidopsisban szerzett ismereteinket hasznosithassuk a repcében.
Azonositottuk a repce (Brassica napus) E2FB megfelel6jét is. Az Arabidopsis és a repce E2FB
fehérje szekvenciai a két novényfaj kozti kozeli rokonsdgra jellemzden nagyon hasonldak és a
funkciondlis régiokban szinte teljesen megegyeznek egymassal (24. &bra). A repce és az
Arabidopsis E2FB promdter régidjaban vannak nagyon homoldg szakaszok, és mind a két
novényfaj szabdlyozo szakaszaban azonos szamban fordulnak eld E2F-k6td szekvencidk, még ha

nem is teljesen azonos pozicidban.
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24. abra: Brassica napus és Arabidopsis thaliana E2FB szekvenciainak ¢sszehasonlitasa.

A, Brassica napus és Arabidopsis thaliana transzlacios start kodon elétti (upstream) 400 bp-0s prométer régidjanak
nukleotid szekvencia szinti 6sszehasonlitasa. Piros betiivel jeloltik az E2F kotdhelyeket. Piros nyillal jeloltuk a
transzkripcids starthelyet (+1) az AtE2FB esetében.

B, Brassica napus és Arabidopsis thaliana E2FB fehérjék aminosav szinti dsszehasonlitisa. A DNS-k6t6 régidt

narancssarga, a dimerizacios domént zold, a Marked box-ot kék, az RB-kot6é domént piros szinnel jeloltiik.

A repce (Brassica napus cv. Westar) E2FB genomi valtozataval is készitettlink egy vYFP
faziés konstrukcidt, amelyet a repce E2FB sajat promotere hajt meg (pgBrE2FB-vYFP).
Transzgenikus Arabidopsis névényeket hoztunk létre ezzel a konstrukcidval. Megvizsgaltuk,
illetve Osszehasonlitottuk a repce és az Arabidopsis E2FB fehérje mintazatat Arabidopsis
gyOkerében konfokalis lézer scanning mikroszkop segitségevel. Ehhez a munkacsoport altal
készitett fluoreszcens fehérjével jeldlt E2FB-t expresszalé a sajat promotere altal meghajtott
konstrukciot tartalmazé Arabidopsis vonalat (pgE2FB-vYFP; Oszi és mtsai., 2020) hasznaltuk
fel. Az Arabidopsis és a repce E2FB fehérjék nagyon hasonl0 expresszidés mintazattal
rendelkeznek a transzgenikus Arabidopsis ndvények gyokér merisztémajaban. Mindkét esetben
az E2FB dominansan sejtmagi lokalizacioju a gyokérsejtekben. Meglepé6 modon mindkét
novényi E2FB fehérje erésebb fluoreszcens jelet mutatott azokban a gyokér sejtekben, amelyek

mar Kiléptek a sejtosztodasbol, mint a gyokersiuvegben talalhato an., columella sejtek, az oldalso
gyokérsuveg sejtek, valamint a megnyulasi gyokérzonaban a boérszoveti és kérgi sejtek (25.
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dbra). Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az E2FB fontos szerepet jatszhat a

sejtmegnyulasban és differencialédasban is.

peBrE2FB-vYFP

peE2FB-vYFP

25. &bra: Brassica (pgBrE2FB-vYFP) és Arabidopsis (pgE2FB-vYFP) E2FB fehérjék expresszios
mintazata fiatal Arabidopsis csirandvények gyokerében.
Konfokalis lézer mikroszkdpias felvételek. Az E2FB-vYFP jel z6ld szinnel lathatd. Az &brék tartalmazzdk a

méretskalat.

A pgBrE2FB-vYFP-t tartalmazd Arabidopsis transzformans vonal segitségével az anti-
GFP immunoprecipitalast kovetden tomegspektrometrias eljarassal meghataroztuk a repce E2FB
transzkripcids faktorral kdlcsdnhatd fehérje partnereket. Az Arabidopsis és a repce E2FB nagyon
hasonl6 fehérje komponensekkel 1ép komplexbe. Mindkét E2FB fehérje esetében (pgBrE2FB-
VYFP-t vagy pgE2FB-vYFP-t tartalmazd Arabidopsis novények) a legerdsebb kolcsonhatd
partnerek a mar jol ismert fehérjek voltak (RBR, DPA és DPB), de a repce E2FB is
kodlcsonhatott a névényi DREAM komplex egyik komponensével, az ALY3 fehérjével. Az
Arabidopsis E2FB-vYFP ugyanakkor Uj, eddig nem azonositott DREAM fehérjékkel is
asszocialodott (TCX6, MYB3R1; 11. tablazat). A repce E2FB az Arabidopsis E2FB-hez képest
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csak gyengén vett részt DREAM komplexekben. Feltételezhetden azért, mert a repce és az

Arabidopsis E2FB kozti kiilonbségeknek koszonhetéen a repce E2FB-VYFP kevésbé tud

versenyezni az endogén E2FB-vel, mint az Arabidopsis E2FB-vYFP. Tovabbi kisérletekre van

szlikség ahhoz, hogy ezt a kérdést jobban meg tudjuk valaszolni.

11. tablazat: Brassica és az Arabidopsis E2FB fehérjék kolcsonhaté partnerei.

Azonositott

Azonositott

peptidek szama

DREAM
komponensek | BrE2FB | AtE2FB
RBR 33 59
E2FB 37 47
DPA 10 10
DPB 21 29
ALY3 3 5
MSI1 = 4
TCX5 - 4
ALY2 - 2
TCX6 - 1
MYB3R1 - 1

Brassica és Arabidopsis E2FB transzkripcids faktorok kdlcsdnhatd partnereinek azonositasa tdmegspektrometrids

eljaras segitségével.
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DISZKUSSZIO

1. Az aktivator tipusi E2F transzkripciés faktorok szerepe a fejlédo

embrioban

Munkank sordn megvizsgaltuk, hogy a magfejlodés soran az E2FA ¢és E2FB
transzkripcidés faktorok szilikségesek-e a sejtciklus szabalyozasaban részt vevd gének
kifejez6déséhez illetve, hogy milyen hatdssal van az embrionalis sejtszamra az aktivator E2F
transzkripcids faktorok hidnya. Kivancsiak voltunk, vajon a sejtosztodasi gének mellett az E2F
faktorok mas szabalyoz6 gének (munkank soran a LEC1 gént, a magérési gének AFL csaladjat és
a WRI1 gént vizsgaltuk meg) miikodését is képesek-e befolyasolni a fejlodé magban és becében,
¢és ha igen akkor ez milyen hatassal van a fejl6dé embridra és magra, valamint megvizsgaltuk,
hogy ezek az aktivator E2F transzkripcios faktorok kdzvetlendl tudjak-e szabalyozni magéat a

magérési programot.

1.1. Az E2FA és az E2FB mutacioja nincs hatassal a fejlodo embrio

sejtszamara

Eredményeink alapjan az S-fazis specifikus szabalyoz6 gének expresszidja nem valtozott
meg sem az e2fa-2, sem pedig az e2fb-1 mutansokban, mig az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban
némileg csokkent a kifejez0dési szintjiilk, amely azt jelenti, hogy a két aktivator E2F
parhuzamosan (redundans moédon) hat az S fazis specifikus szabalyozé génekre. Ezzel
ellentétben, a mitétikus CDKB1;1 expresszidjat a két aktivator E2F inkabb ellentétesen
szabalyozza: az E2FB aktivalja, mig az E2FA gatolja (12. abra). Korabbi eredmények alapjan
ismert, hogy a két aktivator E2F koziil csak az E2FB fejezddik ki a sejtciklus G2-M fazisa soran
(Mariconti és mtsai., 2002; Magyar és mtsai., 2005). Az E2FA mérsékelt taltermeltetése csak az
S fazis specifikus gének kifejezddését fokozza, mig a CYCD3;1 konstitutivan magas
expresszidja az E2FB-hez hasonl6an hiperaktivalja, mind az S mind pedig az M fazisu sejtciklus
szabalyozod géneket (de Jager és mtsai., 2009). A CYCD3;1 tultermeld vonalban az E2FB
felszabadul az RBR gaétlas alol, mig az E2FA-RBR komplex tovabbra is kimutathaté marad, ami
a két aktivator E2F eltérd szabalyozasdra enged kovetkeztetni (Magyar és mtsai., 2012).

Eredményeink alapjan a két aktivator E2F funkcidjara sziikség van a sejtciklus szabalyoz6 gének
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teljes, maximalis kifejez6déséhez, ugyanakkor az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans embriok hasonlo
szamu sejttel rendelkeznek, mint a vad tipust embridk (13. &bra). Ezek az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy az embrionalis sejtosztddas soran az E2FA és E2FB TF-ok
szerepet jatszanak ugyan a sejtciklus célgének kifejez6désében, de nem esszencialisak ezeknek a
géneknek a bekapcsoldsdhoz. A sejtciklus szabalyozd gének csokkent expresszidja ugyanakkor
nem vezet kevesebb sejt kialakulaséhoz, ami kompenzécids szabalyozasi folyamatok jelenlétére
utalhat (pl. fehérje szinten). Az aktivator E2F TF-ok szabalyozé szerepét mar a posztembrionalis
fejlodés soran, a merisztematikus sejtosztodasokban sem talaltak nélkiilozhetetlennek (Wang ¢€s
mtsai., 2014). Ezek a novényi eredmények 6sszhangban vannak az allati modell rendszerek
tanulmanyozéasabol szdrmazo korabbi eredményekkel, amely alapjan egy olyan &ltalanos modell
van kialakuloban, mely szerint a sejtciklus gének bekapcsolasahoz az aktivator E2F funkcio a
normal sejtosztodashoz nem szikséges sem az embrionalis, sem pedig a posztembrionalis
fejlodés alatt (Chen és mtsai., 2009; Magyar és mtsai., 2016; Zippa €s Frolov, 2016).

Kimutattuk, hogy a mark&nsan nagyobb magokon és embridkon kivil az e2fa-2/e2fb-1
dupla mutansok magjaban és az embriokban nem talalhaté mas fejlédési rendellenesség. Erdekes
modon azonban az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans ndvények becStermése rovidebb és kevesebb
magot tartalmaz, mint a vad tipust bec6k (9. tdblazat, 13. dbra). Eredményeink alapjan az e2fa-
2/e2fb-1 dupla mutans csokkent termékenységgel rendelkezik. Kordbbi adatok alapjan a
termékenységi problémak az atlagos magtomeg 33 %-0s megemelkedését okozhatja (Ohto és
mtsai., 2005). Ez az érték megegyezik azzal, amit az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans esetében
tapasztaltunk. Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans esetében nem detektaltunk sejtosztddasi hibakat és
a mutans novények a posztembrionalis fejlddés soran sem kiilonboztek a vad tipustol. Nemrég
kdzolt eredmények alapjan a harom Arabidopsis E2F tobbféle modon szabalyozza a csiravonal
fejlédést és befolydsolja a termékenységet a pollenfejlddésen és a megasprora anyasejten
keresztil (Yao és mtsai., 2018). A dupla e2fa-2/e2fb-1 mutans pollen fejlédésében mi is
megfigyeltlink rendellenességeket a kontrollhoz képest, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy az
E2FA és E2FB fontos, meghatarozo szerepet jatszik az ivarsejtképzédésben (14. &bra). Erdekes
maodon, az E2FA és E2FB mutansok egy masik allél kombinacioja mar nem életképes (e2fa-
1/e2fb-1 vagy e2fa-1/e2fb-2 dupla mutans nem jon létre). Az e2fa-1 az e2fa-2 mutanshoz képest
elveszitette a MB domeénjét, ami az MB regio élettani szerepét hangsulyozza. Az e2fa-1 és az
e2fb mutansokat (e2fb-1 és 2) ugyanakkor kombinalhattuk az e2fc mutansokkal (e2fc-1 és e2fc-
2), és ezek a dupla homozig6ta mutansok termékeny utédokat hoztak 1étre, ami tovabb erdsiti azt
a nézetet, hogy az aktivator E2F-ek rendelkeznek ,,valamilyen”, az MB doménhez kothetd

esszencialis funkcioval, és ez a funkcid feltehetden az ivarsejtképzOdése soran jatszik fontos
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szerepet. Pontosan mi lehet ez a szabalyozd szerep még nem ismert. Az e2fabc tripla mutansnak
keves, még az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansnal is kevesebb magja van, viszont a ngvény termetét a
mutacio lathatélag nem befolyasolja (Wang és mtsai., 2014; Yao és mtsai.,, 2018).
Osszességében megallapithatjuk, hogy a névényi E2F-ek egyike sem esszencialis a sejtosztodas
elinditasahoz, legalabbis a sporofita fejlédés soran (26. abra). Vannak arra utalé jelek, hogy
néhany tavoli rokonsagot mutatd E2F, mint példaul az E2FD (DELZ2) pozitiv szereppel
rendelkezik a sejtosztddas soran (Sozzani és mtsai., 2010), és mindharom E2F hianyaban részt
vehetnek a sejtciklus gének pozitiv szabalyozasaban, de tovabbi vizsgalatok sziikségesek ennek

az elméletnek az igazoléséra.

1.2. A mag érése soran az E2FA és az E2FB represszorként funkcional az

osztodasi fazison keresztlilment embrionalis sejtekben

Az embritfejlodés soran a sejtosztodas és az érés kozotti atmeneti fazis alatt a sejtciklus
gének kikapcsolt allapotba kertilnek, am ennek a molekularis mechanizmusa még nem tisztazott.
Eredményeink alapjan az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban a sejtciklus gének expresszidja a
sejtosztodasi fazis befejez6dése utan nem tiinik el teljesen (12. &bra). Ez alapjan a két aktivator
tipusu E2F transzkripcios faktor represszorkeént hat a sejtciklus szabalyoz6 géneken, amikor a
magfejlédés az érési fazis felé halad. Valodszinlileg az E2F transzkripcidos faktorok a
magfejlédésnek ezen a pontjan represszor komplexbe 1épnek az RBR fehérjével. Valoban az
E2FA és E2FB fehérjék csak Ggy, mint az 6ket szabalyozo RBR fehérje jelen vannak a poszt-
mitotikus embrionalis sejtekben (9. abra). Az rbr mutans embridkban a sejtszam az érési fazis
soran novekszik meg (Gutzat és mtsai., 2011). Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans embrié esetében
ugyanakkor nem lattunk valtozast a sejtszamban, feltételezhet6, hogy az RBR az E2FC
fehérjével komplexben tovabbra is képes szabalyozni a sejtosztdédast az embridgenezis érési
szakaszéban.

Mindezek alapjan az RBR kozponti szerepet jatszik a végsd sejtszam kialakitdsdban az
embrid és a poszt-embrionalis ndvényi szervek vonatkozasaban egyarant. Feltételezzik, hogy
ebben a szabalyozéasban az RBR szorosan egyiittmiikodik, represszor komplexeket 1étrehozva az
E2F-ekkel. Erdekes modon, a csokkent RBR funkcio (pl. redukalt expresszid, gyengiilt aktivitas
révén) a ndvényekben az allatokhoz nagyon hasonléan szamfeletti osztddashoz és tumoros
ndvekedéshez vezet (Borghi és mtsai., 2010; Gutzat és mtsai., 2011; Chen és mtsai., 2009).

Allati modell rendszerek esetében, mint amilyen példaul az egér is az aktivator E2F1-3
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transzkripcids faktorok inaktivalasaval az rb mutans allatokban meg lehetett akadalyozni a tumor
kialakulasat, jelezve, hogy az allati E2F funkcio esszencialis a tumorfejlédéshez, de nélkiilozhetd
a normalis sejtsztdédasok soran (Chen és mtsai., 2009). Novényekben még kimutatasra var, hogy
az E2F transzkripcids faktorok eltavolitasa az rbr mutans vonalban vissza tudja-e allitani a
normalis sejtosztodast és fejlodést. Mivel az RBR fehérje a CDKA;1 elsddleges szubsztratja
(Nowack és mtsai., 2012), szintén erdekes kérdés lehet, hogy az E2F transzkripcids faktorok
hianya a cdka;1 mutansban vajon helyreallitja-e a normalis embridé fenotipust (elsésorban a

csokkent sejtszamot).

1.3. Az aktivator tipusu E2F transzkripcios faktorok a mag fejlodési fazisatol

fiiggoen represszorként miikkodnek az érési géneken

Korédbbi eredmények alapjan a LEC gének (LEC1-2) funkcidvesztéses mutacioja
csokkenti a tartalektapanyagok felhalmozddasat (Braybrook és Harada, 2008). Eredményeink
alapjan mindkét LEC gén (LEC1-2) id6 el6tt bekapcsolodik az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansban
(15. B ébra). Kimutattuk azt is, hogy a LEC2 gént az E2FA TF kodzvetlendl is szabalyozhatja az
érési fazis soran, mégpedig a promoéterében talalhatd E2F kot6helyen keresztil (16. B abra). A
LEC2 expresszidja az e2fb-1 mutansban ugyanakkor mar az érési fazist megel6zéen aktivalodott,
jelezve, hogy az E2FB transzkripcios faktor korabban szabalyozza a LEC2-t, mint az E2FA (15.
B &bra). Amikor a LEC2 promoterében az E2F kotéhelyet rontottuk el, a LEC2 expresszidja mar
a legels6 becémintaban (S1), a morfogenezis soran aktivalodott, ami tovabb erdsiti azt a képet,
hogy az E2F transzkripcids faktorok egyttesen megakadalyozzék a LEC2 id6 el6tti mitkodését.
Egy masik potencidlis E2F célgén, a WRI1 a LEC2 génhez hasonloan id6 eldtt aktivalodott,
amikor elrontottuk a promoterében talalhatd E2F-kot6 szekvenciat (16. C,D,E). Mindezek
alapjan, az E2F-ek a magérési gének negativ szabalyozoi, de nem csak a fejlédési fazisra
specifikusan korlatozzak azok miikodését (azaz nem engedik bekapcsolodni 6ket az o0sztddo
embridban), hanem a mag érési fazisa soran is képesek befolyasolni az expresszids szintjuket
(mintegy beéllitjak, finoman hangoljak az expresszidjukat — 26. abra). Az Arabidopsis rbr co-
suppression mutans vonal (csRBR, ahol tultermeltetett RBR valamilyen ismeretlen
mechanizmuson Kkeresztiil gatolta a sajat és az endogén RBR kifejez6dését) fiatal
csirandvényeiben az embrionalis érési gének, tobbek kozott a LEC2 és az ABI3 tovabbra is
aktivak maradnak, jelezve, hogy az RBR szabalyozza ezeket a géneket a poszt-embrionalis

fejlédés soran (Gutzat és mtsai., 2011). A poszt-embrionalis novényekben ezek a gének a
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Polycomb Group (PcG) szabalyozasa alatt allnak (Yang és mtsai., 2013). Ezek az evolucidsan
konzervalodott tobb komponensi fehérje komplexek ndvényekben is megtalalhatéoak. Vajon az
E2F-ek és az RBR kdzvetlenil részt vesznek a PcG miikodésében, vagy kdzvetve szabalyozzak a
PcG funkcigjat, esetleg egy parhuzamosan miikodo szabalyozasrél van sz6? Ezekre a kérdésekre
a valasz egyelére nem ismert. Az eredményeink azonban tovabb er6sitik azt a nézetet, hogy az
E2F-ek fontos szerepet jatszanak a fejlddési atmenetekben.

Eredményeink alapjan a mag 0 tartalék fehérjéi, a 12S globulin és a 2S albumin 1d6 elott,
mar a magfejlédés morfogénikus fazisaban (S1) felhalmozodnak, bar az e2fa-2, az e2fb-1 és az
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans vonalakban kiilonb6z6 mértékben. Legerésebben az e2fa-2 és az
e2fa-2/e2fb-1 dupla mutansokban, és gyengébben az e2fb-1 mutansban (19. &bra). Erdekes
modon, ebben a korai iddpontban a mag érését szabalyoz6 AFL gének egyike sem aktivalodott
az e2fa és e2fb muténsokban, jelezve, hogy az e2f mutansokban nem az AFL géneknek
tulajdonithato a tartalék fehérjék id6 el6tti felhalmozasa (15. A). Korabbi eredményeink alapjan
az E2FA az RBR-rel represszor komplexbe 1épve megakadalyozza a levélfejlédés soran a
mitozis és az endociklus (a differencialddo sejtekre jellemzd modosult sejtciklus, ahol csak az S-
fazis ismétlédik) kozotti atmenetet (Magyar és mtsai., 2012). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
az E2FA az RBR-rel komplexben fejlodési atmeneteket szabalyoz. Amikor az E2FA és a DPA
dimerizacios partner egyidejlileg lett taltermeltetve, a differencialodas gatolodasat lehetett a
korai csirandvény fejlédése sordn megfigyelni (DeVeylder és mtsai., 2002; Kosugi és Ohashi,
2003). Hasonlé kisérletben, egy olyan E2FA muténst termeltettek tal a DPA-val, amelyik sem
transzaktivalasra sem RBR kdtésre nem volt képes. Ebben a mutans novényben az endociklus
jéval korabban kapcsolédott be a kontroll ndvényekhez képest, és a sejtek DNS tartalma (ploidy
szint) lényegesen megndtt (Magyar és mtsai., 2012). Meglepd modon a transzaktivacios
képesség hianyaban is a sejtciklus szabalyozasi gének korai mitkodését lehetett megfigyelni (pl.
Ccs52A1-2), ami arra engedett kovetkeztetni, hogy ezek a gének a levél fejlddése soran a
gatolddas aldl szabadultak fel (Gn. de-represszié - Magyar és mtsai., 2012). Az E2FA tehat
potencialisan represszorként funkcionalhat a mageérési program atmeneti szakaszanak
szabalyozasaban is, jelezve, hogy az E2FA gatld szerepe nemcsak a Kicsirazott névényekre
korlatozodik. Azt, hogy az E2FA ezt a gatlo szerepét vajon az embridban is az RBR-rel
komplexben végzi-e el még nem tudjuk. Ugyanakkor, mind az E2FA, mind az RBR fehérje a
magfejléddés morfogénikus szakaszdban halmozodik fel a legnagyobb mértékben, amely
tamogatja azt a hipotézist, miszerint a magfejlodés korai szakaszaban gatlé komplexet hozhatnak
létre (10. dbra). Erdekes, hogy az SSP fehérjék felhalmozodasa kisebb mértékii volt az e2fa-1 és

az e2fb-1 mutansokban az e2fa-2 mutanssal Osszehasonlitva és egyéaltalan nem volt
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megfigyelheté az e2fb-2 mutansban (19. abra). Az e2fa-1 és az e2fb-1 mutdnsok esetében
megkdzelitden hasonld csonka E2F fehérjék johettek 1étre, amelyek még bizonyos funkciokat
megorizhettek  (dimerizaciés  képesség, DNS-kotddés), mig masokat elveszithettek
(transzaktivaldas, RBR-kotés). Feltételezziik, hogy a T-DNS inszercio kiilonb6z6,
funkcidvesztéses fehérje mutansokat hozhatott Iétre ezekben a muténs vonalakban: az az e2f
muténs, amelyik elveszitette a dimerizacios képességét (e2fb-2) nem volt képes stimulalni a
tartalék fehérjék id6 elbtti felhalmozodasat. Ezzel szemben, az az e2f mutans (e2fa-2) indukalta
legerésebben a tartalék fehérjék korai felhalmozodasat, amelyik potencidlisan a legjobban képes
dimerizalni a DP faktorokkal (DPA-B) és ennck kovetkeztében a legerésebben kotddhet a
celgénekhez. Kisérletesen még igazolasra var, hogy ezek a csonka proteinek valéban nem
képesek kotni az RBR fehérjét és transzaktivalni sem tudnak, igy a {6 kiilonbséget koztiik a DNS
kotd képességiik jelenti. Lehetséges, hogy a csonka E2FA mutans fehérjetermék elfoglalja a
DNS kot6 helyet és megakadalyozza mas gatlo komplexek kialakulasat (mint, amilyenek példaul
bizonyos DEL fehérjék is).

E2FA/E2FB E2FA/B/C-RBR?

l

Sejtosztodas

Mag érési fazis

| |

E2FA/B/C-RBR? E2FA/B/C-RBR?

—s EMBRIOFEJLODES —_—

26. dbra: Az aktivator E2F-ek feladatat a mag és az embridéfejlédés soran bemutaté modell.

A mag és embriofejlodést két egymast kovetd, ellentétesen szabalyozott folyamat hatirozza meg. Az elsé az
osztodasi fazis, melynek soran létrejonnek az embriora jellemz6 szervek és szovetek (morfogenezis), a masodik a
mag érési fazisa, amely soran megtdrténik a differencialodas és f6 eseménye a tartaléktapanyagok felhalmozodasa
(zold és fekete haromszdgek). Az aktivator E2F-ek feladata a morfogenezis soran a sejtciklus szabalyozd gének
teljes mértékii aktivilasa, mig az érési fazisban a magnyugalmi allapot megteremtése a sejtosztodas gatlasan
keresztiil, feltehetéen az E2FC-vel egyitt és az RBR-el komplexet alkotva. Az aktivator E2F-ek gatoljak a
morfogenezis sordn a mag érési programjat. Megakadalyozzdk a mag érési gének, mint a LEC2 és a mag tartalék
fehérjéinek, mint a 2S albumin és a 128 globulin id6 el6tti felhalmozddasat. A magfejlédés differencialodasi fazisa
sordn pedig finoman hangoljak a mag érési gének kifejezOdését és ebben a szabalyozasi folyamatban feltehetden az

E2FC és az RBR is részt vesz.
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2. Az embrionélis LEC2 és WRI1 gének gyokér kifejez6dését ellentétesen

szabdalyozzdk az E2F-ek

Az expresszios adatbazis szerint (eFP browser - Winter és mtsai., 2007) a LEC2
kifejez6dése kizardlagosan, mig a WRI1 expresszidja dominansan az embriofejlodésre
korlatozodik, de alacsonyabb szinten a gyokérben is detektaltak. A legujabb eredmények alapjan
azonban a LEC2 a gyokérfejlodésben is szerepet jatszik (Tang és mtsai., 2017). Kivancsiak
voltunk, hogy a riporter vonalaink segitségevel detektalni tudjuk-e a LEC2-t és a WRIl-et a
gyokérben. Eredményeink alapjan mind a LEC2, mind a WRI1 promoter expresszalodik a
gyokérben, valamint kimutattuk, hogy mindkét embrionalis gén legerésebben az tin. gyokérdssejt
régioban fejezédik ki (18. abra). Megallapitottuk, hogy az E2F transzkripcios faktorok mindket
gén gyokér miikodését szabalyozhatjak. Eredményeink szerint a WRI1 esetében az embrionalis
fejlédéshez hasonlé médon ez a szabalyozas korlatozza a gén kifejezddését, mig a LEC2
milkodésében az E2F szerepe megvaltozott a gyokérben az embridhoz képest. Amig az
embridban géatolta, addig a gyoOkérben aktivalta a LEC2 kifejez6dését. Eredményeink arra
engednek kovetkeztetni, hogy az E2F szabalyozas egy adott gén esetében szovet és fejlodés

specifikus mddon valtozhat.

3. A novényi DREAM komplex jelenléte Arabidopsisban és repcében

Munkank sordn kimutattuk, hogy az E2FA és E2FB transzkripciods faktorok elsdsorban,
mint represszorok, az embridgenezis soran fontos koordinacios szerepet jatszanak az osztddasi €s
differencialodasi folyamatok 6sszehangolasaban. Nem ismert ugyanakkor hogyan, és milyen
fehérjekkel egyiittmiikodve hajtjak végre a gatlé funkcidjukat. Az allatok esetében E2F és Rb
fehérjéket mas DNS-kotésre képes fehérjékkel egyittesen, kozos komplexben mutattdk ki
(altaldnosan DREAM komplex - DP, Rb, E2F And/és MuvB). Ezeknek az allati komplexeknek
van egy kozponti, 6t fehérjébdl allo konzervalodott eleme, amit korabban a fonalféregben irtak le
eldszor (synthetic multivulval class B, roviden synMuvB vagy MuvB). A kiilonboz¢ allati
modellekben a komplexek Gsszetétele egyméshoz nagyon hasonlonak bizonyult (Drosophila-
légy dREAM/MMB, Caenorhabditis-fonalféreg- DRM, egér és ember LINC/DREAM). A
komplexek pontos szerepe még nem ismert, de feltételezhetéen represszor funkcioval
rendelkeznek, mivel a kromatin szerkezetét befolyasold fehérjék (pl. hiszton deacetilaz)
jelenlétét mutattdk ki a DREAM komplexekben. Kimutattak, hogy a DREAM komplex képes az
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0sztddd sejtekben kikapcsolni a differencialodasi géneket (Drosophila —Lee és mtsai., 2010),
masrészt pedig megakadalyozzék, hogy a sejtciklus gének rosszkor, pontatlanul miikédjenek az
osztddasi ciklus soran (Sadasivam és deCaprio, 2013). A hasonldsagok mellett kiilénbségeket is
talaltak a kiilonboz6é allati komplexek Osszetételében, kimutattdk, hogy a légy DREAM
komplexében az E2F és az RBF (a légy Retinoblastoma faktora) fehérjék a MYB transzkripcios
faktorral kozos komplexet alkot, mig az emlds sejtekben az E2F és a MYB transzkripcios
faktorok sohasem fordulnak eld egyiitt ugyanabban a komplexben (Sadasivam ¢és deCaprio,
2013). Az Arabidopsisban tébb szdz MYB rokon feherjét is azonositottak, de ezek koz6tt csak 6t
olyan fehérje van, amelyek strukturalisan és funkcionalisan is a legktzelebb allnak az &llati
MYB transzkripcios faktorokhoz (rendelkeznek mindharom konzervalédott MYB doménnel,
ezeket MYB3R1-5 névvel illeték (Kobayashi és mtsai., 2015). A MYB3R transzkripcios
faktorok szerepiket tekintve lehetnek represszorok (MYB3R3 és 5) valamint aktivatorok
(MYB3R1 és 4; Kobayashi és mtsai., 2015). Eredményeink alapjan mind az aktivator MYB3R4,
mind pedig a represzor MYB3R3 képes komplexbe Iépni az RBR és az E2F fehérjékkel (23.
abra). Allatok esetében eddig kizéarolag a represszor tipust E2F fehérjék Iéptek kolcsonhatéasba a
DREAM komponensekkel. Erdekes modon addig, amig a fiatal osztodd levélben az aktivator
E2FB az aktivator MYB3R4 fehérjéhez kapcsolddott, addig a mar differencialédé levelekben a
represszor E2FC a represszor MYB3R3 fehérjéhez asszocialddott (23. bra; Kobayashi és mtsai.,
2015). Az aktivator MYB3R4 specifikusan csak a sejtosztodas G2-M fazisaban fejez6dik ki, ami
alapjan ez a névényi DREAM komplex ebben az osztodasi fazisban mitkodik. Az aktivator MYB
transzkripcids faktorok hianyaban (myb3rl,5 dupla mutans) csokken a mitétikus gének aktivitasa
(pl. mitotikus ciklinek, KNOLLE), aminek koszonhetéen az osztodas egyik utolsd 1épése, a
citokinézis hibas miikodését lehetett megfigyelni benniik (Haga és mtsai., 2007; Kobayashi és
mtsai., 2015). Vajon ezek a TF-ok a DREAM komplexben is aktivator szerepet jatszanak vagy
bizonyos gének esetében represszorként mitkodnek az allati DREAM komplexekhez hasonldan?
Erre a kérdésre a vélaszt egyeldore nem ismerjiik. A levélfejlodés differencialodasi szakaszaban a
represszor MYB3R3 a szintén represszor E2FC-vel asszocialodik. Feltételezhetéen, ez a
komplex tartja kikapcsolt allapotban a sejtosztodasi géneket a mar differencialodott
levélsejtekben. Ezt a feltételezést tamasztja ald, hogy a sejtosztodasi gének az E2FC
gencsendesitett, valamint a myb3r3,5 dupla mutans novényekben aktivak maradnak a mar
kifejlodott, differencialt levelekben is (del Pozo és mtsai., 2006). Munkank soran a MIP feherjék
novényi megfeleldit talaltuk meg az E2FB és az E2FC kolcsonhatod partnerei kozott, mint az
ALY2-3-at (LIN9/Mip130), a TCX5-6t (LIN54/Mip120) és az MSI1-et (RBBP4 - Kobayashi és

mtsai., 2015; Magyar eés mtsai., 2016; valamint nem k&zolt eredményeink alapjan). A legujabb
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eredmeényeink alapjan sikertlt azonositanunk a még hidnyz6 LIN37 (Mip40) és LIN52 novényi
megfelel6it is, igy megallapithato, hogy a MuvB (MIP) kdzponti egység dsszes eleme a ndvényi
DREAM komplexekben is megtalalhatd (Pettkd-Szandtner A., nem kdzolt eredmenyei alapjan).
Eredmeényeink alapjan tehat megallapithatjuk, hogy a novényekben is vannak DREAM
komplexek, melyek hasonléan az &llati komplexekhez fontos szerepet jatszhatnak a sejtosztodas
szabalyozésdban valamint a differencialodas és az 0sztddas koordinalaséban (27. abra). Tovabbi
vizsgalatokra van sziikség ahhoz, hogy jobban megismerjiuk ezeknek a DREAM komplexeknek a

miikodését és megértsiik a novényi fejlédésben betdltott szerepiiket.
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27. dbra: A novényi sejtciklus és a nyugalmi fazis (GO0) szabalyozdsa DREAM-jellegii komplexekkel.

Az 0szt0do sejtek G1 fazisa soran a korai sejtciklus szabalyozd gének miikodését az E2FB-DPA/B-RBR komplex
gatolja. Az RBR CYCD-CDKA;1 altali foszforilacidja révén lehetévé valik az aktiv E2F-DPA/B heterodimer
felszabadulasa (feltehetéen az aktivator E2FA és E2FB tartalmu), ami beinditja a korai sejtciklus szabalyoz6 gének
transzkripcidjat. Késébb a represszor E2FC-nek szerepe lehet a korai sejtciklus szabalyozd gének transzkripcidjanak
gatlasaban, melyben a DEL TF-ok is részt vehetnek, melyek nem tipikus E2F TF-ok, monomerként RBR és DP
fliggetlen uton miikddnek (Vlieghe és mtsai., 2005). A G1, S és a korai G2 fazis soran a késdi sejtciklus szabalyozd
gének transzkripcionalisan gatolva vannak egy represszor tipusi DREAM fehérje komplex altal, amely MYB3R-t,
RBR-t és MuvB-szerti kozponti egységet tartalmaz. A kés6éi G2 soran ez a gatldo komplex kicserélédik a célgének
promoterén egy aktivator DREAM komplexre (aktivator tipusd MYB3R-t — MYB3R-4, E2FB-t, RBR-t és MuvB-
szeri kozponti elemet tartalmaz), amely pozitiv visszacsatolason keresztiil auto-aktivalodik, és ez lehetévé teszi a
késbi sejtciklus szabalyozo gének transzkripcidjat. Az osztodas utani sejtekben a késdi sejtciklus szabalyozd géneket
egy masik represszor funkcioval rendelkez6 DREAM, MYB3R-E2F komplex tartja csendesitett allapotban (amely
represszor tipusi MYB3R-t, E2FC-t, RBR-t és MuvB-szerii kozponti egységet tartalmaz; az &brat Magyar Z. és

mtsai., 2016 munkaja alapjan készitettiik).
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4. A repce és az Arabidopsis E2FB fehérjék egymashoz nagyon hasonlo

szerkezetiiek és funkcidojuak

Munkénk sordn megvizsgéaltuk mennyire hasonlit a repce E2FB az Arabidopsis
rokonahoz, illetve hogy a repce E2FB genomikus klonja az Arabidopsisban milyen kifejez6dést
mutat az endogén E2FB-hez képest. Arra is kivancsiak voltunk, hogy milyen fehérjékkel 1ép
kolcsonhatasba az Arabidopsis és a repce E2FB. Azonositottuk és izolaltuk a repce egyik E2FB
Klonjat (24. abra). Transzlaciés klont hoztunk létre vele a sajat repce promoterének az
ellendrzése alatt és a VYFP fluoreszcens fehérjével fazidban, amit Arabidopsisba
transzformaltunk. Szamos fliggetlen transzgenikus vonalat hoztunk létre, ahol megvizsgaltuk a
repce fehérje kifejezddését és az erésebben kifejezddd vonalakban mikroszkop alatt megnéztiik a
repce E2FB fehérje gydkérmerisztéma megjelenését. Eredményeink alapjan megallapithatjuk,
hogy az Arabidopsis és a repce E2FB fehérjék nagyon hasonl6 expresszios mintazatot és
sejtmagi lokalizaciot mutatnak a transzgenikus Arabidopsis novények gyodkerében, rdadasul
mindkét névenyi E2FB fehérje fluoreszcens jele a sejtosztddasbdl mar kilépett és megnyuld
gyokér sejtekben a legerOsebb (25. abra). Nem készitettiink riporter vonalakat az E2FB
prométerekkel, igy nem tudjuk elddnteni, hogy a hasonlé expresszidés mintazat a prométereknek
koszonhetd, vagy a fehérje felhalmozodasa poszt-transzkripcionalis szabalyozasoknak az
eredménye. Az E2FB fehérje gyokér lokalizacioja ugyanakkor meglepd, kiilonosen a
transzkripcids eredmények fényében, ahol a gyokércsticstol tavolddva gyengiilé expressziot lehet

megfigyelni (28. abra).
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28. abra: Az Arabidopsis E2FB gén gyokérmerisztéma specifikus kifejezédése.

Az eFP browser segitségevel abrazoltuk az E2FB gén gyokérmerisztéma specifikus expressziés mintazatat (Winter
és mtsai., 2007). Az E2FB a lateralis gyokérsiiveg sejtekben mutat magas expressziot és a gydkércsucstdl tavolodva
gyengiil a kifejezodése. A gyokér jobboldalan talalhato értékek a kiilsd sejtrétegre vonatkozd expresszios értékek
(oldalsd gyokérsiiveg sejtek), amelyek az affimetrix DNS-chip adataibél szdrmaznak, mig a baloldalon a QC
(sargaval jelolt két sejt) sejtjeiben kimutathaté E2FB expresszios adat lathatd. A sotétebb sarga szinarnyalat er6s6d6

expressziot jelez.

Mind a repce, mind pedig az Arabidopsis E2FB fehérje esetében valamilyen poszt-transzkripcids
és/vagy poszt-transzlaciés mechanizmus befolyéasolhatja a fehérje felhalmozddasat. Kordbban
kimutattuk, hogy az E2FB szabéalyozza az S6K miik6dését, amely fontos szerepet jatszik a
fehérje szintézisben és az S6K képes befolydsolni az E2FB menyiségét és aktivitasat is
(Henriques és mtsai., 2010; Henriques és mtsai., 2013). Kimutattuk azt is, hogy az E2FB az RBR
fehérje szigorti ellendrzése alatt all és az E2FB autoregulacios mechanizmusok révén képes
aktivéalni az RBR gén miikodését és aktivitasat is (Oszi és mtsai., 2020), és elképzelhetd, hogy az
RBR fehérje az E2FB-vel komplexben stabilizalodik. Ennek kdszonhetéen meglepé modon az
E2FB kifejezédésének a fokozédsdval (pl. tdltermeltetésével) sokkal inkabb gatlodott a
sejtosztddas, mivel a még fiatal névényi levelekben tobb E2FB-RBR komplex formalddott, mint
szabad E2FB (Oszi és mtsai., 2020). Az RBR fehérje a gyokérben egyenletesen magas
mennyiségben talalhatd meg (Magyar és mtsai., 2012). Erdekes modon, az E2FA fehérje
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gyokérmerisztéma megoszlasa az E2FB-vel ellentétes, az 0sztddd sejtekben halmozdodik fel a
legnagyobb mennyiségben, mig a megnyult gyokérsejtekben csokken a mennyisege (Magyar és
mtsai., 2012). Mindezek alapjan az RBR a kiilonb6zé gyokérzonakban kiilonb6zé E2F
fehérjékkel léphet komplexbe. Egyelére még nem tudjuk, hogy pontosan mi szabalyozza
ezeknek a komplexeknek a kiillonb6z6 gyokérzonakban torténd kialakulasat és fennmaradasat és
ezek a kiilonboz6 E2F-RBR komplexek hogyan szabalyozzak a gyokér novekedését. Redukalt
kifejez6désii RBR mutans gyoOkerekben (mesterséges mikroRNS az RBR ellen, réviden
lehetett a spontdn sejthalal kialakulasat a gyokérsiiveg és a szallitd szdvet proximalis
gyokérsejtjeiben, mig az E2FB mutécitja erre nem volt képes (Horvath és mtsai., 2017). Ezek
alapjan a két aktivator E2F gyokérmerisztéma szerepe csak részben atfed6. Az E2FB fehérje
gyokérmerisztéma megjelenésébodl arra kovetkeztetiink, hogy az E2FB-nek fontos szerepe lehet a
gyokérben a sejtmegnyulés és differencialédas szabalyozasaban. Kordbban kimutattuk, hogy az
E2FB fehérje stabilitdsara pozitiv hatdssal van a ndvényi ndvekedési hormon az auxin (Magyar
és mtsai., 2005). Az auxin fontos szerepet jatszik a gyokér fejlodésében, és a sejtek
novekedéseében és osztddasaban egyarant. Hogyan szabalyozza az auxin az E2FB gyokér
miikodését valamint az E2FB szabalyozza-e az auxin megnyilvanuldsat és hatasat? Ezeknek a
kérdeseknek a megvéalaszolasara tovabbi vizsgalatokra van szikségunk. Munkank soran
megallapitottuk, hogy a repce és az Arabidopsis E2FB fehérjék egymashoz jelentés mértékben
hasonlitanak ¢és nagyon hasonld fehérje komponensekkel 1épnek komplexbe. Legerdsebb
kolcsonhatd partnereik az RBR, a DPA és DPB fehérjék bizonyultak, a repce E2FB-vel
kolcsonhatott fehérjék kozott pedig a ndvényi DREAM komplex egyik komponensét, az ALY3
fehérjét is ki tudtuk mutatni (11. tablazat). Ez alapjan a repce E2FB hasonlé tulajdonsagokkal
bir, mint az Arabidopsis E2FB. A mi eredményeink is alatamasztjak, hogy a kétszikiiekben az
Arabidopsishoz hasonl6 E2F-RBR szabalyozasi rendszer miikodik. Ezzel szemben az
egyszikiiekben szamos kiilonbség figyelhet6 meg. Az egyszikii modellben, a kukoricdban nem
talaltak egyértelmii E2FA és E2FB homoldgot, hanem négy, mind az E2FA-hoz, mind az E2FB-
hez azonos mertékben hasonlitd gént talaltak, melyeket E2Fa/b-nek neveztek el. Az egyszikii
kukorica DPA-val sem rendelkezik, ellenben harom DPB-t tartalmaz és egy DPC-t, amely
csupan 23 %-o0s hasonlosagot mutat az Arabidopsis DP-kel, melyekkel nem csoportosithato, igy
az egyszikii DP-k egy Uj csoportjat hozza létre. Az Arabidopsishoz hasonléan a kukorica is
rendelkezik DEL fehérjékkel, raadasul szintén harom DEL gént azonositottak a genomjaban.
Azonban mind a harom DEL gén az Arabidopsis DEL1-el mutat nagyobb hasonldsagot, igy ezek
a DEL1a, DEL1b és DEL1c elnevezést kaptak (Sanchez-Camargo és mtsai., 2020). Kukoricaban
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az RB fehérje két tipusat taldltdk meg, az RBR1-et és az RBR3-at. Az RBR3 kifejezédése az
E2F-RBR1 utvonal altal szabalyozott. Szévetkulturdban kimutattak, hogy az RBR1 aktivitasanak
hianyaban az RBR3 aktivalodik, ami egy kuldnleges kompenzacidés mechanizmus jelenlétére utal
(Sabelli és Larkins, 2006). DREAM-jellegli komplexet nodvényekben egyelére csak
Arabidopsisban azonositottak (Kobayashi és mtsai., 2015).
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OSSZEFOGLALAS

A ndvényi novekedést meghatarozdé molekularis szabalyozd rendszerek megismerése a
ndvénybiologia jelenleg is intenziven kutatott teriilete, megértésiik nemcsak tudomanyos, hanem
gyakorlati szempontbdl is korunk egyik legizgalmasabb ndvénybiologiai probléméja. A fejlodo
novényekben a sejtciklus alatt a sejtosztodasi gének koordinalt miikodését a jelenleg elfogadott
modell szerint egy az evolucidé sordn konzervalddott transzkripcionalis mechanizmus irdnyitja,
melyet a benne résztvevd szabalyozd elemekrél E2F-RB-nek neveztek el, amely elsésorban a
sejtosztddasi gének be és kikapcsolasaban vesz részt (Magyar és mtsai., 2008). Arabidopsisban
egyetlen RB rokon fehérjét azonositottak (RBR), amely harom E2F transzkripcios faktorral
(E2FA, E2FB, E2FC) képes komplexet alkotni (Magyar eés mtsai., 2016). Az E2FA és az E2FB
transzkripcids faktorok tultermeltetése ndveli az osztodasok szdmét, mig az E2FC esetében a
tultermeltetés gatolja a sejtosztddast a posztembrionalis fejlédés soran. Ezek alapjan az E2FA ¢és
E2FB transzkripcios faktorokat aktivatornak, az E2FC-t represszor tipustnak tekintjik (De
Veylder és mtsai., 2002; del Pozo és mtsai., 2006; Magyar €s mtsai., 2005; Magyar és mtsai.,
2012; Sozzani és mtsai.,, 2006). A ndvényi sejtosztodas az embrid fejlédése soran is egy
szigorlan szabalyozott folyamat, ahol az osztdédasok irdnyitottan, egy meghatarozott
,koreografia” szerint valosulnak meg. Az embridgenezis soran a sejtosztodasi és az érési gének
koordinaltan fejezddnek ki, de nem igazan ismert még, hogy a fejlddd magban pontosan mi
hangolja 0ssze ezeket a folyamatokat.

A novényi magfejlédés két, egymast kovetd szakaszra oszthatod; az elsé a morfogenezis,
amelyben a sejtosztodas a f6 esemény, a masodik a mag érési fazisa, melyben az embrid eléri
végsO méretét és ahol a tartalék tdpanyagok felhalmozddnak (Holdsworth és mtsai., 2008; Lau ¢€s
mtsai., 2012; Sun és mtsai., 2010). Az embridgenezis utolsé lépése a szarazsag toleralasara vald
képesség megszerzése és a magnyugalmi allapot kialakuldsa (Devic és Roscoe, 2016).
Mezdgazdasagi szempontbol ezek mind igen fontos folyamatok, amelyek meghatdrozzak a
képz6dé magok mindségét. A mag éréseének genetikai szabalyozdsaban a LEC1 és harom
egymassal rokon B3 tipust TF, a LEC2, a FUS3 és az ABI3 jatszanak kulcsszerepet (Lotan és
mtsai., 1988; Stone és mtsai., 2001; Luerssen és mtsai., 1988; Giraudat és mtsai., 1992). Mig a
B3 TF-ok egyittesen aktivaljak a tartalékfehérje gének expresszidjat (Kroj és mtsai., 2003),
addig a LEC2 TF szabadlyozza a WRIl TF kifejez0dését is, melynek célgénjei a

zsirsavszintézisben szerepet jatszé gének (Baud és mtsai., 2007).
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Az eukaridta sejtosztdédas szabalyozasanak legujabb felfedezése a DREAM, amely egy
tobb komponensbdl allé fehérje komplex. Ezt a transzkripcios faktorokat magéba foglald fehérje
komplexet az allati modell élélényekben mutattak ki eldszor és Osszetétele a kiilonbozo allati
fajok ellenére, meglepden hasonlonak bizonyult. Funkcionalis jellemzése sordn megallapitottak,
hogy elsddleges funkcidja a represszid: differencialodasi géneket kapcesol ki 0sztodo sejtekben,
¢s megakadalyozza, hogy a korai illetve késoi sejtciklus gének rosszkor, pontatlanul mikddjenek
a sejtciklus soran (Sadasivam és deCaprio, 2013). A ndveényekben szamos olyan transzkripcids
faktor megtalalhat6, amely novényi megfeleldje az allati DREAM komplex komponenseinek.

Munkank soran célul tiiztiik ki az aktivator E2F TF-ok funkcionalis jellemzését a mag és
az embrio fejlédése soran, valamint az allati DREAM komplexhez hasonlé fehérje komplexek
felkutatasat Arabidopsisban. Osszehasonlitottuk a repce és az Arabidopsis E2FB fehérjéket,
hogyan jelennek meg az Arabidopsis gyokérben és milyen fehérjékkel Iépnek komplexbe.

Kisérleti eredményeink alapjan a kovetkezd fobb kdvetkeztetéseket vonhatjuk le:

1, Az aktivator E2FA és E2FB szimpla és dupla mutansok érett embridiban a sejtszam a
kontrollhoz képest nem valtozik meg. A fejl6dé embrioban a ket aktivator E2F funkcidjara
ugyan sziikség van a sejtciklus szabalyozo gének teljes, maximalis kifejez0déséhez, de a
csokkent expresszio ellenére a sejtosztddasban nem lattunk Iényeges kildnbséget a kontrollhoz
képest. Ezek alapjan, az embridgenezis soran az aktivator E2F-ek nem esszencialis komponensei

a sejtosztodba lépésnek.

2, Az aktivator E2F-ek a sejtciklus gének represszoraiként mitkodnek a mag nyugalmi fejlédési
szakaszaban. Feltételezzik, hogy mindkét E2F az RBR fehérjével hoz létre represszor komplexet
és ez az E2FC-vel kiegészilve fontos szerepet jatszhat a mag nyugalmi allapotanak a
kialakitasaban. Lattunk némi eltérést is az E2FA ¢s az E2FB miikodése kozott: mindkettd gatolja
az S fazis specifikus szabalyoz6 gének kifejez6dését, mig az M fazis specifikus CDKB1;1
expresszidjat egymassal ellentétesen szabalyozzak; az E2FA géatolja, mig az E2FB aktivélja a

gén kifejez0dését.

3, Szemben az E2FA-val és az RBR-vel az E2FB transzkriptum és fehérje a kiszaradt, nyugvo
magban is detektalhaté. Ez alapjan az E2FB RBR-fuggetlen, egyelére még nem ismert

szabalyoz0 szereppel birhat ebben a magfejlodési stadiumban.

4, A LEC2 és a WRI1 TF-ok promoterében talalhato E2F kotShely mutacidja ezeknek a

géneknek az 1d6 eldtti, mar a magfejlodés osztédasi fazisa soran bekovetkezd aktivacidjahoz
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vezet. A kulcsfontossagu magérési gének, mint a LEC1-2, ABI3, FUS3 és WRI1 expresszioja
fokozodott az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans embridban. Eredményeink alapjan az E2F-ek a
magérési gének negativ szabalyozoi, de nem csak az osztdddé embridban korlatozzak azok
miikodését, hanem a mag érési fazisa soran is képesek befolyasolni az expresszids szintjiket

(mintegy beallitjak, finoman hangoljak a kifejezddéstiket).

5 Az E2F TF-ok a LEC2 gén mikddését kozvetleniil, fejlodési fazisra specifikus modon
szabalyozhatjak. Kimutattuk, hogy az E2FA TF a mag érési fazisa soran kotddik a LEC2 gén

prométeréhez, mégpedig az E2F kot6helyhez specifikusan.

6, A mag legfontosabb tartalék fehérjéi, a 2S albumin és a 12S globulin id6 el6tt
felhalmozodnak, mar a magfejlédés osztodasi fazisa soran az e2fa es e2fb szimpla és dupla
mutansokban. A kiilonboz6 funkciovesztéses e2fa és e2fb mutansokban tapasztalt tartalék fehérje
felhalmozddasa alapjan  feltételezzik, hogy az E2F-ek az RBR-rel komplexben

megakadalyozzak a tartalék fehérjék korai, id6 el6tti felhalmozodasat.

7, Mind a két els6sorban embrionalis gén, a LEC2, és a WRI1 az Arabidopsis gyokérben is
kifejezdik, legerésebben a gyoOkérmerisztéma Ossejt régioban. Az E2F TF-ok a WRI1
kifejezddését akarcsak az embrioban, a gydkérben is gatoljadk, de a LEC2 mikodését a
gyokérben az embridval ellentétesen szabalyozzak. Ez alapjan az E2F szabalyozas egy adott gén

esetében a fejlodési stadiumtdl fliggden valtozhat.

8, Kimutattuk, hogy a novényekben is vannak DREAM jellegi fehérje komplexek, amelyek
Osszetétele hasonld az allati DREAM komplexekhez. Szemben az &llatokkal azonban, a
novényekben talalhatd represszor E2FC mellett, az aktivator E2FB is részt vesz ilyen tipusu
komplexek formalasaban. A fiatal 0sztddo levélben az E2FB az aktivator MYB3R4 fehérjéhez
kapcsolodik, mig a mar differencialodé levelekben a represszor E2FC a represszor MYB3R3
fehérjéhez asszocialédik. A MuvB (MIP) kdzponti egység dsszes eleme megtalalhaté a novényi
DREAM komplexekben.

9, A repce E2FB genomikus klonjaval transzgenikus Arabidopsis ndvényeket hoztunk létre. A
gyokérmerisztémaban a repce és az Arabidopsis E2FB fehérjék nagyon hasonld expresszios
sejtekben halmozodik fel nagyobb mennyiségben. Ez alapjan az E2FB fontos szerepet jatszhat a
sejtmegnyulasban és a differencialédasban is. A repce E2FB fehérje kdlcsonhat az RBR, a DPA

és DPB fehérjékkel, valamint a DREAM komplex egyik komponensével, az ALY 3 fehérjével is.
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Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a repce E2FB az Arabidopsis E2FB fehérjéhez hasonlo
tulajdonsagokkal rendelkezik.

Osszesitve tehat az eredményeinket megallapithatjuk, hogy az E2F szabalyozas egy olyan
koordinaciés mechanizmus kozponti eleme, amely a fejlodé magban elsésorban az osztodasi €s
az ¢érési folyamatok Osszehangolasaban jatszik meghatdrozd szerepet, mig meglepd modon a
sejtosztodast aktivalo funkcidja kevésbé hangsulyos. Az E2F-RBR szabalyozas részletesebb
ismerete lehetdséget biztosit a mag fejlodését és érését meghatdrozd molekuléris folyamatok
felderitésére. Napjainkban a modern mezdgazdasag talan legnagyobb kihivasa el6tt all, hogyan
képes elelemmel ellatni az egyre névekvé népességet a megvaltozott éghajlati koriilmények
kozott. Ezeknek az ismereteknek a révén, nemcsak a molekularis modell névényben, de
hosszabb tavon a mezdgazdasagilag fontos novények esetében is lehetoséget biztosit a
terméshozam mennyiségének és mindségének a javitasara. Ugy gondoljuk, hogy az éltalunk
feltart szabalyozasi mechanizmus az E2F-RBR ¢és a magfejlodésben szerepet jatszo gének kozott

kiindulasi alapul szolgalhat a nemesitési programok szamara is.
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SUMMARY

Plant growth has exceptional importance for human civilization, yet we are only starting
to gain an understanding of its mechanisms. It is well known, that plant growth is restricted to
meristematic regions where sufficient cells need to be continuously generated to build the
developing plant body. The key factor in growth is the duration of cell proliferation and the
timing of the exit from proliferation to cell expansion and differentiation. The current view is
that entering and leaving the cell cycle are regulated by an evolutionarily conserved
transcriptional mechanism called E2F-RB (Magyar et al., 2008). In Arabidopsis, a single RB-
related protein (RBR) has been identified and that can form complexes with three E2F
transcription factors (E2FA, E2FB, E2FC, Magyar et al., 2016). Plant E2Fs have been classified
as transcriptional activators (E2FA and E2FB), or transcriptional repressor (E2FC), however
most of these data were derived from overexpression studies (De Veylder et al., 2002; del Pozo
et al., 2006; Magyar et al., 2005; Sozzani et al., 2006; Magyar et al., 2012).

Cell proliferation in plants is strongly regulated during embryo development, where
oriented divisions take place during morphogenesis in a highly predictable manner.
Morphogenesis is followed by maturation, but how genes involved in cell proliferation and
maturation are coordinated during embryo and seed development is not exactly known.

Seed development of plants consist of two consecutive stages; first is morphogenesis,
where cell division is the major event; second is maturation phase, where the embryo reaches its
final size and seed storage reserves accumulate (Holdsworth et al., 2008; Lau et al., 2012; Sun et
al.,, 2010). The final step of embryogenesis is to develop desiccation tolerance and seed
dormancy (Devic and Roscoe, 2016). From an agricultural point of view, these are all very
important processes that determine the quality of seeds. Key genetic factors controlling seed
maturation are LEC1 TF and three related B3 domain transcription factors LEC2, FUS3 and
ABI3 (Lotan et al., 1988; Stone and et al., 2001; Luerssen et al., 1988; Giraudat et al., 1992).
While B3 TFs together activate the expression of seed storage reserve protein genes (Kroj et al.,
2003), LEC2 TF regulates the expression of WRI1 TF, which target genes are involved in fatty
acid synthesis (Baud et al., 2007).

Recently, the dimerization partner (DP), RB, E2F and the MuvB (DREAM) multiprotein
complex emerged as a novel unifying regulator in the control of animal cell cycle. Changes in
the composition of various animal DREAM complexes shift the balance from quiescence

towards proliferation and determine the expression levels of mitotic genes (Sadasivam and
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DeCaprio, 2013). Homologues of DREAM components have been identified in plants but
whether they form DREAM-like complexes have not been determined yet.

We aimed to functionally characterize the activator E2F TFs during seed and embryo
development. We were particularly curious how important the transcriptional activator function
of these E2Fs during embryogenesis or they operate as repressors in complex with RBR.
Interestingly, their role as cell cycle activator was found to be non-essential, but their function to
coordinate proliferation with maturation was discovered here. Among activator E2Fs only E2FB
was found to form complex with DREAM components similarly to the repressor E2FC. E2FB
from rapeseed was identified, and it was found to be structurally and functionally very similar to
the Arabidopsis E2FB.

In summary, based on our results we concluded:

1, In spite of the partial requirement of these activator E2Fs to fully promote cell cycle genes,
cell number in the mature embryos of the single and double E2FA and E2FB mutants was
comparable with the control WT. These findings demonstrate that E2FA and E2FB are only
partially required for the expression of cell cycle genes during embryonic cell division, and the

reduced expression of these cell cycle genes does not manifest in reduced cell proliferation.

2, We show here that cell cycle genes still express even after the completion of the proliferation
phase in the developing seeds of double e2fa-2/e2fb-1 mutant. This shows that these two E2Fs
function as repressors on cell cycle genes as seed development progresses into the maturation
phase. In the e2fa-2/e2fb-1 double mutant embryo, however, we have not seen significant
increase in cell number, indicating the requirement for additional components besides E2FA and
E2FB downstream of RBR, likely E2FC, to repress cell proliferation during the maturation phase
of embryogenesis. E2FA and E2FB regulates S-phase genes in redundant manner, but only E2FB
activates the expression of the G2-M phase specific CDKB1;1 gene.

3, Contrary to E2FA and RBR, both the transcript and the protein of E2FB could be detected in
dry seeds. Based on these findings, E2FB may have an unknown, but RBR-independent

regulatory role at this stage of seed development.

4, We found that both LEC genes were prematurely up-regulated in the e2fa-2/e2fb-1 double
mutant. In addition, we show that the LEC2 gene could be directly regulated by E2Fs through an
E2F-binding site during the maturation phase. Additionally, LEC2 expression was also

prematurely activated in the e2fb-1 mutant suggesting that E2FB regulates LEC2 but earlier than
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E2FA. In agreement, expression of LEC2 became de-regulated when its E2F-binding sequence
in its promoter region was mutated, and showed a nearly maximum level of expression already

during the morphogenic developmental phase.

5, The most important seed storage reserve proteins, 2S albumin and 12S globulin, became
prematurely accumulated at the proliferating phase of seed development in the e2fa and e2fb
simple and double mutants. Based on these data, we hypothesize that E2Fs in complex with RBR

prevent premature accumulation of seed storage proteins.

6, The embryonic LEC2 and WRI1 genes were found to be expressed in the root meristem.
Interestingly, the LEC2 is differently regulated by E2Fs in the embryo and in the root; repressor
in the former, and activator in the later. Based on these findings, the regulation of a specific gene

by E2Fs could depend on developmental context.

7, We purified DREAM-like protein complexes from plants, consisting of components similar
with animal DREAM complexes. However, contrary to animals, where exclusively repressor
E2Fs form DREAM complexes, in Arabidopsis besides the repressor E2FC, the activator E2FB
was also identified in complex with DREAM components. In young dividing leaf, E2FB binds to
activator MYB3R4 protein, whereas in the already differentiated leaves, repressor E2FC
associates with repressor MYB3R3 protein indicating functional differences between these E2F
containing DREAM complexes.

8, Transgenic Arabidopsis plants were generated with the rapeseed E2FB genomic clone.
Rapeseed and Arabidopsis E2FB proteins show very similar expression patterns in the root
meristem. Interestingly, both plant E2FB accumulate at the highest level in post-mitotic root
cells. Based on this, E2FB may also play an important role in cell elongation and differentiation.
By identifying the interactors of rapeseed E2FB protein we found RBR, DPA, and DPB as well
as ALY3 proteins. All these data suggest that rapeseed E2FB has very similar properties to the
Arabidopsis E2FB protein.

It is paramount to advance plant biotechnology to further boost biomass production and
crop yield. To do this effectively, it will be necessary to understand how the molecular
machinery that determines yield parameters operates. We can conclude here that E2F-RBR
regulation is central in coordinating different developmental phases during seed development

and the RBR-E2F network is important both for the extent of seed growth and accumulation of

113



seed storage reserves and should be considered as an important breeding target to increase crop

yield.
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FUGGELEK

E2FA Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca
o Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): €718
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29. dbra: Az E2FA (At2g36010), az E2FB (At5922220) és az RBR (At3g12280) gének mag specifikus
expresszios mintazata.

Az abrék az Arabidopsis eFP-browser adattarabol szarmaznak (Winter és mtsai., 2007). A megadott értékek

az érés utani nyugalmi fazist jel6li a bec6 és a mag fejlédése soran.
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WT-Col

e2fa-2/e2fb-1

30. abra: Az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans részben steril.
A képen vad tipust (WT-Col) és e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans ndvények nyitott becéinek ez a szakasza lathato. A

mutans esetében a magok egy része hianyzik. Méretskala: 0,5 cm.
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31. abra: Az E2FB TF nem kotédik a LEC2 és a WRIL1 gének promoter régiojahoz a fejlodo
becékben.

A kromatin immunprecipitaciét (ChlP) 6-10 napos z6ld, fejlddé becdkbdl izolalt kromatinon végeztiik el. A mintak
a pgE2FB-GFP transzgenikus vonalrél szarmaztak, a kimutatdshoz nyulban termeltetett anti-GFP ellenanyagot
hasznaltunk. A ChlIP-et qRT-PCR analizis kovette, melyhez a LEC2 és WRI1 promoterekre specifikus primereket
hasznaltunk. Az &bréan a reprezentativ kisérlet eredménye lathaté harom bioldgiai ismétlésb6l szarmazo értékekkel.
A statisztikai ananlizishez a Mann-Whitney-probat hasznaltuk. NoAb: antitest nélkiili kontroll minta (Dr. Papdi

Csaba munkaja alapjan).
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32. abra: Az E2F kotohely mutans WRI1 promoéter az embridfejlodés soran ido elotti aktivitast
mutat.

A, Eretlen magokbol izolalt fejlédé embriokrdl konfokélis lézer scenning mikroszkoppal késziilt reprezentativ
képek, amelyek egy fiiggetlen E2F kotéhely mutdns WRIL promoterrel rendelkezd vonalbdl szarmaznak
(p™*E2PWRI1-CFP L24). Erés CFP jelet detektiltunk a sziv allapoti embridkban csaklgy, mint a masik E2F
ko6téhely mutdans WRII riporter vonalban (p™®2FWRI1-CFP L22, 17. dbra). A torpedd allapot embrié embrionalis
gyokeércsucs régidjat fehér szaggatott vonallal jeloltik az A, és kinagyitva lathatéak a B, dbran. A CFP jel kék

szinnel lathatd. Az embridkrél késziilt dbrak tartalmazzak a méretskalat.
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WRI1 prométer

ctctgaaacgaatatatgatactaggaaaattaaaagctgattccaaaaagataactcaagtttccgagcaacgaagtatgagaagaagaaacaaaa
gagtaccttttaattatatcagcttaggtcattcaaaagaagaacgacgatcatacgagaggaaactgaaaaggcgcagagcagtgaactgaagtgg
aagagacgagacggtttggtctttttatcactagaagtttagtcttggaaatgtgcataatatttaatttcatttcaattttcaaatcaaaaaataa
aaccgataacgaaactcttgttatcatattatgagcgttgataatttagagaatctctgttcttttagaaaattgtatgaacattttgttaaataaa
taactatttttaaatgctaaacctcattgtttagtcctaaatgttaggaatcttagtattcatttttttttectcttatgatatacacttececggttt
agatttctaggacgttttaaatttaattattactgctaataaaaatagttatttatttttaaacaattaaataaaacaattgtatctctagagtaaa
aaaagttttaaaaattttggtgaatgtttttatttggcaacccaacttaattcctgaaacgaatcacgagaattatttaacgtactacaaaaggtac
atctaattttctaaaaccgaattagactatcgtcttggttgtttttggatgttgcatgtctatattatgataattattctgtaagcattacaattaa
atcgtttctgtttttactaaaggagttttgactgttttaaacgactgtaaacactcgtgtgtctgcttaaatcatgtggaaagttaaatgataacag
ttagaacatccaactttacatatgctttgattagacattttctacgatatgtttcggattgacacgtgctaatcatatctgatcattttceccatttt
acatatgttctaattaggcattttcgacgatacattttagatcgataatgtgttaataatcatctgacattttttactttgtatgttctaattatgt
atttatacgataaacattagatcgacacatgcaaaacattcgacaatttgttgaacactgaagacctaatttggtataatacagctcagcgaagata
cgttacaactaatttggagcgtttatagaaaatataggcaaatagccaaatatgctaataaaaagatttagaactttaataggtaatttaacacatt
ttataacacacaagcatatatatttaaaagggaaaaaactagtcaactttcatagaccatcattaccataataactcaattcaatcaaattttaatt
tttggctactatttttcttttctaaaaccaaaacatcatcatagtagattcttcaattttaaaatatagaattcaaattgttgaccagggaataaat
agaattgcaaaaaaacaaattaagatattttacattccaacttttcccccaaaaaattagagaaaaaaatcaaattaaattcaataattccaaaaca
taaaacgtacaaaaaagttaatgataaaaaaacgtaaaaaaaaatacaaaaatacaaagaaaaaagaaagacagcgtggagagtaaagctattggta
gcatggctgcaacagaaggccaagtgtttggtcttacaatttcatttttaactctttgtgttaattaacccaattagcectttccteccttcagggtt
tatttaacttgccctttctegtttectectttttttcttaaaccactctgecttcectcttecctectgagaaatcaaatcactcacactccaaaaaaaaa

tctaaactttctcagagtttaiule

E2F kot6hely:tttcceee
mutécioé utan: tttccaac

LEC2 promoter

acatagaagactatatagttggtgatatgtactcttacaacattttgttaagaattctccaaaaacttatatgtcatcttacgaaaattgttaaaca
tcaaacagtaacatttgtaaaaagctaattacaacaacatttattaacagttaaaatataaatctcttaggtagcccggattaaaactcttaattca
attgttacatatatattcgggagtagtccaaattttcttctaatctaatataataaagtaatgctattcttaggaacaagttttgagaaactgacat
gtagatatagaactctaaatatattatcctaagaagctatggatttactaatttcatcctatccctatgtgaatccctaaactcaacgagagcatta
ctaagacatgatcatagaagcatatatcatatttgaataaaattacataaataattcaaaagattatagagtttagaaagtattattttctttataa
ggttttgaaatctctaaagaattcttgaaaaatagaaaacaaaaagtaaaagcttgataattctaactattgacccaaaatatattaataggttctc
aaaaacatttaggaacaaataatgcaaatacaaaaatcttatgggacaattatgtaatcttctaatttttaaactgggaagacttttgttgggatgce
gaacggtgtctatcgacatgtcgatcgacattgattacttgatctgacaccaaattcgttttttcagectttatttttectgtttggttccaaaatac
ttaacgaactccaaatatattcgcataaataaccgaaaagatttttaaaataacatagtaactctaaaaacaatatctatatcataaataataacgg
aaaataatccatgatatatcaattataactcaaccaaagccaacgaacaaaaaacatgaagcaaagctacatatactactaatgataagtctaaatc
gtcttcgacatatctaacaaaaccaaaatatatatacttggaaacaacttcttcacccggacacaaatttctcaaagcaagtgtcaaaaactctacg
ataataacaaacagagtatatgtagctatgcaatccaaggagctttcctcttatctaaaagtgtcacaatggcggaccggtcgcaatcttatgtage
tctacgctaccccttttggctacggaaggtgcttgaaattgataaatacattacattgttgtaatgattttctgtagtttgattgettttgtttect
ctttgtaattgtgaacaagttgttgttaatatcatgaatcattcagacagaaaaaaaaaaaaaaaaaaaacagagaaaaatcccaaaaaataagaaa
atatatatgacgctacatcactatatttcccctacctceccttagtctecgectaggagttacgagtcgtgecgectectteccagtatttgecataattaact
gagtgggatctttttgtccatcaacccatgcctcttcaatattttttactaatccaccattteccttccattgttattgatatatatgtttcaccaaa
tatacctatacaaaactatatttcaaacttataacgaacaagaaaacgagtttttcaaaatttcagagtttatggccgagaataaacatgagctcgg
cggccgcggtttagaacaaaatttgtgtccatctcecctcgeccaaatgtaagtttctgatagagcataacattgggttgggacgaaaaaggaaaccaat
aagatgatagaaattgctgggtaattggaggtgttcttagggcacgagttgaacatgttaccaaacctaattcatggttagaaatttggtgacagtc
aagcttatattatctttgataactatgtttctagttgtttcattattagtatagaaaaaactttgttttgtagagtgttctatgggttatgatttcg
aaaagaaaaaaaattgtgagacacttaataaaattatttcgacaaaaaaagtagcttgtataaaaaaatcagattttaatttatgtaagaacaaatt
ccaatatccaatagttaaaaataattatttgttccgattaatcgagttttgcaaaatatgcacaaaatctatcatcgtaccatttctaagactatat
atttggttatatattttatgccgtgtgttctgattccaataaattttagcgcatagtaaattttctaaaaagcaaaattttctcaaaagtgtactaa
tgacaattaattgagtttctacaaaataagaataactattgactcgattttcacaaaactagtatgctaaatatcacattacttttaaaattaaatg
gaattatctttttcaatattggatacgaataatttttacactaaagttattttaataaaataaccgtttattcaaaatatgtaaagacgacaaaaat
atatattaaatggaaaaacgactaacttagtttttgcaaaattaaatggatttgtccttttcaatgtttgaatacaaaaaaaaatctataataagtt
tattatattaaaataacccgttttttcagaatacgcaaaaacgacaaaaaaatattaattacaaagaaatttagtttatacaaaaatatgaatggct
attaatggtgtttactctaaatttaattattatgcatttatgctaaatctttctaaaggtacaaagattcgttttttcaatgtttgaactgcatatt
aaggtatagatttggaccttaacagagttaatatataaggaagagagccaaggaactccaaaataaaataaagagccttctctctctectcectectgaga
aaaaacacatatagccaatgaccttctcgtggtcttctgtgeccataaaagccattatatacattcaaacacaatctggecgeccacatatacacatgta
ctagtgtatgtatatgtcctaacctctgtattcatatctctcteccttgtctgagtggtgcgatgggtatccccataagectgcaaacattgaaccatce
tgcaacattttgactcgttttcttttgtgtttttccaacatctgtctcttcttcactecgctctctectaatcaatctccecccaacgacctetettttt

ttttgtttcttcactcagatctctctccctctctctctctctctctccgggaaaa

E2F kotohely: cgggaaaa

mutacio utan: ttggaaaa

33. abra: E2F kotéhelyek és azok mutaciéi a WRI1 és a LEC2 prométerében.

A LEC2 és a WRI1 promoterek szekvenciai. Sargaval jeloltik a promotereken talalhato E2F kotShelyeket és

feltintettik a Quick Change mutagenezis mddszer segitségével megvaltoztatott E2F kot6helyek szekvenciait.

Kékkel jeloltuk a transzlacids start helyet.
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E2FA fehérje

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MSGVVRSSPG
NPSSLSNNND
SSPCQTPRKG
NLIKQAKDGM
DADVSVLQLQ
ONQTLIAVKA
SGAAPPACLP
MLKITPSDVE
DSTPR

e2fa-1: 300AS
e2fa-2: 346AS

E2FB fehérje

1
61
121
181
241
301
361
421

MSEEVPQQFP
TLKRKTDLVN
NEFAQAGTCRY
LIEKTLKNRI
DENNKRLLEV
GPIDVYLVSQ
STERNMETQE
DESGPDWNQM

e2fb-1: 241AS
e2fb-2: 228AS

SSQPPPPPPH
RSFVHGCGVV
GRVNIKSKAK
LDLNKAAETL
AETIENLALEE
PHGTTLEVPD
IASSSGSTGH
NDESDYWLLS

SSKRQLHPSL
QIVEVNELNT
DSSLGLLTKK
QWKGLDVSKP
TENDIKNLPC
FEESFEDIPQ
VDDTQRVYSD
ITFDQDHAGP

HPPSSPVPVT
DREEDAVVVR
GNKSTPQTPI
EVOKRRIYDI
QOALDNQIRQT
PDEAADHPQR
HDIEALTVDN
NAEISMTDIW

SSMKPPLVAP
GVLQTPVSGK
FINLIKQAED
GETIESIANL
FQNKTLIAVK
ADEPSNVPDE
IESHDFVDGI
SDNKILEQPQ

STPVIPPIRR
SPSRKRKATM
STNAGSPITL
TNVLEGIDLI
EERLRDLSEN
RYRIILRSTM
PETAIVSHDH
KTDSGIDWDY

GEYHRFDAAE
GGKAKKTSRS
GILDLNKAAD
QODEVONLAAE
APHGTTLEVP
PSNVPDVPSN
MKIVPPDLDM
TPSSPTPEES

HLAFASTKPP
DMVVAPSNNG
TPSGSCRYDS
EKPFKNRILW
EKNQKWLEVT
GPIDVYLVSE
PHPQPGDTSD
GIADVSTPPP

TRGGGAVADQ
AKSNKSGTLA
TLEVQKRRIY
EARLDDQIRE
DPDEAGGYQR
LPSTSGLPEN
GVDYWFRSEV
TATRSPTGS

34. abra: Az e2f mutansok csonka E2F fehérjéinek szekvencii.

FHPSDDYHREF
FTSSGFTNIP
SLGLLTKKEV
KGVDACPGDE
EEDIKSLPGF
FEGKFEDTNG
LNYLQEQVGG
GMGEIAPTAV

VVSDAIVIKS
SGSNAGSPGN
DITNVLEGIG
SQERLTSLSE
RYRIILRSTM
HDVSMPMKEE
GEVSITDMWP

Az abran az E2FA és az E2FB fehérjék szekvenciai lathatok. Az E2FA esetében sargaval jel6ltik az e2fa-1 mutans

e2fb-1 mutans csonka E2FB fehérjéjét, sargaval az e2fb-2 mutans csonka E2FB fehérjéjét. AS: amindsav
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AtE2FB
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AtRBR1
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35. dbra: Az embriofejlodést szabalyozé hormonok (auxin, ABA, GA3) hatasa az aktivator E2F és
RBR gének expresszidjara fiatal csiranévényben és érett magban.

Az Arabidopsis eFP Browser adatbazisabol szarmazd génexpresszids adatok segitségével megvizsgaltuk, hogyan
befolyasoljak az embriofejlédést szabalyozo hormonok az aktivator E2F és RBR gének expresszidjat. Vad tipusu
csirandvényekben vizsgaltdk meg, hogy az adott hormonkezelés (1uM auxin, 10uM ABA, 1uM GA3) milyen

expressziés valtozast okozott a vizsgélt gének esetében 30 perccel, 1 oraval és 3 oraval a kezelést kovetden.
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Csirandvényben az E2FA expresszidja az ABA kezelés elején kis mértékben megemelkedett, de ez az emelkedett
expresszié a kezelés tobbi pontjan mar nem volt lathatd, mig az auxin és a GA3 a kezelés végén emelte meg kis
mértékben az E2FA expresszi6jat. Az E2FB expresszidja csirandvényben az auxin kezelés elején kissé lecsokken,
mig a kezelés végére inkabb megemelkedik. Az ABA kezelés végén is kismértékben megemelkedik az E2FB
expresszidja. A GA3 kezelés nem volt Iényeges hatassal az E2FB expresszidjara. Az RBR expresszidja az auxin és
az ABA kezelés hatasara is megemelkedett a csirandvényekben a hormonkezelés végére, de mig az auxin csak Kis
mértékben emelte meg az expresszidjat, addig az ABA esetében masfélszeres novekedés tortént. A GA3 kezelés a
RBR expressziojaban sem okozott lényeges valtozast. Erett magokon is megvizsgaltak, hogy az adott hormonkezelés
(3uM és 30uM ABA és 5uM GA3) milyen expresszios valtozast eredményez a vizsgalt gének expresszidjaban.
GA3 esetében 3, 6 és 9 oraval a kezelést kovetben. A kezelést megeléz6en az E2FA alacsonyan, mig az E2FB
magasan expresszal az érett magban. Csirazaskor az E2FA expresszidja megemelkedik, mig az E2FB expresszidja
lecsokken. Az ABA kezelés kis mértékben megemeli az E2FB expresszidjat a magban. Az E2FB expresszidja GA3
hatésara is kis mértékben emelkedik meg, de csak a kezelés kdzepén. Kis mennyiségli ABA kezelés kis mértékben
emeli meg az E2FA expresszidjat a magban, mig GA3 kezelés hatasara duplajara emelkedik az E2FA expresszidja a

kezelés végére. Sem az ABA sem a GA3 kezelés nem befolyasolja jelentdsen az RBR expresszidjat a magban.
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