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BEVEZETES

A ndvényi novekedést meghatarozdé molekuléris szabalyozé rendszerek megismerése a
ndvénybiologia jelenleg is intenziven kutatott terllete, megértésiik nemcsak tudoméanyos,
hanem gyakorlati szempontbdl is korunk egyik legizgalmasabb névénybioldgiai problémaja.
A fejlédé novényekben a sejtciklus alatt a sejtosztodasi gének koordindlt mukodését a
jelenleg elfogadott modell szerint egy az evollcidé sordn konzervalddott transzkripcionalis
mechanizmus iranyitja, melyet a benne résztvevd szabalyozd elemekrél E2F-RB-nek
neveztek el, amely elsésorban a sejtosztodasi gének be és kikapcsolasaban vesz részt (Magyar
és mtsai., 2008). Arabidopsisban egyetlen RB rokon fehérjét azonositottak (RBR), amely
harom E2F transzkripcids faktorral (E2FA, E2FB, E2FC) képes komplexet alkotni (Magyar €és
mtsai., 2016). Az E2FA és az E2FB transzkripcios faktorok tultermeltetése noveli az
osztddasok szamat, mig az E2FC esetében a tdltermeltetés gatolja a sejtosztddast a
posztembriondlis fejlédés soran. Ezek alapjan az E2FA és E2FB transzkripcids faktorokat
aktivatornak, az E2FC-t represszor tipusunak tekintjuk (De Veylder és mtsai., 2002; del Pozo
és mtsai., 2006; Magyar és mtsai., 2005; Magyar és mtsai., 2012; Sozzani €s mtsai., 2006). A
novényi sejtosztodas az embrid fejlédése soran is egy szigorian szabalyozott folyamat, ahol
az 0szt0dasok iranyitottan, egy meghatarozott ,,koreografia” szerint valosulnak meg. Az
embridgenezis soran a sejtosztodasi és az érési gének koordinaltan fejez6dnek ki, de nem
igazan ismert még, hogy a fejl6dé magban pontosan mi hangolja ssze ezeket a folyamatokat.

A ndvényi magfejlodés két, egymast kovetd szakaszra oszthatd; az els6é a
morfogenezis, amelyben a sejtosztodas a f6 esemény, a masodik a mag érési fazisa, melyben
az embrid eléri végsd méretét és ahol a tartalék tdpanyagok felhalmozddnak (Holdsworth és
mtsai., 2008; Lau és mtsai., 2012; Sun és mtsai., 2010). Az embridgenezis utols6 lépése a
szarazsag toleralasara val6 képesség megszerzése és a magnyugalmi allapot kialakulasa
(Devic és Roscoe, 2016). Mezdgazdasagi szempontbdl ezek mind igen fontos folyamatok,
amelyek meghatarozzak a képz6dd magok mindségét. A mag érésének genetikai
szabalyozédsaban a LEC1 és harom egymassal rokon B3 tipusu 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 expressziojat (Kroj és mtsai., 2003), addig a LEC2 TF szabalyozza a
WRII TF kifejez6dését is, melynek célgénjei a zsirsavszintézisben szerepet jatszo gének

(Baud és mtsai., 2007).



Az eukariota sejtosztodas szabalyozasanak legujabb felfedezése a DREAM, amely egy
tobb komponensbdl allo fehérje komplex. Ezt a transzkripcids faktorokat magéba foglald
fehérje komplexet az allati modell ¢él6lényekben mutattak ki eldszor és Osszetétele a
kiilonbozo allati fajok ellenére, meglepden hasonlonak bizonyult. Funkciondlis jellemzése
soran megallapitottak, hogy elsddleges funkcidja a represszio: differencialédasi géneket
kapcsol ki 0sztdédo sejtekben, és megakadalyozza, hogy a korai illetve késoi sejtciklus gének
rosszkor, pontatlanul miikddjenek a sejtciklus sordn (Sadasivam és deCaprio, 2013). A
novényekben szdmos olyan transzkripcios faktor megtalalhatd, amely novényi megfeleldje az
allati DREAM komplex komponenseinek, de DREAM komplexet eddig nem azonositottak
névényekben.

Nemcsak tudomanyos, hanem mezdgazdasagi szempontbol is fontos megérteni,
hogyan szabalyozddik a magfejlédés. Kiilondsen iddészerli ez napjainkban, amikor a
folyamatosan novekvé lélekszam ¢és a kedvez6tlen éghajlati valtozasok mellett kellene
fokozni a terméshozamot. Az E2F-RBR szabalyozas elsésorban, mint a sejtosztodasi gének
,kapcsoldja” van elkonyvelve, és kevésbé ismert, hogy mas folyamatok, és gének mitkodését
is iranyithatja. Eredményeink alapjan az E2F-RBR egy olyan koordindciés mechanizmus
kozponti eleme, amely a fejlddd magban els@sorban az osztddasi és az érési folyamatok
Osszehangolasaban jatszik meghatarozo szerepet, mig meglepd mddon a sejtosztddast aktivalo
funkcidja kevésbé hangsulyos. Sikerllt ugyanakkor kimutatnunk az éallati DREAM
komplexekkel hasonld 0Osszetételi novényi fehérje komplexek jelenlétét, amelyek
novényspecifikus tulajdonsagokkal is rendelkeznek.

Az E2F-RBR szabalyozds jobb megértése és megismerése azzal a lehetdséggel
kecsegtet, hogy a mezdgazdasagilag fontos novényekben is javitani, fokozni lehet a magok

mindségét és a terméshozamot.



CELKITUZESEK

1. Jellemezziik az aktivator E2F transzkripcids faktorokat (E2FA és E2FB) a mag és az
embri6é fejlodése soran. Mennyire egyediek és mennyire atfedéek a funkcidik?
Egymashoz képest hogyan fejezddnek ki a fejlédd becdben €s magban mRNS és

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

2. Milyen szabalyozé szerepet jatszanak az aktivator E2F transzkripcids faktorok a mag
¢s az embrid fejlodése soran kiilonds tekintettel a sejtosztddas szabalyozasara?
Hogyan valtozik meg a sejtosztodasi gének kifejez6dése az aktivator e2fa-2, e2fb-1
szimpla és az e2fa-2/e2fb-1 dupla mutans magokban és becokben? Hogyan valtozik
meg az embrié és az embrionalis szervek mérete és hogyan alakul a sejtszam és

sejtméret az e2f mutans embridkban?

3. A mag eérési génjeiben (LEC2 és WRI1) kimutathatd E2F-kot6 szekvencia, ami alapjan
feltételezhet6 az E2F transzkripcids faktorok szabalyozo szerepe. Megvizsgaljuk vajon
az E2F faktorok szabalyoznak-e mas, nem sejtciklus géneket is a fejlédé magban és

becdben, €s ha igen, akkor ez milyen hatassal van a fejlodé embridra és magra?

4. Az allati E2F fehérjéket tobbkomponensii in. DREAM fehérje komplexben mutattak
ki, melyek elsddleges funkcidja a represszid. Megvizsgaljuk a ndvényekben is
talalhat6-e az allatihoz hasonl6 Osszetételii DREAM komplex? Vajon a névényi E2F-

ek milyen fehérjékkel lépnek kdlcsonhatasba?

5. Az E2FB az Arabidopsis egyik legkdzelebbi rokonaban, a repcében (Brassica napus)
is megtalalhat6. Mennyiben hasonlit a repce E2FB az Arabidopsis rokonahoz? Vajon a
repce E2FB génje az Arabidopsisban hasonld gyokér kifejezO0dést mutat az
Arabidopsis sajat, endogén E2FB fehérjéjével? Milyen fehérjékkel 1ép kdlcsonhatasba
arepce E2FB?



ALKALMAZOTT MODSZEREK

1. Felhasznalt és létrehozott ndvényi vonalak és a kisérletek soran felhasznalt bec6k méret

szerinti csoportositasa

Felhasznalt Arabidopsis, Brassica, Arabidopsis transzfromans és

Arabidopsis mutans vonalak

Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0)

Brassica napus cv. Westar

POE2FA-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 (Horvéth és mtsai., 2017)
e2fa-2/e2fb-1 (Heyman és mtsai., 2011)

Munkank soran eléallitott Arabidopsis transzformans vonalak
pPWRI1-CFP

pMUEFWRI1-CFP

pLEC2-CFP

p™utE2F EC2-CFP

pgBrE2FB-vYFP

1. téblazat: Felhasznalt és létrehozott Arabidopsis és Brassica nGvényi vonalak jegyzéke.
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1. &bra: Kiilonbozé fejlédési stadiumu becé mintak, melyek a Kkiilonb6zé magfejlodési
allapotokat mutatjak be.

Az els6 korai fejlodési stadiumba tartozo becoket (morfogenetikus, 0sztodd becok és magok)
par nappal a megtermékenyitést kovetden, néhany milliméteres hosszusagnal gyjtottiik be. A
masodik fejlodési stadium becdit 0,4-0,6 cm méretnél gyljtottik be (dtmeneti fazis a
morfogenikus szakasz és az érési szakasz kozott). A harmadik stddium bec6i zold szintiek €s
elérték a vegleges méretliket (érési fazisu becok). A 4. stadium becéinek mérete a 3. stadiumu
bec6k méretéhez hasonld, de sarga szintiek (érés utani nyugalmi fazist becok). A beporzas

utani napok szamat a tablazat jobb oldaléan jel6ltik.

2. Plazmid konstrukcidk létrehozasa (pWRI1-CFP; p™E2FWRI1-CFP; pLEC2-CFP;
pMUE2F| EC2-CFP; pgBrE2FB-vYFP)

2.1. Genomi DNS tisztitasa CTAB extrakcios modszer a segitségével
2.2. Genomi klonok létrehozasa Phusion DNS polimeraz segitségével
2.3. PCR termékek tisztitasa poletilén-glikollal (PEG)

2.4. Klonozds Gateway™ (Invitrogen) modszerrel, homoldg rekombinacio

segitségével

2.5. BP Kklénozasi reakcio

2.6. LR klonozasi reakcio

2.7. Hely specifikus mutaciok létrehozésa, a Quick change mutagenezis modszerével

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



4. A szelektalt bakterialis klonok tovabbi ellenérzése koldnia PCR segitsegével
5. Plazmid izolalasa bakterialis tenyészetekbdl

6. Plazmid DNS transzformalasa és felszaporitdsa Agrobacterium tumefaciens
(pSoupAgricola/GV3101) sejtekben

7. Agrobacterium kozvetitette genetikai transzformacio, a transzformalt Arabidopsis

novények antibiotikumon torténd szelekcioja
8. Western immunoblot analizis
9. Fehérje komplexek tisztitasa immunoldgiai eljarassal (ko-immunoprecipitalas vagy Co-IP)

10. RNS tisztitds CTAB-LICI extrakcios modszerrel, cDNS irds és kvantitativ valos idejii
PCR (qRT-PCR)

11. Kromatin immunoprecipitacié (ChlP)
12. Fehérjék tdmegspektrometrias analizise

13. Embriopreparalas, mikroszkopos vizsgalatok



EREDMENYEK

1, Az aktivator E2FA és E2FB szimpla és dupla mutansok érett embridiban a sejtszdm a
kontrollhoz képest nem véltozik meg. A fejlédé embridban a két aktivator E2F funkcidjara
ugyan sziikség van a sejtciklus szabalyozo gének teljes, maximalis kifejezédéséhez, de a
csokkent expresszié ellenére a sejtosztodasban nem lattunk lényeges kilonbseget a
kontrollhoz képest. Ezek alapjan, az embridgenezis sordn az aktivator E2F-ek nem

esszencialis komponensei a sejtosztddba l1épésnek.

2, Az aktivator E2F-ck a sejtciklus gének represszoraiként mitkodnek a mag nyugalmi
fejlédési szakaszaban. Feltételezziik, hogy mindkét E2F az RBR fehérjével hoz létre
represszor komplexet és ez az E2FC-vel kiegészulve fontos szerepet jatszhat a mag nyugalmi
allapotanak a kialakitasaban. Lattunk némi eltérést is az E2FA ¢és az E2FB mukodése kozott:
mindkettd gatolja az S fazis specifikus szabalyoz6 gének kifejezodését, mig az M fazis
specifikus CDKB1;1 expressziojat egymassal ellentétesen szabalyozzak; az E2FA gatolja,

mig az E2FB aktivalja a gén kifejez0dését.

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

szabalyozo szereppel birhat ebben a magfejlddési stadiumban.

4, A LEC2 és a WRI1 TF-ok prométerében talalhatd E2F kotéhely mutacidja ezeknek a
géneknek az id6 eldtti, mar a magfejlodés osztodasi fazisa soran bekovetkezd aktivacidjahoz
vezet. A kulcsfontossagl mageérési 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 osztddé embridban korlatozzak azok
miitkodését, hanem a mag érési fazisa soran is képesek befolyasolni az expresszios szintjuket

(mintegy bedllitjak, finoman hangoljak a kifejez6désiiket).

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

prométerehez, mégpedig az E2F kothelyhez specifikusan.

6, A mag legfontosabb tartalék fehérjéi, a 2S albumin és a 12S globulin id§ eldtt
felhalmozodnak, mar a magfejlédés osztodasi fazisa soran az e2fa és e2fb szimpla és dupla

mutansokban. A kiilonb6z6 funkcidvesztéses e2fa és e2fb mutansokban tapasztalt tartalék



fehérje felhalmozodas alapjan feltételezzik, hogy az E2F-ek az RBR-rel komplexben

megakadalyozzak a tartalék fehérjek korai, id6 el6tti felhalmozodasat.

7, Mind a két els6sorban embrionalis gén, a LEC2, és a WRI1 az Arabidopsis gyokérben is
kifejezédik, leger6sebben a gyOkérmerisztéma Ossejt régioban. Az E2F TF-ok a WRI1
kifejezodését akarcsak az embridban, a gyokérben is gatoljak, de a LEC2 muikodését a
gyokérben az embridval ellentétesen szabalyozzak. Ez alapjan az E2F szabalyozas egy adott

gén esetében a fejlédési stadiumtol fliggden valtozhat.

8, Kimutattuk, hogy a névényekben is vannak DREAM jellegli fehérje komplexek, amelyek
Osszetéetele hasonl6 az allati DREAM komplexekhez. Szemben az allatokkal azonban, a
novényekben talalhatd represszor E2FC mellett, az aktivator E2FB is részt vesz ilyen tipusu
komplexek formélasdban. A fiatal osztdd6 levélben az E2FB az aktivator MYB3R4
fehérjéhez kapcsolodik, mig a mar differencial6dd levelekben a represszor E2FC a represszor
MYB3R3 fehérjehez asszocialodik. A MuvB (MIP) kdzponti egység 0Osszes eleme
megtalalhaté a névényi DREAM komplexekben.

9, A repce E2FB genomikus klonjaval transzgenikus Arabidopsis névényeket hoztunk létre. A
gyokérmerisztémaban a repce és az Arabidopsis E2FB fehérjék nagyon hasonld expresszios
mintazattal rendelkeznek; az E2FB mindkét esetben sejtmagi lokaliz&cidju és a poszt-
mitotikus sejtekben halmozddik fel nagyobb mennyiségben. Ez alapjan az E2FB fontos
szerepet jatszhat a sejtmegnyulasban és a differencidlédasban is. A repce E2FB fehérje
kélcsonhat az RBR, a DPA és DPB fehérjékkel, valamint a DREAM komplex egyik
komponensével, az ALY 3 fehérjével is. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy a repce E2FB
az Arabidopsis E2FB fehérjéhez hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkezik.
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2. dbra: Az aktivator E2F-ek feladatat a mag és az embriofejlodés soran bemutato
modell.

A mag ¢és embriofejlodést két egymast kovetd, ellentétesen szabalyozott folyamat hatirozza
meg. Az elsé az osztddasi fazis, melynek soran létrejonnek az embridra jellemzd szervek és
szovetek (morfogenezis), a masodik a mag érési fazisa, amely soran megtorténik a
differencialodas és f6 eseménye a tartaléktapanyagok felhalmozddasa (zold és fekete
haromszogek). Az aktivator E2F-ek feladata a morfogenezis soran a sejtciklus szabalyozo
gének teljes mértékli aktivalasa, mig az érési fazisban a magnyugalmi allapot megteremtése a
sejtosztodas gatlasan keresztiil, felteheten az E2FC-vel egyltt és az RBR-el komplexet
alkotva. Az aktivator E2F-ek gatoljak a morfogenezis sordan a mag érési programjat.
Megakadalyozzak a mag érési gének, mint a LEC2 és a mag tartalék fehérjéinek, mint a 2S
albumin ¢€s a 12S globulin 1d6 eldtti felhalmozodasat. A magfejlédés differencialédasi fazisa
soran pedig finoman hangoljdk a mag érési gének kifejez0dését és ebben a szabalyozasi

folyamatban feltehetden az E2FC és az RBR is részt vesz.
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