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BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Az él6 sejt azon lényegi tulajdonsaga, mely képessé teszi természete
atorokitését az utddokra, a sejtfelépitési organizmusok életének alapvetd feltétele
élévilagunkban. Bar tébb mint szaz éve ismert tény, hogy a sejtek osztdédassal
szaporodnak, csak az utdbbi harom évtized soran sikerult azonositani azokat a
molekularis mechanizmusokat, amelyek sejtciklust szabalyozasaban kozponti
szerepet jatszanak. Ezen kutatasok jelent6ségét jol jelzi az a tény is, hogy 2001-
ben kapott a sejtciklus kulcs szabalyozdéinak felfedezéséért Nobel-dijat Leland H.
Hartwell, R. Timothy (Tim) Hunt és Sir Paul M. Nurse. A sejtosztédasi kutatasok
kulonos fontossaga Osszeflgg azzal, hogy a human rakos megbetegedések
hatterében osztddasi zavarok mutathatok ki. Ezért nem meglep6, hogy a
sejtosztddasi ciklus a legintenzivebben tanulmanyozott biolégiai folyamatok egyike.

A novények legfontosabb tulajdonsaga kétségtelenll az, hogy képesek a
napfény energiajat megkotve szervetlen anyagbol az emberiség szamara is
nélkulozhetetlen szerves tapanyagot el6allitani. A gazdasagilag hasznositott
novényi szervek felépitése, mérete a sejtek osztdédasi és differencialédasi
folyamatainak ered6i. Ezért a névényi sejtosztédas szabalyozasanak és pontos
mechanizmusanak megértése meghatarozo jelentéségl az emberiség élelmezése
szempontjabdl.

A sejtosztédas alapvetd folyamatai és a szabalyozasaban szerepld molekulak
széles kore, hasonlé modon mikodik minden eukariota organizmusban. A
filogenetikai konzervaltsag mellett a sejtosztddas novény specifikus szabalyozoit is
fel lehet ismerni. Ez indokolja a ndvényi sejtciklus kutatas létjogosultsagat az
éleszt6, Drosophila és emlds kisérleti rendszerek vizsgalatan tual. A ndvények
alkalmazkododképességének egyik meghatarozé tényezbje sejtjeik folyamatos
osztodasa és uj szervek képzbdése, az egyedfejlddésuk nagyfoku rugalmassaga,
melynek a helyhez kotottséguk miatt, a kdrnyezettel teljes 6sszhangban kell lennie.
Ehhez a plaszticitdshoz hozzajarulhat, hogy meglepéen nagy szamban
azonositottak a sejtosztédas szabalyozasaban kulcsfontossagu, a CDK-k
aktivalasaért felelés ciklineket, illetve a G2/M fazisatmenet regulaciéjaban kétféle

(“A és B”) CDK tipus vesz részt, melybél az utébbi névény specifikus CDK kinaz.



Csoportunk az utdbbi két évtizedben tdébb sejtciklus szabalyozasaban fontos
szereppel rendelkezé gént izolalt lucernabdl és rizsbél (CDK-k, ciklinek, CDK
inhibitor, RB-homologok és E2F gének), melyek tovabbi jellemzésével hozzajarult
a noveényi sejtciklus szabalyozasanak mélyrehatdébb feltdrasahoz. A csoportunk
kutatbmunkajaba a lucerna sejtosztédas szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjék
vizsgalataba kapcsolédtam be. Dolgozatomban az irodalmi attekintés utan, a
lucerna D-tipusu ciklinekkel és CDK-komplexekkel kapcsolatos kisérleteinket, majd
a G1/S fazis atmenetben legfontosabbnak ismert szubsztrat fehérjéjukre, a
retinoblasztdma-homologra koncentralt eredményeinket mutatom be.
Vizsgalatainkban, mint kisérleti objektumot elsésorban az A2 sejtszuszpenziét
(Medicago sativa ssp. varia A2) hasznaltuk. Hasonléan az A2 szuszpenzitt
alkalmaztuk, a kettés blokkolt szinkronizaciés kisérleteinkben, a G2/M
fazisatmenetben szereplé CDK-ciklin komplexek és a lucerna CDKB2;1 kinaz
mitotikus funkcidjanak pontosabb megismeréséhez. Beszamolok még az auxin és
citokinin hormonoknak a CDK-ciklin komplexek reaktivaciojaban szerepet jatszo, a
G1/S és G2/M fazisatmenetre gyakorolt hatasairdl, melyeket a Iucerna
levélprotoplaszt unicellularis rendszerében vizsgaltunk.

Kisérleteink soran az alabbi kérdésekre kerestuk a valaszt:

e Milyen D-tipusu ciklinek hatnak koélcsdon a lucerna CDK kinazokkal, és igy

melyik sejtosztddasi fazis szabalyozasaban jatszanak szerepet?

e Tudjak-e foszforilalni az A- és a ndvény specifikus B-tipusu kinaz komplexek
a lucerna retinoblasztdma-homolog fehérjét?

e Hogyan valtozik az MsRBR1 fehérje mennyisége a sejtosztdédas folyamata
soran lucernaban?

e Hogyan befolyasoljak a novényi hormonok a lucerna RBR fehérje
mennyiségét az A2 sejtszuszpenzioban, illetve a kbzvetlen regeneraciora
képes Medicago truncatula R-108 kalluszokban?

e Milyen hormonalis feltételek mellett aktivalédnak a G1/S és G2/M
fazisatmenet szabalyozasaban szerepet jatszé Ilucerna CDK-ciklin
komplexek?

e Hogyan pontosithaté a G2/M fazisatmenet és a mitdzis soran aktivaloédéd

CDK kinazok funkcitja?



KISERLETI ANYAGOK ES MODSZEREK

Novények és sejtkulturak
- Medicago sativa L. ssp. varia; A2 genotipusu, és az ugyanezen genotipusbol
szarmaz6 folyadék sejtszuszpenzios kultura.

- Medicago truncatula cv. R 108 sejtszuszpenzio

Altalanos rekombinans DNS technikak
- Plazmid tisztitas, PCR, klébnozas

Fehérje analizis technikak
- Novényi teljes sejtfehérje kivonat készitése
- SDS poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE)
- Immunoblot
- Kapcsolt in vitro transzkripcio és transzlacios rendszer (TnT)
- Immunoprecipitalas
- CDKkinaz aktivitas meghatarozasa
- Bakterialisan tultermeltetett fehérjék tisztitasa
- Poliklondlis ellenanyag termeltetés és affinitas tisztitasa
- Elesztd kettés hibrid kélcsénhatas vizsgalat

- p13suc1 kotés

Sejtbioldégiai médszerek
- Lucerna A2 szuszpenzios sejtek szinkronizalasa
- Lucerna levélprotoplaszt izolalasa
- Immunolokalizacio
- Az S fazis aranyanak megallapitasa BrdU sejtmagi DNS-be torténd
beépllésével
- Aramlasos citometria

- Mitotikus index meghatarozas

Szamitdgépes szekvencia analizisek



EREDMENYEK

A megfeleléen lejatsz6dd sejtosztédas alapja mind az egysejti, mind az
Osszetettebb organizmusok létének, szaporodasanak. A sejtosztodas tuzetesebb
megismerése egyarant fontos a human orvosgenetika és a ndvénybioldgiai
szempontjabdl, hiszen az emberiség szamara termeszthetd, elegendé mennyisegl
és megfelel6 minéségl novenyi taplalék elballitasa alapvetd szukséglet. A noveényi
molekularis biologia térhéditasat bizonyitjdk az eddig erdfeszitések is, melyek a
teljes névényi genomok megismerésére koncentraltak. Ez a fejlédés tette lehetéve,
hogy az utébbi két évtizedben a mikroszképos megfigyelések adta lehetéségen tul,
novényi sejtciklus szabalyozas kutatasaban is tekintélyes ismeretanyag gydlt
0ssze, kdszonhetben a molekularis bioldgia folyamatosan bévilé eszkdztaranak.

A magasabbrendi névények morfoldgiadja, sejtosztédasuk és differenciacidjuk
nagyfoku plaszticitasa és helyhez kotott életmddjuk a vizsgalt allati modell
organizmusok molekularis szabalyozasi folyamataihoz viszonyitva jelent6s
kulonbségekre enged kovetkeztetni. Az eddigi eredmények alapjan azonban
elmondhatd, hogy a sejtciklus szabalyozasaban a foébb résztvevé molekulak
nagyfoku szekvenciadlis és funkcionalis homoldgiat mutatnak az allatok és a
novények kozt, de a ndvény specifikus folyamatok szerepe vitathatatlan.

Csoportunkban sikerult tobbek kozott a gazdasagilag fontos, nitrogént kotd
tulajdonsagardl j6l ismert pillangds virdagu lucernabdl izolalni az allati sejtciklus
szabalyozasban megismert és legfontosabbaknak talalt fehérjéket (ciklin-fliggd
kinazokat, ciklineket, inhibitort), valamint tovabbi kulcsfontossagu szereppel bird
fehérjéket, mint a retinoblasztdma tumor szupresszor és E2F transzkripcios
faktorok homoldgjait. A kutatdbmunkank soran a lucerna sejtciklus szabalyozasaban
az emlitett fehérjék funkcidjanak részletesebb megismerésére fokuszaltunk és a
kovetkezOkben 0sszefoglalt fontosabbnak vélt eredményekre jutottunk:

1.  Kerestuk, hogy milyen szerepuk van a korabban éleszt§ kett6s hibrid
technikaval izolalt uj tipusu lucerna Medtr;CYCD1;1 és Medtr;CYCDG6;1 ciklineknek
a sejtciklus szabalyozasaban és mely CDK kinazokkal képezhetnek aktiv
komplexeket. Az éleszt6 kettds hibrid kisérleteink soran sikerult igazolnunk lucerna
D-tipusu ciklin és CDK fehérje kdlcsonhatasokat. A Medtr;CYCD1;1 a B-tipusu



CDK-kal mutatott er6sebb kdlcsdnhatast, mig a Medtr;CYCD6;1 LxCxE RB-k6td
motivumot nem tartalmazé ciklin egyértelmiien csak a CDKA-val kapcsolddott az
élesztd kettds-hibrid vizsgalatokban. A retikulosejt lizatum segitségével transzlalt
Medsa;CYCD3;1 ciklin kotédott a CDKA lucerna kinazhoz, mikdzben aktivalta is
azt. A CYCD3;1 ciklin expresszidos adatai alapjan a CDKA G1/S fazisos
aktivalasaban lehet szerepe, melyet a szinkronizaciés kisérleteinkben a GST-
CYCD3;1 fuziés fehérjével kotott kinaz aktivitasok is alatamasztanak. A D-tipusu
ciklinek altalaban, ahogyan a Medtr;CYCDG6;1 ciklinr6l is megallapitottuk,
els6sorban az osztdédd szdvetekben halmozdodik fel, ami sejtciklusban betoltott
szerepére utal. Bar érdekes modon tobb mas novényi D-tipusu ciklinhez hasonléan
a fehérje mennyisége a sejtciklus fazisok soran kozel egyenlé marad.

2. In vitro foszforilaciés kisérleteinkkel megallapitottuk, hogy a Ilucerna
sejtszuszpenziod telijes fehérje extraktumabdl specifikus ellenanyaggal kikotott
CDKA, valamint a mitézisos CDKB2;1 komplexek képesek a Ilucerna
retinoblasztdma-homolog (MsRBR1) fehérjét is foszforilalni.

3. A retinoblasztdma-homoldg vizsgalatok az utébbi években kiemelt figyelmet
kaptak a novényi molekularis kutatasokban. Kisérleteinkkel megerésitést nyert,
hogy a lucerna retinoblasztoma-homolég (MsRBR1) fehérjének szerepe van a
novényi sejtciklus szabalyozasban. A megfelel6 poliklonalis ellenanyag
segitségével lehetbve valt, hogy megvizsgaljuk a lucerna RBR fehérje mennyiségi
valtozasait a sejtciklus egyes fazisaiban. A lucerna retinoblasztéma-homolog
mennyiségét szinkronizalt sejtkulturaban vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
sejtciklus S és G2/M fazisaig a fehérje mennyisége lassan n6, majd az M-fazistdl
egyértelmlen visszaesik. Ugyanakkor mind a hidroxiurea mind a kettés blokkolt
szinkronizaciés kisérletekbdl kapott eredményeink azt tamasztjak ala, hogy az
MsRBR1 feltételezett hiperfoszforilacidés formaja is sejtciklus figgé mdédon valtozik.
Ennek az MsRBR1 formanak a mennyisége az S-fazistol er6sodik, és a késé G2/M
szakasz utan a kovetkez6 ciklusig megmarad, ellentétben a csokkend mennyiségu
normal méretli MsRBR1 fehérjével. igy feltételezzilk, hogy a retinoblasztéoma-
homolég foszforilacidéja hasonlé szabalyozd szerepet tolt be a noévényi G1/S
sejtciklusos atmenet szabalyozasaban, mint ahogy az mar a human pRB esetében

megallapitast nyert.



4. Megvizsgaltuk, hogy egyes novényi hormonok hogyan hatnak az MsRBR1
fehérje mennyiségére. Mivel a lucerna retinoblasztdma-homolég detektalhatosaga
csak sejtszuszpenzidés fehérje mintakban bizonyult megfelelének, ezért azt
valasztottuk a kisérleteink elvégzéséhez vizsgalati objektumként. Az eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy az auxint tartalmaz6 és a hormonmentes
tapoldatokban eltér6 RBR fehérje detektalhatd, amely Osszefliggést mutat a
szuszpenzio sejtciklusos aktivitassal.

5. A lucerna RBR1 fehérje érdekes feltételezett modifikaciojat detektaltuk a
Medicago truncatula R-108 mikrokallusz sejttenyészetében a hormonmentes
taptalajon valé novesztés hatasara. Néhany nappal a szuszpenzid lemezre
szélesztéseét kovetben lecsOkkent a kimutathato RBR fehérje mennyisége, majd
egy-masfél hét mulva megjelent egy erésen detektalhatoé jel az immunobloton a
magasabb molekulasuly tartomanyban. Ez a modifikacié feltehetéen az RBR
fehérijenek a kromoszoma atrendez6désben betoltdtt szabalyozd szerepével
kapcsolatos, amely a sejtek differencialédasi folyamata soran nyilvanvalé. Ennek a
feltételezett RBR fehérje modifikacio tipusnak a megallapitasahoz még tovabbi
kutatbmunka szukséges. Ugyanakkor az RBR ellenanyaggal immunoprecipitalt
mintakbdl sikerult a kdlcsonhatok kozott azonositanunk egy hésokk proteint, mely
az ismert human példanak megfelel6en feltehetéen a retinoblasztoma fehérje
stabilitasaban jatszhat szerepet.

6. Arra a kérdésre is kerestik a valaszt, hogy milyen molekularis folyamatok
jatszanak szerepet a hormon indukalt sejtciklus reaktivacioban lucerna
levélprotoplaszt sejtek esetében, azaz a sejtek els6 osztédasanak folyaman
hogyan és mikor aktivalodnak a CDK fehérjék komplexei €s ebben milyen szerepe
van a vizsgalt auxin és citokinin hormonoknak. A kisérleteinkb6l megallapitottuk,
hogy az auxin nélkllézhetetlen a lucerna CDKA kinaz szintéziséhez, mig a
citokinin hozzaadasa a reaktivalodott protoplaszt sejtek mitdzisba valo
belépéséhez volt minden esetben elengedhetetlen.

7. A lucerna sejtszuszpenzié kettés blokkolasos kombinalt szinkronizacios
technikajat alkalmazva, pedig megerésitettik, hogy a sejteknek szukseguk van az
aktiv CDKA-ciklin komplexre a G2/M ellen6rzési ponton valé atjutashoz. Ezt

kovetben a CDKB2;1 ndvény specifikus kinaz a sejtek G2/M ellen6rzési ponton



valé atjutasakor rogton kifejezédik, mikdzben jelentds kinaz aktivitasra is szert

tesz, mely alatamasztja a kinaz mitotikus funkciojat.
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