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BEVEZETES

A hisztonok négy fajtdja, a hiszton H2A, H2B, H3 és H4 egy
oktamer (8 részbol allo) egységet alkotva az alapjat képezi a
nukleoszémaknak. Erre tekeredik a DNS, minden egyes hiszton
oktameren két csavarulatot alkotva. A sejtciklus S fazisaban torténd
DNS replikacio soran a hisztonok levalnak a kromoszémakrol, hogy
a leanysejtekben ujraszervezédve ismét kromatinna alakuljanak a
DNS molekulakkal. A hisztonok cserélédése, atszervezOdése
azonban nem csak mitozis alatt torténik. Ujonnan szintetizalodott
hiszton varidnsok épiilnek be a kromatinba transzkripcio, DNS
javitas, és rekombindcié soran is. A hiszton chaperone-ok a
hisztonokhoz k&tddnek, és részt vesznek a kromatin folytonos
ujraszervezddésében, ezen kiviil megakadalyozzak az erésen pozitiv

toltésti hisztonok és az erdsen negativ toltésiic DNS spontan

s

A hiszton H2A és H2B proteinek hiszton csaperone-ja a NAP1
(nucleosome assembly protein 1), amely segiti azok kromatinna
csomagolodasat mitozis soran. A NAP1 fehérjékrol kialakuld kép azt
mutatja, hogy a hiszton H2A és H2B fehérjék nukleoszomaba valod
beépiilésén tal segitik azok sejtmagba torténd szallitasat, és
szabalyozzak a kromatinszerkezet aktiv atalakulasait. Mindemellett a
kromatinnal kolesonhatva, mint szdvetspecifikus faktoroknak,

szereplik van a sejtosztodas és a génkifejezédés szabalyozasaban

A NAP1 fehérjecsalad tagjai savas karakter(i fehérjék. Mindegyikiik

tartalmaz egy konzervalt kozponti NAP domént. Ezen kiviil



hordoznak egy erésen savas C-terminalis domént, és egy valtozd
hosszusagua  N-terminalis kezdeti szakaszt. Eleszt6ben
(Saccharomyces cerevisiae) egyetlen NAP1 fehérje fordul el§. Ezzel
szemben a tObbsejtli organizmusok szamos NAP1, és NAP1-szerti
fehérjével rendelkeznek. Novényekben a NAP1 fehérjéknek szamos
fajtaja fordul eld, nem egy gén altal kodoltak. A NAP1 fehérjék
mellett a névények rendelkeznek a NAP1 fehérjével rokon, de kiilon
filogenetikai csoportot alkotd fehérje csoporttal, az NRP-kkel
(NAP1-related protein). Ezek a fehérjék erésen hasonlitanak a
huméan SET/I,”"?* fehérjére, amely szintén a NAPI csalad tagja. A
ludfit NAP1 csalad tehat négy NAP1 fehérjét (NAP1;1, NAPI1;2,
NAPIL;3, és NAP1;4), és két NAP1 rokon NRP fehérjét (NRP1 és
NRP2) tartalmaz.

A ludfi NAP1-related protein 1 és 2 (NRP1 és NRP2) fontos
szerepet jatszik a sejtciklus szabalyozasaban és a gyokér merisztéma
kialakulasdban, tovabba valdsziniisitheté hiszton chaperone
funkciojuk is. Az Arabidopsis nrpl-1 nrp2-1 dupla mutans névények
er6sen érzékenyek genotoxikus stresszre, és karosult benniik a
szomatikus homoldg rekombinacié jelensége. A Medicago sativa nrp
génrdl pedig kimutattdk, hogy magasabb szinten fejezddik ki 2,4-
diklorfenoxiecetsav hatasara bekdvetkezd szomatikus embriogenezis

soran.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

* Novények ¢és sejtkulturak fenntartdsa, stressz kezelések
« Ludfii protoplasztok izolalasa és transzformalasa

* Foszfataz aktivitas mérések

*Ko-immunoprecipitalas és kromatin immunoprecipitalas
* Genetikai manipulaciok, GATEWAY technologia

* RNS izolalas, cDNS szintézis

* Val6s idejii polimeraz lancreakcio (PCR)

* Bakterialis fehérje expresszio €s tisztitas, ellenanyag termelés
* Novényi fehérjék tisztitdsa, immunoblot analizis,

* Immunolokalizacio

* Fluoreszcencia kiégetés (FLIP)

* Pasztazo l1ézer konfokalis mikroszkop hasznalata

CELKITUZESEK

Vizsgalataink célja az wvolt, hogy a ladfii NRP1 fehérjét
funkcionalisan jellemezziik. Meg kivantuk hatarozni a szerin/treonin
foszfataz  enzimekre gyakorolt hatasat, a sejten  belili
elhelyezkedését, a kolcsonhatdo fehérjéket, a kifejez6désének
paramétereit, és a tultermelddésének a hatasait, hogy ezaltal a sejtek
¢letében betdltott szerepének megértéséhez kozelebb keriiljiink.
Mivel ecetmuslicaban az At NRP proteinekkel nagyfokt homologiat

mutaté  SET/L,7?  szerepet jatszik a hiszton H3 molekula



defoszforildlasdban hoésokk folyaman, mi is kivancsiak voltunk,
vajon kolcsonhat-e az At NRP1 a hiszton H3 molekulaval, és
befolyasolja-e annak defoszforilalédasat. Ezzel kapcsolatban az At
NRP1 hésokkban betdltott esetleges szerepét is tisztazni kivantuk.
Hogy teljesebb képet kapjunk az NRP fehérjék szerepérdl, néhany
kisérletiinkbe bevontuk a lucerna NRP fehérje vizsgalatat is.
Célkitlizéseink kozott szerepelt az is, hogy az nrpl-1 nrp2-1 dupla

mutans, ill. az AtNRP1-et tiltermeld ludfii ndvényeket jellemezziik.

EREDMENYEK

1. Atisztitott ludfit NRP1 fehérje és a tisztitott M. sativa NRP
fehérje szubsztrat-specifikusan gatoltak a nydl vazizombol
preparalt PP1 és PP2A enzimek katalitikus alegységeit.

2. Az immunoprecipitalt ladfi PP2A defoszforilalta a tizedik
szerin oldallancon foszforilalt hiszton H3 molekulat
(hiszton H3(pser10)), és ezt a reakciot a tisztitott arabidopsis
NRP1 (At NRP1) dézisfiiggd modon gatolta.

3. Az NRP fehérjék kolcsonhatnak a PP2A és a hiszton
H3(pser10) molekulakkal in vivo (ko-immunoprecipitalas).

4. Az NRP fehérjék hianya az nrpl-1 nrp2-1 [ludfi
mutansokban nem befolyasolta a hiszton H3yserg) dltalanos
mennyiségét.

5. Kromatin immunprecipitalas soran bebizonyosodott, hogy a
hdsokk-indukalta génexpresszid osszefligg a kromatin

hiszton H3pser10)-vel valo feldusulasaval a hésokk gének

ey



Az NRP fehérjék ennek ellenére kdzvetleniil nem
befolyasoljak h6sokk gének kifejez6dését, tekintve hogy
valds idejii PCR kisérletiinkben nem talaltunk kiilonbséget a
dupla mutans és a vad tipust ndvények kozott az altalunk
vizsgalt hésokk gének kifejezodésében.
Immunolokalizacio, és immunoblot eredményeink tiikrében
elmondhat6, hogy:

a. Az At NRP1 fehérje a sejtmagban talalhatd

b. Szobahdmérsékleten (25°C) a sejtmagban
szolubilis formaban van jelen, és kis méreténél
fogva kdnnyen kijut a sejtmagbol a sejtek feltarasa
soran.

c. 45°C-onaz At NRP1 erdsen kotddik a sejtmagi
fehérjékhez (a kromatinhoz?), ezért a sejtmagok
izolaldsa soran is a sejtmagban marad.

d. Mas tipusu stresszkezelések, beleértve az
alacsonyabb hémérsékletii hésokkot (37 °C), so-,
nehézfém-, és genotoxikus stresszt, nem okoztak
az At NRP1 immobilizalodasat.

Az At NRP1 thltermelése kismértékben megnovelte a
novények tulélését magas homérsékletii (45°C) hsokk
utan.

Az At NRP1 taltermel6 ndvények nem mutattak sem eltérd
fenotipust, sem eltérd hiszton H3(gserno) Szintet a null

szegregans novényekhez képest.



AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az NRP fehérjék huméan homologja, a SET/I,”"* ismert Protein
Foszfataz 2A (PP2A) gatlé. Deléciés mutansok segitségével
kimutattik, hogy a PP2A-gatlashoz elengedhetetlen a SET/I,”™ 2" 25-
119-ig terjedd6 aminosav szekvencidja. Mivel ez a régido nagyfoku
hasonlésagot mutat a 1adfii és lucerna ndvények azonos helyen 1év6
aminosav szekvencidjaval, mi is megvizsgaltuk a ndovényi NRP
fehérjék foszfataz gatldo tulajdonsagat. Kisérleteinkben a két
legfontosabb szerin/treonin foszfataz, a PP1 és a PP2A aktivitasat
vizsgaltuk. Mindkét enzim szamtalan folyamat iranyitasat végzi
mind allati, mind névényi sejtekben. Eredményeink azt mutattak,
hogy a ludfii, és a lucerna NRP fehérjék in vitro gatoljak az allati
PP2A aktivitasat. Az Arabidopsis thaliana NRP1 (At NRP1) ezen
feliil gatolja az immunoprecipitalt ladfiit PP2A enzimet, és in vivo

kolcs6nhat vele.

Mivel ecetmuslicaban az At NRP proteinekkel nagyfoki homologiat
mutatd  SET/L,™*  szerepet jatszik a hiszton H3 molekula
defoszforilalasaban hésokk folyaman, mi is kivancsiak voltunk,
vajon koOlcsonhat-e az At NRP1 a hiszton H3 molekulaval, és
befolyasolja-e annak defoszforilalodasat. Ezen kiviil az At NRP1

hésokkban betoltdtt esetleges szerepét is tisztazni kivantuk.

Kisérleteinkben mind a ludfii, mind a lucerna NRP fehérjék nagy
affinitassal gatoltak a hisztonok defoszforilacidjat in vitro, valamint
in vivo kolcsonhatnak a hiszton H3 molekulaval. igy valészini, hogy

a velik rokon NAPI proteinekhez hasonléan a novényi NRP



fehérjék is részt vesznek a kromatin atformaldsaval kapcsolatos

folyamatokban.

Allatokban a hiszton H3 tizedik szerinen torténd foszforilalodasa
(hiszton H3pser10)) a transzkripcid szabalyozasaval fiigg 6ssze. Mivel
ecetmuslicanal ezt a fajta hiszton modifikaciot a hdsokk gének
atirodasakor tapasztaltak, mi is a hdsokk fehérjék (HSP, heat shock
protein) kifejez6désének vizsgalatara koncentraltunk. Valés idejli
polimeraz lancreakcioval vizsgaltuk hosokk gének kifejezddését,
kiilonbséget azonban nem talaltunk a dupla mutans nrpl-1 nrp2-1 és
a vad tipust novények kozott az altalunk vizsgalt gének tekintetében.
Kimutattuk azonban, hogy a hdindukalta génexpresszié a hiszton
H3(pser10)-et  tartalmazd kromatinhoz kotédik. Ennek a fajta
hisztonmodofikéacioénak a szerepét korabban még nem mutattak ki a

hésokk kdzvetitette génkifejezédésben ndvényekben.

Az NRP fehérjék allati homologja, a SET/I,"F* egy multifunkcios
fehérje, amely szerepet tolt be tobbek kozott a PP2A gatlasban, a
transzkripcid, a hiszton deacetilacid, az apoptdzis, a DNS-metilacio,
és a sejtosztoddas szabalyozasaban. Ezen funkcidok egy része a

PP2A " sejtmagi

sejtmaghoz kotddik. Ennek megfeleléen a SET/I,
lokalizaciot mutat, tovabba kimutattak, hogy a kromatinhoz koétédik.
Ismereteink a ndvényi NRP fehérjékrdl korlatozottabbak, mégis ugy
tinik, hogy ezek a fehérjék is szamos funkcidval birnak.
Befolyasoljak a sejtosztodast, a géncsendesitést, és a DNS karositd
agensek iranti érzékenységet.

Ezeknek a folyamatoknak a nagy része is sejtmagi lokalizaciot

igényel, ezzel egyetértésben mi is a sejtmagban mutattuk ki a



fluoreszcens fehérjékkel megjeldlt ladfi NRP  proteineket.
Eredményeink azonban azt mutattdk, hogy standard koriilmények
kozott az At NRP1 a sejtmagban oldott allapotban van, és erdsen
mobilis. Ez teszi lehetévé azt, hogy a sejtek feltarasa soran konnyen
kijut a sejtmagbol. Azt is megfigyeltiik, hogy magas hémérsékleten
végzett hésokk kovetkeztében az NRP fehérjek kotott formaba
keriilnek. Ez a kotodés stabilan fennmarad (kisérleti koriilményeink
kozott legalabb 42 oraig), és alacsonyabb hémérsékleten (37°C)
torténd stresszkezelés, valamint mas tipusu stresszkezelések (so,

nehézfém, UV, és genotoxikus stressz) nem valtjak ki.

Hogy az NRP fehérjék szerepét jobban megértsiik, kisérleteinkbe
bevontunk nrpl-1 nrp2-1 dupla mutans, és az At NRP1 fehérjét
tultermeld ludfii névényeket is. A dupla mutdns névényekben nem
talaltunk eltéré foszfohiszton H3 szintet, és eltérd génkifejezddést
hésokk utdn a vad tipust ndvényekhez képest. Az At NRPI1-et
tultermeld vonal nem mutat semmilyen szemmel lathato fenotipust.
A dupla mutidns ndvényekhez hasonldan eltéré hiszton H3serio)
szintet sem tapasztaltunk benniik a kontroll novényekhez képest.
Kiilonboz6 modszerekkel megvizsgalva a ndvények talélését
azonban azt tapasztaltuk, hogy a tultermeld ndvények csekély
mértékben jobban tirik az erés hdkezelést a null szegregans
novényekhez képest. Hogy az NRP proteinek milyen folyamatot
inditanak magas hémérséklet hatdsara, még nem tudjuk. Izgalmas
feladat lesz a jovoben feltarni a novényi NRP fehérjék szerepét

ebben a sokrétli és szovevényes rendszerben, a hésokkvalaszban.
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! Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemény.
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