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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés

A retinoblasztoma fehérjéknek (pRB) a sejtosztodasban jatszott gatld szerepét tobbek kozott a
ciklinfiiggd kinazok altal végrehajtott foszforilacid befolyasolja. Nyugvd (GO) és korai G1 fazist
sejtekben a pRB hipofoszforilalt allapotd és képes az E2F-DP transzkripcids faktor heterodimerek
kotésére, ami gatolja az E2F-fiiggd transzkripciot. A pRB fehérje a sejtciklus S fazisdba torténd
progressziojaval foszforilalodik, ez a poszttranszlaciés modositas felszabaditja az E2F transzkripcios
faktorokat a gatlas alol és lehetdvé teszi a sejtciklus tovabbhaladasahoz sziikséges célgének atirodasat.
Emlés sejtekben a kezdeti foszforilaciot a ciklin D-CDK4 és ciklin D-CDK6 kinaz komplexek végzik,
mig ezt kovetden a ciklin E-CDK2 kinaz tovabb noéveli a pRB foszforilaltsagat. A mitézis alatt a
foszfo-RB gyorsan defoszforilalodik specifikus foszfataz(ok) altal, visszadllitva a nem- vagy

hipofoszforilalt pRB tulsulyat az 0j G1 fazis kezdetére.

A novényi RB-szeri (RBR, RB-related) foszforilacidja ugyancsak sejtciklus fiiggd modon
torténik, a hiperfoszforilalt RBR fehérjék megjelennek a G1/S atmenetkor és ez a magas foszforilaltsag
jellemz6 a G2 fazis végéig. Tekintettel a sejtciklust szabalyozé enzimek és folyamatok jelentds
konzervaltsagara elmondhatd, hogy ez az RBR foszforilacié a ndvények esetében is az E2F kotési
képesség csokkenését eredményezi, felszabaditva az E2F-DP transzkripcidos faktorokat aktiv

formajukban.

Az 1 és 2A tipusu foszfoprotein foszfatazok (PP1 és PP2A) szabalyozd szerepe jol ismert az
élesztd és emlds sejtek sejtciklusaban és néhany ilyen foszfatdz spéciesz foszfo-RB és foszfo-RBR
defoszforilacios képességgel bir. Yan és mtsai (1999) kimutattak, hogy a PP1 szerepet jatszik a pRB
kozvetlen defoszforilaciojaban, mig a PP2A foszfatdzok indirekt modon szabalyozzdk a Gl fazist
CDK komplexek aktivitdsat. A PP2A foszfatazoknak fontos szerepiik van a mitotikus kinazok
szabalyozasaban és a mikrotubulusok szervezédésében, ahogy ezt Ayaydin és mtsai (2000) lucernaban

kimutattak.

A PP2A tipusu foszfatazok heterotrimer fehérjekomplexek, melyek egy szerkezeti alegységbol

(PP2Aa/PR65), egy katalitikus alegységbdl (PP2Ac) és egy B tipust regulator alegységbdl (B, B', B"

rrrrrr



komplex, ehhez kdtddnek a kiilonbdz6 B regulator alegységek széles korii szubsztratspecifitassal bird
holoenzimeket 1étrehozva. A PP2A holoenzimek foszfataz aktivitasanak specifikussdga nagyban fiigg
nemcsak a szubsztrat iranti affinitasuktol, de a sejten beliili lokalizaciojuktol is, ezeket a

tulajdonsagukat tilnyomé mértékben a B reguldtor alegység természete hatarozza meg.

Egy elOzetes élesztd két-hibrid konyvtar szlirési kisérletben a Medicago sativa MsSRBR1
fehérjéjének erds kdlcsonhatojat azonositottuk. Ez a kolesonhatd fehérje aminosav sorrendjében 39
%-o0s azonossagot €s 59 %-os hasonlosagot mutatott az egér PR59 PP2A regulator alegységgel és erés
kolcsonhatdst mutatott a rizs OsRBR1 fehérjével, de nem asszocialt az OsRBR2 homoldggal (Lendvai
¢és mtsai, 2007). Hasonldt tapasztalhatunk az egér RB spécieszek esetében is: csak a p107 fehérje képes
erds kolcsonhatdsra a PR59 PP2A B" regulator alegységgel, a pRB nem mutat ilyen asszocidciot
(Voorhoeve és mtsai, 1999b). Ez a hasonlosag alatamasztja azt a feltevést, hogy a novényi RBR
valtozatok (lasd 1.2.1. fejezet) kiilonb6zd szereppel birnak a ndvényi sejtosztodas és differencialodas

soran (Dudits és mtsai, 2011).

Munkdm sordn az el6zetesen azonositott MsPP2A B" gén rizs homologjat, az OsPP2A B"-t
izolaltam és jellemeztem a kodolt protein OsRBRI1-el torténd kolcsonhatasat és ennek

kovetkezményeit.

Célkitiizések

Els6 feladatom volt a Medicago sativa és Oryza sativa RBR fehérjéket (foszforilalt és nem
foszforilalt formajukban) specifikusan felismerd ellenanyagok vizsgélata, mivel ezek segitségével
kovethettikk az egyes fehérje spécieszek mennyiségének és a foszforilacids szintjiknek valtozasat a
sejtciklus progresszidja soran.

A kovetkezéekben az OsPP2A B" regulatore alegység €s az OsRBR1 fehérje kozotti specifikus
kolcsonhatast vizsgaltam. Kivancsi voltam arra, hogy a két fehérje mely doménjei sziikségesek ehhez
az asszociacidhoz, valamint arra, hogy az OsPP2A B" feltételezett poszttranszlaciés modositdsa milyen
hatassal van a fehérje funkciojara.

Munkam soran az alabbi {6 célkitlizésekre koncentraltam:



1. Megfigyeltem az MsRBR1 és OsRBRI1 fehérjék foszforilaciojanak valtozasat a sejtciklus
kiilonboz6 fazisaiban, kiilonds figyelemmel arra, hogy mutat-e ez valamilyen kiilonbséget az egyszikii

és kétszikii modellndvényeinkben.

2. Analizaltam az OsRBRI1 és OsPP2A B" fehérjék in vitro és in vivo kdlcsonhatasat.

3. Megvizsgaltam, hogy a fenti fehérjék mely doménjei sziikségesek a kolcsonhatashoz.

4. A komputeres foszforildciés hely azonositdst kovetéen megkezdtem az OsPP2A B"
foszforilaciojanak kisérletes bizonyitasat, elemeztem ennek hatasat az OsRBR1 fehérje kotésére és a
PP2A holoenzim aktivitasara. Ez utobbi tulajdonsidgokat még nem foszforilalhaté és konstitutiv

foszforilaciot utanzo6 mutans fehérjék segitségével is megvizsgaltam.

Felhasznalt anyagok és modszerek

- Oryza sativa var. japonica cv. UNGGI-9 névényekbdl és szuszpenzids kultirabol ¢cDNS konyvtar

létrehozasa az éleszté két-bibrid rendszer vektoraban.

- A konyvtar sziirése az é€leszté két-hibrid rendszerben, paronkénti kodlcsonhatasi vizsgalatok, a

kotési erdsség kvantitalasa -galactozidaz méréssel.

- A szuszpenzids kulturdk sejtciklus szinkronizaldsanak optimalizalasa, aramldsos citometrias

mérések.

- GST és Hisg fuzids rekombinans fehérjék termeltetése.

- a delécids és helyspecifikus mutans OsPP2A B" fehérjék foszforilacidjanak vizsgalata.

- Ko-immunoprecipitacio.

- A kiilonbozéképpen modositott OsPP2A B" fehérjét tartalmazo holoenzimek foszfoprotein

foszfatdz aktivitdsanak vizsgalata.



Eredmények és rovid megvitatasuk

Munkdm a MsRBR1/OsRBRI1 fehérjéket és ezek foszforilalt formadit felismerd ellenanyagok
jellemzésével kezdddott. Az anti-AtRBR1 ellenanyag az Arabidopsis AtRBRI fehérjéjének
C-termindlis 236 aminosavas régidja ellen késziilt (Horvath mtsai, 2006). Az antigén kompeticios
kisérleteink alatamasztottdk ennek az ellenanyagnak lucerna rendszerben torténd hasznalatat. Az
MsRBR1 fehérje C-terminalisan talalhatd6 NVYVSPLRS motivum megfeleltethetd az emberi pRB
fehérje NIYISPLKS motivumanak, mely foszforilalt valtozatat felismerd ellenanyag (foszfo-hsRb
Ser(807/811) kereskedelmi forgalomban van. Kisérleteket végeztiink, melyekben az MsRBRI
Hiss-C-terminalis fragmentjének foszforilacidjat kovettiik radioaktiv 3P jeldléssel és a rendelkezésre
allo foszfo-pRB ellenanyaggal. Az egybevagd eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az
ellenanyagunk jol hasznalhato a foszfo-MsRBRI1 szintjének detektalasara. Hasonld kisérleteket
végeztiink a rizs OsRBR1 fehérjével és ennek foszforilalt C-termindlis szakaszaval is, megallapitvan,
hogy a tisztitott monoklonalis anti-OsRBR1 ellenanyag specifikusan csak ezt a rizs retinoblasztoéma

fehérje fajtat ismeri fel, illetve a foszfo-pRB ellenanyag a rizs rendszerben is jol hasznalhato.

Ezek utan megvizsgaltuk az RBR ¢és foszfo-RBR szintek valtozasat szinkronizalt lucerna és rizs
szuszpenzios kulturakban. Megallapitottuk, hogy mig az MsRBR1 és OsRBR1 fehérjék szintje alig
valtozik a sejtciklus progresszidja soran, addig a foszfo-RBR szintje erdteljes, az elmélet alapjan

elvarhato sejtosztodasi fazis fiiggdséget mutat.

Miutan kimutattuk, hogy az OsRBR1 és OsPP2A B" fehérjék in vitro és in vivo is kolcsonhatnak,
kivancsi voltam, hogy az OsRBR1 mely doménja felelés az asszociacioért. A delécids mutansokkal

elvégzett éleszté két-hibrid kisérlet megmutatta, hogy a fehérje B "zseb" doménje sziikséges és

Az OsPP2A B" regulator alegység aminosavsorrendjének analizise megmutatta, hogy a fehérje két,
valoszinileg kalciumkotési  képességgel rendelkezd EF-hand domént tartalmaz. Annak
meghatarozasara, hogy ezek az EF-hand domének sziikségesek-e az OSRBR1 kotéséhez, egy sorozat
B" delécios mutanssal kotési kisérletet végeztem az élesztd két-hibrid rendszerben. Mint az kidertilt,
egyetlen csonka valtozat sem tudta az OsRBR1-et megkotni. Ez a kisérlet j61 demonstralta az OsPP2A
B" C-terminalisanak fontossagat a kolcsonhatasban, de azt is bebizonyitotta, hogy 6nmagaban ez a

domén nem elegendd az asszociacidhoz. Az élesztd két-hibrid rendszer masik vektoraba klonozva



kidertilt, hogy az OsPP2A B" erésen transzaktival, ami magyarazhato a fehérje C-terminalisanak savas

karakterével.

A rendelkezésre allo élesztd két-hibrid adatok alapjan megallapitottam, hogy az OsRBR1 és az
OsPP2A B" fehérjék kolesonhatasahoz az elébbi intakt B doménje és az utdbbi teljes hosszsagu
proteinje sziikséges. Az EF-hand motivumok jelenléte a kalcium ionok szerepét mutatja az RBR
defoszforildcidjaban (erre a dolgozatomban kisérletes bizonyitékot is megadok), ami Osszekoti a

sejtciklus szabalyozasat a kornyezeti stresszfaktorokkal.

Ko-immunoprecipitacios és rekombinans fehérje foszforilacios kisérletekkel bizonyitottuk, hogy
az OsPP2A B" regulator alegység PSTAIRE motivumot tartalmaz6 CDK-kal foszforilalhato. A
szamitogépes predikcid alapjan mindharom foszforilacidos hely a fehérje aminoterminalisara volt
térképezhetd. A proteomikai megkdzelités technikai problémak miatt csak a Ser95 és Serl19
aminosavak foszforilacidjat mutatta ki, mig deléciés mutanssokkal mindhdrom (Ser95, Serl02 és

Ser119) szerinen torténd foszforilaciot bebizonyitottuk.

A Dbetérképezett szerin aminosav maradékok alaninra torténd cseréje a foszforilalhatosagi
vizsgalatok jol bevalt szkoze, igy hasonld valtoztatast az OsPP2A B" regulator alegységen is
elvégeztem. A rekombinans fehérjéken elvégzett kinaz reakciok bizonyitottdk az egyszeres, kétszeres
¢és haromszoros cserét tartalmazo fehérjevaltozatok eltérd foszforilalhatosagat, bebizonyitottak az el6z6
vizsgalatok eredményét és azt, hogy a feltételezett harom foszforilalhaté helyen kiviil nincs tobb a

fehérje teljes hosszan.

A haromszoros alanin mutanst (TMutA) és a konstitutiv foszforilaciot utdnzé haromszoros
glutamat mutanst (TMutE) hasznaltuk a foszforilacié hatasanak vizsgélatara mind a PP2A holoenzim
Osszeszerelddése, mind az OsRBR1 fehérje kotése szempontjabol. Az eredmények jo egyezést mutattak
a Davis altal publikaltakkal (2005): a foszforilaciés helyek megvaltoztatisa nem okoz szamottevd
"pull-down" vizsgalatok azt mutattak, hogy a muticiok nem valtoztattadk meg szamottevéen a B" és a
katalitikus alegység kapcsolatat, de hatassal voltak a regulator alegység és az OsRBRI

ko6lcsonhatasara.



Alacsony szabad Ca®* jelenlétében a TMutA véltozatot tartalmazé holoenzim mind a vad tipust
enzimhez képest, mind a TMutE formahoz képest alacsonyabb defoszforilacios aktivitast mutatott
foszfo-OsRBR1 szubsztrat fel¢, a TMutE format tartalmazé holoenzimmel pedig magasabb foszfataz
aktivitast mérhettiink. A kisérlet masik része ravilagitott a Ca®*szerepére a folyamatban, kapcsolatot

létesitve a Ca?" jelatvitel és a sejtciklus szabalyozéasa kozott.
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