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Bevezetés

A sejtciklus-szabdlyozas a molekularis sejtbiolégia egyik
legfiatalabb kutatasi terlilete. A szabalyozasrél szerzett ismereteink dontd
része az utdbbi tiz év munkainak az eredménye. A kezdeti kutatasok
vizsgalati modelljei elsésorban a kilénbozé allatfajok, éleszték és human
sejttenyészetek voltak. Ezekben a rendszerekben a sejtciklus-szabalyozas
kozponti figurdit, a CDK-ciklin komplexeket és ezek miikddését részletesen
feltartak, és napjainkban elsésorban mar azt vizsgaljdk, hogyan
kommunikalnak a szabalyozas kulcsfigurai a sejten beluli és kivuli
szignalokat kozvetité molekulakkal.

A sejtosztdédas az élet egyik legalapvetébb jelensége, igy nem
meglepd, hogy ezen folyamat ellenérzése az evolucié soran meglehetésen
konzervalodott. Az altalanos sejtciklus-modell a névényekre is érvényes, a
sejtciklus-szabalyozas kdzéppontjaban a CDK-ciklin komplexek allnak, és az
ezek aktivitasat befolyasold kinazok, foszfatdzok, inhibitorok képviseldit is
megtalaljuk a névényekben.

A novények egyedfejlédése sokkal rugalmasabb, mint a tébbi
magasabbrendd élélényé. A ndvényi sejtek telijes életik soran megérzik
totipotencidjukat, G2 fazisban is nyugalmi allapotba kerllhetnek, illetve
visszaléphetnek a sejtciklusba, és az endoreduplikacio is altalanos jelenség
a novényvilagban. A jellegzetes egyedfejlédés mellett, a merev sejtfal
kovetkeztében a novényi sejtek osztddasa is egyedi strukturakon keresztil
valésul meg. Mindezek hatterében egy, csak a névényekre jellemzé
sejtciklus-szabalyozas all.

A novényi sejiciklus-szabalyozasrél nincs olyan részletes képink, mint az
allati vagy élesztd sejtek esetében. Az azonban mar a jelenlegi ismereteink
alapjan is nyilvanvaldé, hogy a G2 és M fazisok kontrollja sajatsagosan
novényi vonasokkal rendelkezik. Ezekben a fazisokban minden mas vizsgalt
élélényben egy, mig névényekben legkevesebb harom CDK aktiv. Az aktiv
komplexekben a klasszikus PSTAIRE ciklink6té motivummal rendelkezé



CDK mellett csak noévényekben Ileit PPTALRE és PPTTLRE
szekvenciarészleteket tartalmazé CDK-kat talalunk. A G2 és M fazisok
tovabbi finomitasat teszi lehetévé, hogy szemben az allatokkal, a
novényekben ezekben a fazisokban expresszalé D tipusu ciklinek is
ismertek, igy a lehetséges CDK-ciklin komplexek szama még magasabb. Az
emlés D tipusu ciklinek a GO/G1 fazisok “szignalkdzvetitdiként” ismertek,
mitogén hatasokra indukalédnak, és ennek nyoman a nyugvo sejtek
belépnek a sejtciklusba. Ennek analdgiajara elképzelhet, hogy a névényi,
G2-ben expresszaldédd D tipusu ciklinek hasonlé szerepet téltenek be a G2-

ben nyugalomban 1évé sejtek sejtciklusba Iépésekor.

Célkitizések

Csoportunk egyik f6 érdeklédési terlilete a novényi, azon belul a
lucerna sejtciklus-szabalyozasanak molekularis hattere. Az ilyen iranyu
kutatasok kozel tiz éves multra tekintenek vissza laboratériumunkban.
Munkank nagy részében a lucerna A2 folyadék szuszpenzids kultirat
hasznaljuk kisérleti rendszerként. A szuszpenzié legnagyobb elénye, hogy
homogén, gyorsan o0szt6do sejtpopulaciobd! all, ennek kévetkeztében jol
szinkronizalhaté. A novényi sejtciklus vizsgalatoknal ez rendkivil fontos
kritérium, ugyanis j6 hatékonysagu szinkron elérése tavolrél sem olyan
egyszeru feladat, mint emliés vagy élesztd sejtek esetében. Meg kell jegyezni
azonban, hogy a sejtszuszpenzié hasznalatanak megvannak a maga hatarai.
Egy lassan egy évtizede szuszpenzio formajaban fenntartott kultira sejtjei
minden bizonnyal masként viselkednek, mint az intakt ndvény sejtjei.
Mindemellett a sejtszuszpenzidés kisérietek kinaljak a leghatékonyabb
megkozelitési modot a sejtciklus-szabalyozas tanulmanyozasahoz, és az
ebbél a rendszerbdl szarmaz6 adatok nélkul elképzelhetetilen a névényi

sejtciklus-szabalyozas molekularis hatterének feltarasa. A csoportunkhoz



tortént csatlakozasomkor mar hat kilonbdzé lucerna CDK gént izolaltak
laboratoriumunkban. A tovabbi munkak soran elfszér a gének
mRNS-szintjének valtozasat vizsgaltuk a sejtciklus soran. Ezt kévetéen
specifikus ellenanyagokat allitottunk elé, és a fehérigk mennyiségét
leellendriztuk. Végil az ellenanyagok segitségével a tisztitott CDK
komplexek kézil kettének az aktivitasat mértik. Ezen munkak eredményeit
részletesen kozéltik. Dolgozatomban azokrdl a munkakrol szamolok be,

amelyekkel a kovetkezd kérdésekre kerestunk valaszt:

1. Milyen biokémiai eltérések mutathatok ki az egyes CDK
komplexek kozott?

2. Mely CDK koniplexek aktivak a G2 és M fazisokban? Milyen
idérendi sorrendben miikédnek a komplexek ezekben a fazisokban?
3. Van-e szerepe a névényi CDK komplexek kinazaktivitasanak
szabalyozasaban a tirozin foszforilacionak?

4. Szerepet kapnak-e a vizsgalt lucerna CDK-k az intakt névények
sejtciklus-szabalyozasaban?

5. Hogyan befolyasoljak a kalénb6zé névényi hormonok a CDK

komplexek aktivitasat?
Alkalmazott modszerek

-folyadék szuszpenzios Medicago varia L. A2 sejtvonal tenyésztése
-sejtszinkronizalas afidikolinnal és roscovitine-nel

-sejtciklus  fazisok nyomonkovetése aramlasos citometridval és mitotikus
index meghatarozasaval

-poliklonalis ellenanyagok el6allitasa és tisztitasa

-bakterialis rendszerben tultermeltetett fehérjék tisztitasa
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-CDK komplexek affinitastisztitaisa immunoprecipitalassal, illetve p13
agaroz felhasznalasaval



-in vitro kinazreakcié
-cdc25 foszfataz kezelés
-immunoblott analizis
-polimeraz lancreakcié

-RNS-tisztitas és Northern blott analizis

Eredmények és kovetkeztetések

1. Munkank soran biokémiai vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy az
egyes CDK-k alkotta komplexeknek eltér6 a szubsztratspecifitasa, az
inhibitorérzékenysége és a p13°°'-koté képessége is.

Szubsztratspecifitds vizsgalatainkkal kettés célunk volt. Egyrészt a
cdc2MsD komplex az altalanosan in vitro szubsztratként hasznalt hiszton
H1-t nagyon gyengén foszforilalta, igy a megfelelé szubsztrat azonositasa
elengedhetetlen volt a kinaz tovabbi tanulmanyozasahoz. Masrészt az in
vitro szubsztratok meghatarozasa megadja a lehetséges in vivo szubsztratok
korét, igy alapul szolgal a kinazok funkcionalis elemzéséhez. Kisérleteink
soran a lucerna CDK komplexet immunoprecipitalassal tisztitottuk, majd a
megfeleld szubsztratokka! meghataroztuk kinazaktivitdsukat. A kisérletek
eredményei alatamasztottak a CDK-k sejtciklus-szabalyozasban betéltott
feltételezett szerepét. Az Rb a G1/S fazisokban foszforilalodik, ezaltal
lehetévé valik a fazisspecifikus gének atirasa. A transzkripcié elinditasahoz
RNS polimerazll CTD-janak foszforilacidja elengedhetetien, mivel az M
fazisban nincs transzkripcid, igy a CTD defoszforilalt. ebben a fazisban.
Fentiekkel dsszhangban mindkét fehérjét csak a G1 és S fazisokban aktiv
kinaz komplex, a Cdc2MsA/B foszforilalta in vitro kériimények kozott.. Ezzel
szemben a G2 és M fazisokban aktiv cdc2MsD és cdc2MsF kinaz
komplexek az elsGsorban ebben a fazisokban foszforilaléodd és aktivalédo
Topoizomerazll-t foszforilaltak. Az in vivo szintén G2 és M fazisokban
foszforilalt hisztonH1-t a G2/M specifikus komplexek kézll csak a Cdc2MsF



hasznalta szubsztratként. Vizsgalataink soran a G1 és G2 fazisokban
egyarant aktiv cdc2MsA/B rendelkezett a legszélesebb
szubsztratspecifitasssal, igy a hisztont és a topoizomerazt is foszforilalta. A
CDK-k szubsztratspecifitasaban tapasztalt kulonbségek a komplexek eltéré
in vivo szerepére utalhatnak. Ezen eredmények alapjan elkezdtuk kinazok in
vivo szubsztratjainak azonositasat is.

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a kiilénbdzé purin analdégok
mennyire szelektiven hatnak az egyes Ilucerna CDK komplexekre.
Kisérleteinkben harom jél ismert inhibitort, az olomoucine-t, a bohemine-t és
a roscovitine-t hasznaltuk. A névényi kinetin analég benzamino-purin
kontrollként szolgalt. Az A2 lucerna sejtszuszpenziéb6l immunoprecipitaltuk
a Cdc2MsA/B, Cdc2MsD és Cdc2MsF komplexét, majd a tisztitott kinaz
komplexek aktivitasat valtozé koncentracioju inhibitor jelenlétében mértik. A
kisérletek bizonyitottak, hogy a kilénb6zé lucerna CDK-k eltéré inhibitor-
érzékenységet mutatnak. A Cdc2MsA/B  kindzok legalabb egy
nagysagrenddel alacsonyabb inhibitor-koncentraciéval gatolhatok, mint a
Cdc2MsF komplexek. A Cdc2MsD kinaz még kevésbé érzékeny a vizsgalt
inhibitorokra, aktivitdisa 200 pM inhibitor jelenlétében is csak kozel felére
esett vissza, ami megfelel a kontrollként alkalmazott BAP kezelés esetében
tapasztalt aktivitas csékkenésnek.

A szinkronizalt A2 sejtszuszpenzié fehérje kivonatokat immobilizalt
p13°" fehérjevel affinitas tisztitottuk, majd az igy nyert komplexeket
specifikus lucerna CDK ellenanyagok hasznalataval teszteltik. A vizsgalat
eredményeként kimutattuk, hogy a Cdc2MsA/B és Cdc2MsF kinazok jol
kotodnek a hasado éleszts p13° fehérjéjéhez. Ezzel szemben a Cdc2MsD
komplexek ezzel az eljardssal nem tisztithatdk a lucerna nyers
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fehérjekivonatbol. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a p13 affinitas
tisztitds lucerna esetében is j6l alkalmazhatdé a sejtosztddasi aktivitas
meghatarozasara. Az ily modon izolalt komplexek a G1/S és G2/M fazisok
kinazaktivitasarol is felvilagositast adhatnak, mivel kétik mind a cdc2MsA/B,

mind a cdc2MsF komplexeket.



A névényi sejtciklus kutatasnak még mindig az egyik alapveté
problémaja, hogy mely CDK-k mely ciklinekkel 1épnek kapcsolatba. Szamos
laboratérium tébbféle kisérleti rendszer alkalmazasaval keresi a valaszt erre
a kérdésre, ennek ellenére sem sikeriilt eddig egyértelmiien igazolni a
komplexek létét. A fent vazolt biokémia vizsgalatok eredményeinek
felhasznalasaval egy ujabb megkdzelitési mod all rendelkezésiinkre, mellyel

igazolhatjuk az egyes CDK-k és ciklinek kézotti kapcsolatot.

2. A megfelel in vitro kindz szubsztratok azonositasa lehetévé
{ette mindharom CDK aktivitasanak mérését. Ennek segitségéve! elséként
igazoltuk, hogy a G2 és M fazisokban legaldbb harom CDK aktiv. A
* konzervativ, A tipusi cdc2MsA/B mellett két B tipusii CDK, a cdc2MsD és
cdc2MsF is rendelkezett in vitro kinaz aktivitassal ezekben a fazisokban. A
roscovitine alkalmazasaval G2-ben blokkolt sejtek vizsgalata bizonyitotta,
hogy a Cdc2MsA/B, az inhibitorra érzékeny kinaz elengedhetetlen a G2-es
atmenethez, ugyanis az ily moédon kezelt sejtekben semmiféle mitotikus
struktara nem alakult ki. Ezekben a sejtekben a cdc2MsF sem fejezédott ki,
ami igazolja, hogy a cdc2MsF specifikusan a mitdzisban jatszik szerepet.
Munkatarsam immunolokalizaciés vizsgalatai szerint a kindz preprofazisos
savon, a profazisos és a metafazisos orson és a fragmoplaszton
helyezkedett el, ezzel is megerdsitve a cdc2MsF mitotikus funkcidjat. A
dolgozatban bemutatott kinazaktivitas mérések és korabbi eredményeink
alapjan felallithatunk egy komplex képet a CDK-k sejtciklus soran
bekovetkezé6 mRNS-, fehérjeszint valamint aktivitas valtozasarol.

3. Az eddig leit novényi CDK-k mindegyike rendelkezik a
konzervativ Tyr15 aminosavval, és az is altalanosan elfogadott tény, hogy a
tirozin-foszforilaciénak szerepe van a névényi sejtciklus-szabalyozasban. Az
eddig elvégzett vizsgalatok azonban arrél nem adtak felvilagositast, hogy
mely CDK-k foszforilalodnak tirozinon, és hogy a Tyr15 érintett-e ebben a

posztranszlaciés médositasban. Munkank soran tébb oldalrél bizonyitottuk a



Cdc2MsA/B kinaz tirozinfoszforilaltsagat. Elészér foszfotirozin-specifikus
ellenanyag alkalmazasaval kimutattuk, hogy egy, a Cdc2MsA/B
molekulatémegének megfelelé fehérje tirozonfoszforilaltsaga a sejtciklus
soran fluktual. A tirozinfoszforilaltsag mértéke forditott aranyban allt az
immunoprecipitalt Cdc2MsA/B komplexek in vitro kinazaktivitasaval. A
megfelelé méretl fehérjét, a Tyr15 régidéra specifikus foszfotirozin
ellenanyaggal is detektaltuk. A cdc2MsA/B-nek megfelelé fehérje a p13*°
affinitastisztitott komplexekben is kimutathaté volt mindkét foszfotirozin
ellenanyaggal. A p13SUC1 komplexek in vitro kinazaktivitasat a heterolog
cdc25 foszfatdazkezelés megemelte. Ezen eredmények alapjan
valoszinusithetd, hogy a CDK-k kozil csak a klasszikus PSTAIRE
motivummal rendelkezé Cdc2MsA/B foszforilalodik, mégpedig a Tyr15
aminosavon, és ezen modositas gatolja a kinaz aktivitasat. Jelenleg tovabbi

kisérleteket végziink feltételezésiink egyértelmu bizonyitasara.

4. Az altalunk vizsgalt CDK-k sejtosztdédasban betoltott szerepét
kilénbozé lucernarészek felhasznalasaval bizonyitottuk. Fehérjekivonatot
készitettink osztdédé és nem osztodd sejteket tartalmazé ndvényi
szOvetekbdl, majd a mintakat immunoblott analizissel és in vitro
kinazaktivitas méréssel vizsgaltuk. Az igy kapott eredmények megerésitették
mind a harom CDK sejtosztédasban betoltétt szerepét. A lucerna A tipusu
CDK-k (Cdc2MsA/B) fehérjemennyisége és in vitro kinazaktivitasa is
tobbszorose az osztédd szovetekben (hajtascsucs, gydkércsucs), mint a
nem osztodokban (hajtas, gyokér és levél). A két B tipusi CDK esetében
(Cdc2MsD, Cdc2MsF) a valtozasok még szembetilinébbek. A nem osztdédo
szbvetekben a megfelel6 fehérjéket nem tudtuk kimutatni, és az in vitro
kinazaktivitas is nagyon alacsony volt. Ezzel szemben az osztédo
szovetekben a Cdc2MsD és Cdc2MsF fehérjék jol detektalhatok, és in vitro
kinazaktivitasuk is nagysagrendekkel magasabb. Mindezeket figyelembe
véve, az intakt névényeken végzett kisérleteink igazoljdk a harom CDK

sejtosztodasban betéltott szerepét.



5. A novényi hormonok és a sejtosztédas kozétti kapcsolat jol
ismert, de ennek molekularis hatterét még nem ismerjik. A dolgozatban
ismertetett levél hormonkezeléses vizsgalatok a CDK-k és hormonok
viszonyardl adtak felvilagositast. A varakozasoknak megfeleléen a mitogén
hatasu 2,4-D kezelés stimulalta, mig az antagonista ABA alkalmazasa
gatolta a CDK komplexek aktivitasat. Erdekes modon a kinetinkezelés
6nmagaban nem okozott aktivitisemelkedést, de fokozta a 2,4-D kivaltotta
hatast. A Cdc2MsA/B fehérje szintjét leellenérizve azt tapasztaltuk, hogy a
2,4-D kezelés hatasara megjelend fehérje mennyisége nem noévelhetd
kinetin hozzaadasaval. A mitogén hormonokkal szemben az ABA kezelés

eredményeként csokkent mennyiségli Cdc2MsA/B fehérjét detektaltunk.
Ezek a kisérletek, annak ellenére, hogy a Ievéléejteknek csak néhany
szazaléka reagalt a kezelésekre, egyértelmlen bizonyitjak a hormonok és a
CDK-k kozotti kapcsolatot. Jelenleg az ilyen iranya kutatasaink a
homogénebb levélprotoplaszt rendszeren folynak. A protoplasztok nagy
része valaszol a hormonkezelésre, igy a sejtciklus fazisok gyakorisaga is jol
mérhetden valtozik az alkalmazott hormonok hatasara. A kinazaktivitas
valtozasokat Osszekapcsolva a sejtciklus fazisokra vonatkozo adatokkal,
részletesebb képet kaphatunk a hormonok és a sejtciklus-szabalyozas

kozotti viszonyrdl.
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