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|. BEVEZETES

Az allati és novényi rendszerek kiilonboznek egymastél az altalanos
egyedfejlodési stratégidjukban és a kornyezeti adaptaciojukban. A sejtfal megléte és
helyhezkotott ¢€letmddjuk miatt a ndvények nem képesek olyan helyvaltoztatd
mozgasra, mint az allatok és nincs sejtvandorlas sem a fejlédési folyamatuk és a
kornyezeti valtozasokra adott valaszok sordn. A sejtek dedifferencidlodasdhoz és
utolagos differencialodéasahoz sziikséges a sejtek osztodasanak reaktivacioja, amely Uy
sejttipusok ¢€s szervek kialakuldsat eredményezi, igy teljesiil a kornyezeti hatdsokra
adott valasz. Rugalmas, ugyanakkor nagyon pontos szabalyozasi rendszer
feltételezhetd, amely fontos elofeltétele a fejlodési program megvaldsulasanak és a
kornyezeti valtozasokhoz valo alkalmazkodasnak.

A szabalyoz6 mechanizmusok koziil az egyik a sejtosztodas folyamata, amely
meghataroz6 a kiilonb6zd kornyezeti valtozasokhoz valé alkalmazkodasban. A
sejtciklus egy nagyon pontos rendszer, mert biztositania kell a genetikai 6rokitdanyag
tokéletes fennmaradasat. A sejt és molekularis biologiai kutatds egyik kiemelkedd
tertilete, mivel minden €él61ény esetében alapvetd szabalyozo rendszer.

Az elmult évtizedben kiilondsképpen megndvekedett a figyelem a ndvényi
sejtosztddassal kapcesolatban, ugyanis a konzervalt alapmechanizmusokon tul, érdekes
csak novényeknél megtaldlhatd sejtciklus sajatsagokat fedeztek fel. A tudomany
megkivanja, hogy minél tobb részletét ismerjiink meg a sejtosztdodasnak, ezirdnyt
kutatasokhoz a ndvények kivételes lehetdséget nyujtanak. Az allatokkal ellentétben, a
novényi fejlédés nagymértékben posztembrionalis. Az 0j szervek, mint a gyokér, szar,
levelek és viragok tn. ,life-longOsejtek osztodasabol erednek, amit novekedésiik és
differencialodasuk kovet. Ez a specifikus sejt zona a merisztéma. A levelek €s viragok
a hajtas merisztémabol képzddnek, illetve a gyokér merisztéma, amely allanddan 1j
sejteket képez a novekvd gyokérben. Mindezen sajatsagokbdl adoddan a novények a
igen alkalmasak, hogy egyszerre tanulmanyozzuk a tobbsejtli €16lények sejtciklusat,
novekedeését és fejlodését.

Kutatasaink az egyszikli novények sejtosztddas specifikus jellegzetességeire
iranyultak, hogy tovabb bdvitsiik ezen ismereteket, ugyanakkor a mar felhalmozodott
informacidhalmazban az egyes sejtes mechanizmusok kozo6tti kapcsolatokat-

Osszefliggéseket vizsgaltuk.



Il. IRODALMI ATTEKINTES

II.1. A sejtciklus

A sejtciklus egyike a leginkdbb tanulmanyozott bioldgiai folyamatoknak, mely
kiilonosen fontos szerepet tolt be a ndvekedésben, fejléddésben. A mitotikus
sejtosztddas soran a szervezet Orokitdanyaga megduplazodik és két leanysejtbe
kiilontil. Ezen sejtosztoddsi folyamatnak megfeleléen szabalyozottnak kell lennie,
hogy elkeriilje a genetika informacidba val6 hiba keriilését. A sejtciklus négy egymast
kovetd tazisba szervezddik, ami idében elkiiloniti a genetikai anyag replikdciojat az S
fazist, és a megduplazdodott kromoszomak két lednysejtté valo elkiiloniilését a mitdzist
(M fazis), és ezen lépéseket az ugynevezett ,,GapO (G) fazisok kotik Gssze. A gap
fazisok elkiilonitik az aktiv fazisokat egymastol és kozben ellendrzik a sejtciklus
sordn stimulalt mitogenetikus jeleket, a sejt megfeleld méretét és el6készitik a sejteket
az aktiv fazisra.

A Gl fazis, az egyik un. ,nyugalmi fazisQ amelybe a mitézis befejeztével
keriil a sejt, €s ebbdl indul tovabb a DNS replikacios fazisba, amely sordn a sejtben
Osszetett folyamatok indukéalodnak a kiilonb6z6 jelmolekuldk altal. A G1/S fazis
kozotti atmenet kiemelkedd szabdlyozo pontja a sejtciklusnak. A G1/S fazis atmenet
egy meghatdrozott mitogenetikus stimulaciéra indul, amikor a sejt kész a
sejtosztodasra. Novekedés indukald faktorok aktivaljak azon specifikus szenzorokat,
aktivalast (Hunt és Nasmyth, 1997). Amikor a sejtek felkésziiltek az osztodasra az n.
restrikcids pontba érkeznek (élesztében START), amely meghatarozott a G1 fazisban,
de nincs specifikus szabalyozas alatt, viszont lehetséges, hogy a kiilonb6z6 szignalok
védelme alatt van, mig a G1/S atmenethez jut a sejt (Cooper, 2003).

A genetikai anyag megkett6zddését (S fazis) kovetéen a sejt Ujra egy
,nyugalmiO allapotba keriil, amit a megduplazodott DNS mennyiséggel lehet
megkiilonboztetni a G1 fazistol. A G2 fazisbol a mitdzisba keriilés (G2/M atmenet)

szintén meghatarozo 1€pés a sejtosztodasban, ami elinditja a kromoszomak két sejtbe

crer



A sejtciklus szabalyozdsa egy rendkiviil bonyolult és Osszetett folyamat,
amelyben sejten beliili €s sejten kiviili tényezOk egyarant szerepet jatszanak. (1. dbra)
Sejten beliil a sejtciklus 6 szabalyozoi olyan fehérjekomplexek, amelyek katalitikus
hatasu és szabalyozo alegységbdl allnak.

A katalitikus alegységek un. fehérjekindzok, amelyek mas fehérjék specifikus
régioihoz foszfatcsoportot képesek kapcsolni, ezzel pedig megvaltoztatni e fehérjék
aktivitasat. A katalitikus alegységek mennyisége a sejtciklus soran nem felétlentil
valtozik, de onmagukban nem aktivak, viszont a szabdlyozo alegység kotddésével
ezen kinazok aktivakkd valnak. Mivel e szabdlyozd alegységek mennyisége a
sejtciklus sordn jellegzetesen valtozik, a ciklin elnevezést kaptak. Az altaluk regulalt
fehérjekinazokat ciklin-fliggd kinazoknak (Cyclin-Dependent Kinase, roviden CDK)
nevezték el.

Mind a ciklinek mind a ciklin-fiiggd kindzoknak t6bb formaja 1étezik. Egy-egy
specifikus ciklin ¢és CDK 0&sszekapcsoloddsa révén alakulnak ki a sejtciklus
szabalyozasaban fOszerepet jatszo fehérjekomplexek, amelyek kiilonbozd tipusai a
sejtciklus  kiilonb6zd pontjain  fejtik ki hatasukat. Felépiilésiiket a ciklin
mennyiségének novekedése elézi meg, amely viszont altalaban valamilyen mas
indukal6 tényezének (példaul ndvekedési faktoroknak) az eredménye (Dynlacht,
1997).

A sejtciklus szabdlyozasaval kapcsolatos Osszehasonlitd analizisek altal sok
evoluciosan konzervalt sejtciklust kontrollalé gént azonositottak. A magasabbrendii
novények esetében szintén izolaltdk ezeket a géneket, de a pontos szerepiiket nehéz
megmondani a ndvényi genomok Osszetettsége miatt, mégpedig a kulcsfontossagu

gének tobbszords jelenléte miatt, mint példaul a CDK esetében is.



1. abra. A sejtciklus sematikus abrazolasa. Az eukaridta sejtek sejtciklusat
szimbolizal6 korfolyamat, illetve a sejtciklusban fontos szerepet jatszo fehérjék.

I1.1.1. Sejtciklus kutatas kezdete

A sejtosztodas kules szabdlyozd egységeinek meghatarozasa 3 févonalon
indult el kisérletesen, igy ¢élesztOben, béka petesejtben és tengeri siin embriokon
(Cooper, 2000) Az érést inditd faktort hormonnal kezelt petesejtekbol izolaltak. A
béka petesejtek citoplazmjaba bejutatott hormon a sejteket G2 fazisbol mitozisba vitte
at (Smith és Ecker, 1971). Eleszté mutansok genetikai analizise sordn azonositottak a
cde (cell division cycle) kinazokat, amelyek a sejtciklus START-jaért felelosek
(Hartwell és mts., 1973, Beach és mts., 1982). A mitdzisba 1épés vizsgalatanal
kimutattak tengeri siin embriokban, hogy a fehérjék szintézise és azok felhalmozodasa
sejtciklus specifikus, igy nevezték el ezen fehérjéket ciklineknek (Evans és mits.,
1983; Doree ¢s Hunt, 2002).

Magasabbrendii eukariotakban szamos ciklin-fiiggé kindz, CDK vezet a
kiilonb6zd ellenérzé pontokon vald atmenethez, amig élesztében egyetlen kindz a
cdc2/CDC28 kinaz felelds a teljes ciklusért. Minden szervezetben, szdmos ciklin 1ép
kolesonhatasba  kiillonb6z6é  kinazokkal —szabalyozva aktivitasukat, szubsztrat
specifitasukat és sejtbeni elhelyezkedésiiket.

Az elmult 30 évben, az élesztégombak tanulmanyozasa meghatarozdan jarult

hozza a sejtciklus molekularis szabalyozasardl kapott alapvetd ismereteinkhez. Ezen,
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majd az ezt kovetd kutatdsok megallapitottak, hogy az alap mechanizmus konzervalt
minden eukaridtdban, ¢€s a legtobb alkotoelemet a 90-es évek elején azonositottak
ndvényekben is. A sejtciklust szabalyozd elemeinek részletes tanulmanyozasahoz
sziikséges vizsgalati rendszer melyben az egyes fazisok jol elkiilonithetdk, ez a

szinkronizacios rendszer.

I.2. Szinkronizacios rendszer

A novény osztddd, merisztematikus zonaiban 1évé sejtek alapvetden
aszinkronban osztddnak, azaz nem szabalyozott az osztddasi 1d6 az egyes sejtek
kozott.  Sejtbiologiai  nézépontbol, mint a fehérjék sejtben elhelyezkedését
figyelembevéve, egyedi sejteket tanulmanyozhatok, amihez nem sziikséges az
osztodasi 1d0 azonossaga a sejtek kozott. Viszont a sejtosztdodas biokémiai és
molekuléris analizis€hez elengedhetetlen egy olyan sejtrendszer megléte, ahol a
populacidban 1évo sejtek osztddasa szinkronba hozhat6. Habar bizonyos mértékben a
szinkron megvalosithatd ép csirandvényekben és ndvényi szovetekben kiilonbozo
inhibitorokkal, blokkol6 anyagokkal, de a legalkalmasabb rendszernek az in vitro
novény sejtkultirdk bizonyultak a sejtciklus részletes vizsgalatdhoz. Egy
sejttenyészetben a sejtek tobbsége aktiv €s osztddik, igy keresztiilmegy a sejtciklus
egyes fazisain. Egy ilyen rendszerben, a sejtosztodas sokféleképpen befolyédsolhato.
Ezen eljarashoz ismerniink kell azokat a modszereket, mellyel a sejteket a sejtciklus
egy adott pontjaban megallithatjuk, majd ebbdl a pontbol Ujra tudjuk inditani a sejtek
osztodasi folyamatat.

A megkozelitések koziil a legfontosabb, hogy olyan reverzibilis inhibitorokat
alkalmazzunk, amelyek a sejtciklust egy adott ponton képesek megallitani, igy a
sejtek azonos fazisba - un. szinkronba - keriilnek. Ez lehetséges egyes tapanyagok
vagy mas faktorok megvonasaval, ami szabalyozza a sejtek ciklusat. A leggyakrabban
alkalmazott ilyen inhibitor az aphidicolin, mely egy DNS-polimeraz gatl6 vegytilet, s
igy a sejteket korai S fazisban allitja meg (Ohashi és mts., 1978). A masik gyakran
hasznalt gatloszer a hidroxiurea, mely a sejteket kés6 Gl1, korai S fazisban tartja,
mivel ez a szer a DNS szintézist gatolja, a ribonuleotid reduktaz blokkolasa révén
(Yarbro, 1967). A sejteket korai mitozisban blokkolo vegyiiletek: a propizamid egy
herbicid, valamint a kolhicin mely vegyiiltek a mikrotubulusok gatlasan keresztiil

fejtik ki hatasukat. A tapanyag megvondsos modszer, sokkal koriilményesebb,
8



hosszabb 1d6t igénybevevd technika, ahol elsdsorban a szénhidrat-, vagy a foszfat-
forrast vonjak meg a sejtektdl, ugymond ,,éheztetikOa sejteket.

Szamos sejtkultira alkalmas kiilonb6zé mértékben szinkronizaltan fejlédni,
mint példaul az Acer, Catharantus roseus, Medicago, Nicotina plumbaginifolia és
sz0ja esetében mar ismert. Az eddigi legkiemelkedébb szinkronizacidos modszert
azonban dohany, Nicotiana tabacum, Bright Yellow-2 (BY-2) sejtvonalon értek el
Nagata ¢s Kumagai (1999), s igy a novényi sejtciklus tanulméanyozésanak egyik
legfontosabb kisérleti eszkoze lett. Tovabbi eredményes modszereket dolgoztak ki
Magyar ¢és mts. (1997) lucerna sejttenyészetre, valamint a kétszikiek modell
novényére, egy Arabidopsis sejtvonalra a szinkronizacidés modszerét Menges és mts.
(2002) dolgoztak ki. Egyszikli ndvények esetében nem ilyen széles a rendelkezésre
allo sejtkulturdk és szinkronizacidés modszerek palettdja. Kukorica sejtszuszpenziot
Peres és mts. (1999) részlegesen szinkronizéltak hidroxiuredval, valamint Fabian és
mts. (2000) Oryza sativa var. Indica spp. IR48 rizs sejttenyészet esetében
probalkozott szinkronizacids technikéval, amellyel a rizs ciklinA1;1 és cdc20s3, mint
a ciklin-CDK komplex alegységeit vizsgaltadk. A sejtciklus folyamatanak szabalyozo

egyseégeinek ismerete nélkiilozhetetlen.

I1.3. Ciklin-fiiggé kindzok (CDK)

Az eukariota sejtciklus szabéalyozasa Osszetett folyamat, amelynek az egyik
legfontosabb koordinatorai a ciklin-fiiggd kindzok (CDK). Ezek a szerin-treonin
fehérje kinazok - mukodésiiket tekintve a sejtciklust szabalyozo - ciklineket kotve
(komplexet képezve) hatarozzak meg az egyes sejtosztodasi 1épéseket.

A sejtciklus szabdlyozasa sokféle ciklin kifejezddésével fiigg Ossze, ami a
sejtciklus bizonyos fazisaival (G1, S és M) kapcsolt, amit a megfeleld6 CDK partner
fehérjék befolydsolnak. Bizonyitottak, hogy az egyes CDK-ciklin komplexek
szuppresszaljak mas tipust ciklinek szintézisét ill. aktivitasat, s ugyanakkor aktivaljak
azt a mechanizmust, amely sajat destrukcidjukhoz vezet. Tehat a sejtciklus soran
kiilonbo6z6 tipusa CDK-ciklin komplexek kovetik idoben egymast, s valtakozasukat az
el6z6 fazis komponenseinek proteolitikus lebontasa kényszeriti ki.

A sejtciklus szabdlyozasa a kovetkezOképpen alakul a szomatikus emlds
sejtekben a CDK-ciklin komplex szabalyozéasa révén (Fisher, 1997). A G1 fazisban a

Gl-tipust ciklinek (ciklin D és E) jatszanak fontos szabalyozd szerepet és ezek
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mennyisége a sebesség-meghatarozd 1épés. A  Gl-ciklinek szintézise a
sejtnovekedéshez kapcsolt, és ez biztositja, hogy a sejtek ne 1épjenek at addig az S
fazisba, mig az osztdédashoz ideédlis méretet el nem érték. Ha a sejt mérete egy
bizonyos hatarértéket tallép, akkor a Gl-es ciklin-fiiggd kinaz aktivitdsa hirtelen
megnd. Az aktiv kinaz komplex elkezdi a megfeleld fehérjeszubsztratokat
foszforilalni, s ezzel beinditja a kovetkezd folyamatokat. A destrukcids boxokat
tartalmazd ciklinek (S- és M-tipust ciklinek) proteolitikus lebontasat, hogy ezen
ciklinek ne képezhessenek a CDK fehérjékkel komplexet. Az S fazishoz sziikséges
transzkripcidt meghatarozd  gének  kifejez6dése  megnovekedik, hogy a
bioszintézisekhez €és a szerkezet kialakitdshoz sziikséges (pl. hisztonok) fehérjék
megfeleld mennyiségben rendelkezésre alljanak. A G1/S atmenetet gatld foszforilalt
CDK inhibitor proteolitikus Uton lebontasra keriil, ami azt eredményezi, hogy a
felhalmozodott CDK kinaz aktivitdsa az S fazisban hirtelen ugrésszertien megnd. Ez a
hirtelen aktivitds-novekedés kell ahhoz, hogy a DNS szintézis a replikacios
startpontoknal elinduljon (Fotedar R. és Fotedar A., 1995).

Az S fazis soran specifikus ciklinek (ciklin A) szintetizalodnak, s ezek
aktivaljak a megfelelé6 CDK kinazokat. Amikor a sejtek az S fazis végére érnek, egy
tirozin-kindz foszforilalja, s ezaltal inaktivalja a CDK-t. A G2 fazisban megjelennek a
mitotikus ciklinek (ciklin B), s a mitozis soran ezek aktivaljak a specifikus CDK
fehérjéket. Az aktivalas azonban csak akkor eredményes, ha a CDK tirozinja
defoszforilalodik, és ha a CDK-hoz Un. CKS dokkol6 faktorok kétédnek. A CKS-
eken keresztiil tovabbi (+ vagy -) szabalyozo molekuldk kotddhetnek a CDK-hoz. A
mitdzis folyamén az S- és M-tipust ciklinek proteolitikusan degradalodnak, ezzel a
G1-tipust ciklinek szintézise a gatlds alol - ami az S fazistdl a telofazisig tart -
felszabadul. A Gl-tipusi ciklinek lasstt felhalmozddasa a ciklus Gjboli
meginduldsdhoz vezet.

A folyamat soran a komplexek reverzibilis aktivalodasat ill. inaktivalodasat
specifikus kindzok (CAK) szabalyozzak, amely a CDK-kat a specifikus treoninon
(Thr 160) foszforilaljak. A fehérje komplexek inaktivalasat kiilonbozo foszfatazok
végzik, a foszfat-csoportok eltavolitdsaval. A komplex funkcidjat az un. CDK
inhibitorok (CKI) is szabalyozzdk azaltal, hogy kotddnek az aktivalt CDK-ciklin
komplexhez és megakadalyozzak, hogy kifejtse kindz-aktivitasat.

Habér ez az alapmechanizmus konzervalt minden eukaridtaban, a ndvényeknél

sajatsagos a sejtciklus szabalyozasa mind molekuléris mind regulacios szinten.
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11.3.1. Novényi CDK gének - fehérjék

Minden eukariotdban megtalalhatd egy 34 kDa nagysagi fehérje kinaz,
amelynek kozponti szerepe van a sejtosztddas szabalyozasdban. Az elsé cdc2 kinaz
gént ¢€lesztdben (Schizosaccharomyces pombe) azonositottak cdc2 néven (Nurse és
Thuriaux, 1980), aminek megfeleld6 homoldg szekvencidja allati €s novényi
rendszerekben is ismert. Az éllati rendszerekben a kiilonb6zé CDK-kat szamokkal
jelzik, addig a novényi CDK elnevezésénél (6sszehangolva az allati rendszerekével)
betlikkel kiilonboztetik meg a kiilonb6zé (CDKA, B, D, E, F) funkcionalis
csoportokat. A novényi CDK 5 tipusba osztalyoztdk, amelyek koziil az F-tipusu CDK
nem mutatnak sejtciklus jellemzd sajatsagokat, mint a CDKA,1 a PSTAIRE
motivuma. A CDK fehérjék két csoportjat tanulméanyoztak, elsésorban ndvényekben,
az A- és B-tipusu CDK-kat (Ferreire és mts., 1991).

A novényekben a CDKA fehérjékre a PSTAIRE szekvencia motivum jellemzd
a ciklin-k6t6 doménben, ezek a kindzok a G1/S és G2/M atmeneteket szabalyozzak. A
CDKALI1 transzkriptum felhalmozodasa sejtciklustol fliggetlen mintdzatot mutat, amig
a sejtkivonatok hiszton 1 kindz aktivitasa G1/S atmenetben, G2 ¢és M fazisokban
magas, ami kapcsolatban van az A-tipust CDK fehérjék jelenlétével. A novényi
CDKA csoportba tartozik a cdc2MsA ¢és cdc2MsB Medicago-bol izolalt gének, mivel
az altaluk kodolt fehérjékben megtalalhatok a kindzokra jellemzd ciklin-kotd
motivum, a PSTAIRE. Ebbe a csoportba tartoz6 gének a sejtciklus soran az S, G2
fazisokban ¢és mitdzisban mutatnak magas kindz aktivitast, valamint képesek

Négy B-tipusi CDK ismert, melyek novény-specifikus CDK-dk a rajuk
jellemzd PPTALRE vagy PPTTLRE motivummal, amelyek a G2 és M fazisba
halmozddnak fel és a G2/M atmenetet szabalyozzak. Ezen kindzok vizsgélatabol
ismert, hogy nem képes komplementalni az élesztd cdc2/cdc28 mutdnsokat (Imajuku
¢s mts., 1992, Fobert és mts., 1996) A B-tipusi CDK-k aktivitasa a G2/M fazisok
kozotti atmenethez kapcsolt, habar a CDKB1;1 mRNS szintjének ndvekedése mar az
S fazisban elkezdddik. (Segers és mits., 1996) A CDKB2 gén transzkriptuméanak
felhalmozodasa is szigoruan G2 ¢és M fazis specifikus és mindkét B-tipusa CDK-nak
maximalis kindzaktivitasa a mitdzis alatt van (Porceddu és mts., 2001). A CDKB1;1
feltehetden kolcsonhat mitotikus ciklinnel, valamint a CDKB1;1 és cycB1;1 gének is
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koordinalt transzkripcids feliil-szabalyozottsagot mutatnak a G2 és M féazisok soran
(Mironov és mts., 1999).

A C-tipusu CDK, PITAIRE ¢és SPTARE motivummal rendelkeznek. Ezekrol
megfigyelték, hogy nem vesznek részt a sejtosztodas szabdlyozdsdban, mivel nem
fejezddnek ki 0sztodd sejtekben (Barroco €s mts., 2003). Lucerna sejtkulturaban a
CDKC kifejez6dése konstitutivnak bizonyult Magyar és mts. (1997) kisérletei
alapjan. A novényi D-tipusi CDK-k az allati CDK aktival6 kindzoknak felelnek meg
(CAK). Ezek a kinazok aktivitdsukkal a transzkripcionalis szabalyozasaban vesznek
részt (Umeda és mts., 1999; Yamaguchi és mts., 2000). Mind Medicagoban mind
Arabidopsisban azonositottak egy-egy E-tipust gént és ezen gének mRNS szintje
azonos volt a sejtciklus sordn (Magyar ¢és mts., 1997). Lehetséges sejtciklus

szabalyoz6 szerepiiket még tanulmanyozzak.

1.3.2. A CDK aktivitasanak szabalyozasa novényekben

A novényi G1/S atmenet szabalyozasa nagyon hasolit mas magasabbrendii
eukariotadkéhoz, még akkor is ha nem azonositottdk a CDK4/6, CDK2 ¢és ciklin E
fehérje homoldgokat novényekben (Rossi és Varotto, 2002). A CDKA,1/ciklin D
komplex aktivitasat a G1/S fazisdtmenetben is bizonyitottdk novényekben, ami a
transzkripciot gatld retinoblasztoma fehérje hiperfoszforilacidjdhoz vezet (Soni és
mts., 1995; Meijer és Murray, 2000; Boniotti és Gutierrez, 2001). A retinoblasztéma
inaktivalasaval az E2F/DP transzkripcios faktorok szabadda valnak, igy az S fazis
specifikus gének kifejezddésének gatlasa megsziinik a novényekben is (Magyar és
mts. 2000 Kosugi és Ohashi, 2002, De Veylder és mts., 2002). Novényekben a CDK4
¢s 6 kinazok mellett az INK4 CDK inhibitort sem azonositottak. Azonban hét CDK
gatlo fehérjét un. Kip-szerti (KRP) proteint kodold gént viszont azonositottak. A KRP
fehérjék funkciondlis tulajdonsagai alapjan feltételezhetd, hogy ezen fehérjék a
CDK/ciklin komplexek inaktivalasaban vesznek részt, mivel a CDK inhibitorok (CKI)
altali CDK/ciklin komplex szabalyozéds konzervalt novényekben. A hét KRP gén
kiilonbozd kifejezOdési mintazata arra utal, hogy kiilonb6zé CDK/ciklin komplexeket
szabalyoznak szdvetspecifikusan (De Veylder és mts., 2001). A KRP fehérjék altali
szabalyozason tul, a fehérjék egy csoportja az un. dokkol6 faktoroknak és a CDK
alegységeknek (suc/cks) nevezett fehérjék is modositjak a CDK-k kindz aktivitasat.
Két Arabidopsis CKS fehérjét jellemeztek eddig (De Veylder és mts., 1997, Stals és
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crcr

valtozasahoz vezet és tovabbi CDK-k valnak célponttd mind pozitiv mind negativ
iranyl szabalyozas révén.

A CDK-k kinaz aktivitasa poszt-transzlacids szinten is szabdlyozott, a
foszforilaltsagi allapotuk vagy épp defoszforilaltsaguk révén. Az Arabidopsis CDKA1
aktivva valasdhoz sziikséges a konzervalt treonin aminosav foszforildldsa a CAK
kinaz altal (Stals és mts., 2000; Joubes és mts. 2000). A novényi CAK fehérjék
kolcsonhatnak a H-tipusu ciklinekkel (Yamaguchi és mts., 2000) és képesek
funkcionalisan komplementalni az emberi €s éleszté CDK-kat is (Umeda és mts.,
1998; Shimatohno ¢és mts., 2003). Habar novényekbdl cdc25 génnek megfeleld gént
nem azonositottak, Arabidopsisban egy hasonl6 foszfataz szintén képes aktivalni a
CDKALI1 fehérjét a G2/M fazis atmenetben. Lucerna esetében a PP2A foszfataz gatlasa
a G2-M fazis korai szakaszan aktivalta a lucerna mitotikus kinazt (Medsa;CDK2;1),
ami a fragmoplasztképzddés elmaradasaval parosult (Ayaydin és mts., 2000)

A CDKALI génben okozott dominans negativ mutacid, amely kifejezddését a
karfiolmozaik virus 35S promoterrel fejeztettek ki, az embridk elhaldasahoz vezettek
Arabidopsisban. Ugyanez a mutacid embri6 specifikus promoterrel (albumin gén 252)
kifejeztetve az embridok kialakulasdhoz vezetett (Hemerly ¢és mts., 2000). A
sejtosztodas aktivitasanak gatlasat a CaMV35S-cdc2a.N147 heterolog kifejeztetésével
vizsgaltak, ami normalisan differencialddott leveleket eredményezett, de ezen levelek
kevesebb ugyanakkor nagyobb sejtekbdl épiiltek fel (Hemerly és mts., 1995) A CDK
dokkolo6 faktor, CKS transzgénikus taltermeltetése Arabidopsisban a levél méretének
¢s a gyokér novekedési ratajanak csokkenéséhez vezetett, mivel megnovekedett a
sejtciklus iddtartama és lecsokkent a merisztematikus zéna (De Veylder, 2000). A
CDK aktivald kinazok tultermeltetése fokozatosan csokkentette a CDK fehérjék
aktivitasat €s az inicidlis gyokér sejtek differencidlodasat (Umeda és mits., 2000).
CDK inhibitorok, KRP1 és KRP2 tultermeltetése erésen gatolta a mitotikus sejtek
osztodasat és megvaltozott levélforma (fogazott) kialakulasahoz vezetett (Wang és
mts., 2000; De Veylder és mts, 2001). Minden eseteben a sejtosztddas aktivitasa
csokkent a CDKA,1 aktivitdsanak valtozasa miatt, valamint néhany esetben koraibb
differencidlodast eredményezett. Néhdny ndvényi D-tipusit ciklin ektopikus
kifejeztetése hasonlod fenotipust eredményezett, mint ahogy a CDKA kisérleteknél
tapasztaltadk. A cycD3,1 ektopikus kifejeztetése sejtméret csokkenéshez ¢és

megvaltozott sejtciklus id6tartamhoz vezetett. A fejlodo €s érett levelekben a sejtszam
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novekedését tapasztaltak, de a sejtek teljes differencialodéasat is megfigyelték (Dewitte
¢s mts., 2003). Mindezen ismeretek sugalljak, hogy a sejtciklus nagyon Osszetett
folyamat, amelyben a kiilonb6z6 kindzok mas fehérjékkel fejtik ki szabalyozo

szerepiiket.

1l.4. Retinoblasztoma-szerii fehérjék (RBR)

A CDK-ciklin komplex(ek) szubsztratjai kozé tartoznak a retinoblasztoma
fehérjék, amely a sejtciklus szabalyoz6 1€péseiben jatszik fontos szerepet ¢&s
meghatérozza a sejtosztodas folyamatat. Az allati sejtekben, az tn. ,,pocket proteinekO
a retinoblasztoma gének termékei.

A retinoblasztoma-related (RBR) fehérje csalad (RB, p107, p130 emldsdkben)
elsddlegesen a G1/S fazisok kozotti atmenetet gatolja, kozvetleniil (az E2F
transzkaktivaciés doménjének kotésével) ¢€s kozvetve (megerdsitve kiillonbozd
kromatin-remodelling komplexeket és ezaltal ,elhallgatatvaO specifikus kromatin
régiokat) az E2F/DP transzkripcios faktor csaladon keresztiil. Az aktiv RBR fehérjék
jelenléte gatolja a G1 fazisban az E2F altal szabalyozott gének kifejezddését,
megelézve a sejtek S fazisba jutasat. Allati rendszerekben, a fejlédési és mitogenikus
jelekre valaszul, az RBR fehérjék inkativaldédnak méghozza a specifikus CDK/ciklin
komplexek végezte foszforilalodasuk altal, igy megsziinik szamos E2F fliggd
promoter blokkja. Az RBR aktivitas szintén lehet gatolt, méghozza a sejtciklus soran
stimulalt specifikus inhibitorok, néhdny onkoviralis fehérje altal, mint példaul a SV40
(Simian Virus) T-antigénje, vagy az adenovirus (Ad) ElA ¢és az emberi
papillomavirus (HPV) E7 fehérjéje altal.

Az elsd ndvényi retinoblasztdéma homolog szekvenciadarabot kukorica cDNS
konyvtarbol azonsitottdk Grafi €s mts., 1996-ban. Ezt kdvetéen tovabbi két RBR
szekvenciarészletet (ZmRBR2a és ZmRBR2b) hataroztak meg Ach és munkatarsai,
1997-ben, melyek a mar teljes hossziisdgban ismert ZmRBR1 gén allélikus variansai.
A kukoricabol ismert szekvencidk kozotti megegyezdség tobb mint 90%. Minden
ismert ndvényi retinoblasztoma-szeri fehérje nagymértékli konzervaltsagot mutat a
szerkezetében. A feltételezett aminosav-sorrendek — Osszehasonlitasa  altal
meghataroztak az allati RB fehérjékre jellemzd A és B doméneket is. A kukorica RBR
gén homologjanak azonositasa és vizsgalata eldsegitette tovabbi ndvényi RBR gének

meghatarozasat, igy példaul az Arabidopsis RBR-t is. Ezidaig a kovetkezd kétszikii
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novényekben azonositottak az RBR gént: dohany, libatop, ludfli, borso, hibrid nyarfa,
valamint csibehar. Az egyszikii novények esetében a kukorican kiviil a kokusz RBR
homolog szekvencidja ismert. Mindezen szekvencidknal meghatarozhato az RB
csaladra jellemz6é A/B pocket domének helye, amik ezen géneknek evolucidsan
konzervalt egységei, igy feltételezhetd a géntermékek funkcionalis konzervaltsaga is.
Majdnem minden azonositott RB homolog, koztik a novényi RB-szerli fehérjék is
tartalmaznak egy sejtmagi lokalizacids szignalt (NLS) és egy cisztein aminosav is
nagyon konzervalt a B doménban. Az RBR fehérje majdnem minden biokémiai
tulajdonsagat elveszti, ha mutaldédik ezen konzervalt cisztein (Ach és mts., 2000). Az
retinoblasztoma fehérje szerkezetének ismerete segitséget nyUjt a funkcidjanak

megismerésében is.

1.4.1. Retinoblasztéma a virusok célpontja

Novényekben az RBR miikddési mechanizmusa is kiilonb6zé kolesonhatasok
altal szabalyozott, az allati rendszerekhez hasonloan. A ndvényi sejtciklus kutatas
sordn a RB-t kotd LxCxE motivumot tobb fehérje esetében azonositottdk, igy a
novényi D-tipusu ciklinekben (Huntley és mts., 1998), E2F transzkripcids faktoroknal
(Sekine ¢és mts., 1999), KRP fehérjéknél (Pettko-Szandtner és mts., 2006), valamint
virusok replikacids fehérjéiben (RepA), példaul a buza dwarf virus (Grafi és mits.,
1996) ¢és a kukorica csikoltsdg virus (Horvath és mts., 1998) esetében. A ndvényi
RBR kutatas uttoréjeként Grafi és mts. (1996) kimutattdk, hogy a ZmRBR1 fehérje
kolcsonhat olyan emlds viralis onkoproteinekkel, mint a SV40 T antigénje, az
adenovirus E1A fehérjéje, és a HPV E7 proteinje is. A ndvényi RBR fehérjék ndvényi
virus  fehérjékkel is  koOlcsonhatnak, mivel a virusok nukleinsavanak
megsokszorozodasadhoz elegedhetetlen, hogy a gazdasejtek replikacidos mechanizmusa
aktivalodjon. A ndvényi retinoblasztoma-szerli fehérjek szerepét a virusos
fertézéseknél alaposan tanulmanyoztak mar (Horvath és mts., 1998; Gutierrez, 2000).
A geminivirusok kis egyszala DNS-e kétszali DNS-en keresztiil replikalodik a gazda
novény replikdciés rendszerét haszndlva (Settlage ¢és mts., 2001). Mivel a
differencidlodott novényi sejtek mar nem képesek replikdciora, igy a geminivirus
fertézés korai szakaszaban a virus indukdlja a gazda novény DNS replikacids
enzimeit (Hanley-Bowdoin és mts., 1999). Ezt a feltételezést differencialddott TGMV

fert6zott sejtekben a proliferacios sejtmagi antigén (PCNA), a DNS polimerdz 6
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felhalmozodasanak kimutatasaval tdmasztottak ala. (Nagar €s mts., 1995, Kong ¢és
mts., 2000).

A geminivirusok célja, hogy a gazda RBR fehérjéjének inaktivalasaval a
gazdasejtet ujra sejtciklusba léptessék és a DNS replikacigjara kényszeritsék. A
kiilonbozé geminivirusok kétféle modon Iépnek kolcsonhatdsba a novényi RBR
fehérjékkel. Az egyik az LxCxE motivumre épiil, melynek a virusfehérjékben jelen
kell lennie, mint a RepA fehérjében a Mastrevirusok esetében. A Begomovirusok
esetében a virusfehérje (mint az AL1 a TGMV-ben) az RB-koté motivumtol fliggetlen
uton kapcsolddik a novényi RBR fehérjéhez és készteti a gazdasejtet a genetikai
anyaganak sokszorozasara (Gutierrez, 2000). Bizonyitott, hogy a Mastrevirus altal
kédolt replikacio asszocialt fehérje (RepA) kdlcsonhat a ndvényi RBR fehérjékkel. A
RepA fehérje hatdsdt mérsékelni tudtdk a ZmRBRI1 fehérje tultermeltetésével. A
RepA fehérje novelte a transzformdacios hatékonysagot és a kallusz novekedési
aranyat kukorica csirdbol. Ezen tanulményok bemutattdk, hogy a RepA fehérje
stimuldlja a sejtosztodast az RBR fehérjék szabalyozasan keresztiil (Gordon-Kamm és
mts., 2002).

Az ALl virus, illetve annak replikacios faktora elegendd a gazda
sejtciklusanak indukaldasdhoz kolcsonhatva a sejtciklus szabalyozd RBR fehérjével.
Tovéabbi eredmények bizonyitjak, hogy a TGMV AL1 RBR-kot6 aktivitdsban mutans
fehérje segitségével nem jon létre fertézés, ami azt sugallja, hogy a RBR kotés egy
altalanos sajatossdga a gazda aktivacionak minden szoveti tipusban (Kong és mits.,
2000). Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy az RBR fehérje az elsddleges

célpont egy virusfertdzés esetén, kihasznalva annak sejtciklus szabalyoz6 szerepét.

1.4.2. Retinoblasztoma a sejtciklus szabalyozé

Az allati rendszereknél ismert RB sejtciklus szabalyozasra alapozva, elsOként
Nakagami és mts., 1999-ben kimutattdk, hogy az RBR fehérje foszforildlodik a
ciklin/CDK komplex &ltal novényekben is. Az RBR fehérjék ndvekedést csokkentd
aktivitasat annak foszforlacidja szabalyozza, a ciklin-fliggd kindzok éaltal. Az RBR
funkcidjanak ezen inaktivacioja az egyik legfontosabb 1épés a G1-S fazis atmenetben
(Nakagami és mts.,, 1999). Az RBR fehérj¢ék magasabbrendli eukariotakban
szabalyozzak a sejtosztodast azaltal, hogy befolyéasoljak az adenovirus E2 promoter
kotd faktor (E2F) és a transzkripcids faktorok dimerizéacios partner (DP) csalad
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kozotti kolecsonhatast, amelyek befolyasoljak tobb sejtciklusban szerepet jatszd gén
kifejezddését. A G1/S fazisaitmenet soran a CycD/CDK komplex foszforilalja az
RBR-t igy az E2F transzkripcios faktor felszabadul gatlas alol és S fazisba inditja a
sejteket.

Az RBR kolcsonhat a CycA2 fehérjével is, szabalyozva a sejtciklust (Roudier
¢s mts., 2000), megerdsitve azt a feltételezést, hogy az RBR nemcsak a G1-S, hanem
a G2-M atmenetben is szerepet jatszik. A novényi RBR-kel kapcsolatot kialakito
kindz komplex CDKA kinazt és D-tipusu ciklin fehérjéket tartalmaz (Boniotti és
Gutierez, 2001), de mas CDK komplexek is képesek foszforilalni az RBR fehérjéket.
Az RBR fehérjékkel kapcsolatos kinazokat vizsgdlva, Koroleva ¢s mts. (2004)
megallapitotta, hogy a kindz aktivitds folyamatosan novekszik a korai S fazistdl a
mitdzisig, ami arra utal, hogy a RBR foszforilacidjanak nemcsak az S féazisban,
hanem a G2 fazisban is fontos szerepe van.

Az RBR szabalyozo6 szerepére a valtozd fehérje mennyisége is utal, amit a
kukorica levél fejlédése soran tapasztaltak. Az azonositott ZmRBR1 fehérje szintje a
mar differencialodott levélcstcs felé egyre né (Nakagami és mts., 1999). A kukorica
RBR fehérjék mind mennyiségben, mind foszforilacios allapotban valtoznak az
endoreduplikacidval egyiittesen az endospermiumban (Grafi ¢és mts.,, 1996).
Ugyanakkor Gordon-Kamm ¢és munkatarsai kimutattdk, hogy a ZmRBRI gén
tultermeltetése gatolja a sejtosztddast dohany BY2 sejtekben. Az Un. CAF-1
(kromatin ,,assemblyOfaktor 1) is kolcsénhatnak az RBR-vel, ami altal feltételezhetd,
hogy a RBR-E2F/DP ttvonalnak szerepe van az embrionalis/vegetativ atmenetben
(Ach és mts., 1997). Sejtszinten, a RBR gének megndvekedett szupresszidja
sejtproliferacidt okoz az egyébként mar differencidlodott szovetekben. A RBR gének
szupresszidja extra DNS replikaciot is okozott endoreduplikalodd levél sejtekben.
Ezek a hatasok megnovelt E2F transzkripcioval is kivalthatok voltak. Novényekben
az RBR funkciovesztéses vizsgalata ektopikus sejtosztddashoz vezetett a fObb
szovetekben, amely egybevag a sejtdifferencialédas késésével, illetve a
megnovekedett endoreduplikacioval. Ezen kisérletek is azt mutatjak, hogy a RBR
koordinalja ezeket a folyamatokat a ndvényi szovet kialakulas sordn (Park és mts.,

2005).
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11.4.3. Retinoblasztéma, mint a novényi novekedés kontrollaléja

A sejtcikluson kiviili, de azzal 6sszekapcsolddd folyamatokat is szabdlyoz a
RBR a kiilonb6z6 fehérje-fehérje kdlesonhatasok kialakulasan keresztiil, igy példaul a
FVE fehérjével (AtMSI4), ,,polycombO fehérjével, a CLF (Curly Leaf) fehérjével,
illetve a FIE (Fertilization Independent Endosperm) fehérjével (Mosquna €és mits.,
2004). A retinoblasztoméval kdlcsonhatd fehérje az FVE is (Ausin és mts., 2004),
amely egy fehérje-komplex része, ami represszalja a FLC (Flowering Locus C)
transzkripcigjat az RBR kapcsolt hiszton deacetilacion keresztiil, igy az RBR-nek
szerepe van a viragzas szabalyozasidban is. A kiilonb6z6 RBR génekben mutans
novények hozzasegitenek, hogy megismerjiik ezen gén novényfejlédés soran kifejtett
hatasat. A 10dfii inszerciés mutans vizsgéalata a him ivari gametofitdk elhaldsdhoz
vezetett (Ebel és mts., 2004).

Az RBR szabilyozza a gyokér alapi sejtjeinek méretét és szamat is. A D
ciklinek, KIP-kapcsolt fehérjék, illetve az E2F faktorok taltermeltetése szintén
befolyasolja a gyokér alapi sejteinek méretét, igy ezen molekularis kdlcsonhatasok azt
sugalljak, hogy ezek a faktorok az ismert RBR utvonalon keresztiil hatnak a
szomatikus ,.stemO sejt kialakuldsaban, ugy mint azt allati rendszerek esetén mar
leirtak (Wildwater és mts., 2005). Az endospermium fejlédése soran a kukorica RBR3
kifejez6dése a mitotikus allapotra korlatozodik, amely az endoreduplikacio
bekapcsolddasat el6zi meg (Sabelli és Larkins, 2006). A hajtascsuicsi merisztémaban
RBR fehérje tranziens tultermeltetése meginditotta a merisztéma sejtek kezdeti
stadiumu differencialédasat. Az RBR fehérjék szerepet jatszanak a gyokércsucsi
merisztémaban 1év6 ,.stemO sejtek differencidlodasi folyamatdban. Ezen kisérleti
eredmények tudataban megallapitottak, hogy a RBR fehérjéknek kdzponti szerepe van
a merisztéma sejtek differencialodasi folyamatainak szabalyozasaban (Wyrzykowska
¢s mts., 2006).

A novényi szovetdifferencidlodas ¢és felépités egy szigoru ¢és pontos
szabalyozast feltételez a sejciklusban. A sejtosztodasi ciklus meghatarozott idejii és
lokalizalt aktivitdsdn tul az osztodasi sikok irdnya és elhelyezkedése is fontos. A
novényi RBR fehérje kolcsonhatdsainak, valamint funkicojanak vizsgalatai tovabb
erdsitik azt az irdnyvonalat, hogy az RB fehérjéknek kiemelkedd szerepe van a
novények sejtciklusdban és a novényi fejléddésben is. Vizsgalatainkkal tovabbi

ismereteket kivantunk szolgéltatni az RBR szabélyozo szerepérol.
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lll. CELKITUZESEK

Az egyszikli novények esetében is a sejtciklus tanulmanyozasahoz egy jol
kidolgozott szinkronizacids rendszer sziikséges, mint az irodalmi adatokat ismerve, a
dohany BY-2 sejtvonalnal, mellyel bdvithetnénk ismereteinket az egyszikiiek
sejtciklusanak vizsgalata terén, ugyanakkor az egyszikii és kétszikli névények kozotti
evoluciods kiilonbségek megismerésre is teret biztositana.

Ezért munkdnk céljaként a szinkronizdciés technika optimalizalasat
valasztottuk, €s ezt a modszert kivantuk fejleszteni kisérleti modelliinkre, a rizsre.
Vizsgélatainkkal tovabb kivantuk ndvelni azokat az ismeretek, amelyek a sejtciklus
szabalyozas megértését eldsegitik.

A ciklin-figgd kindzok (CDK) kdzponti szerepe mar bizonyitott a sejtciklus
szabalyozasaban. Munkank célja volt tovabbi ismereteket gyiijtése arrol, hogy a CDK
kindzok sejtosztodast szabalyoz6 funkcidja milyen befolyassal bir a ndvényi
novekedésre, fejlodési iitemére. Ezen tanulmanyhoz a kivalasztott kinazokat
tultermeld transzgénikus novények létrehozasat és vizsgalatukat valasztottuk.

Ismert, hogy az ¢éldlények alapmechanizmusai hasonloak, igy a sejtciklus
szabalyoz6 alapelemei is konzervaltak. Ezen regulald egységek koziil a novényi RBR
gének, mint a sejtciklus egyik legérdekesebb mozgatorugodja, kiilondsen a rizs RBR

azonositasat, vizsgalatat tliztiik ki célul.
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IV. ANYAGOK ES MODSZEREK

IV.1. Névényi anyagok

Modell névényeink a rizs Oryza sativa L. Japonica cv. Taipei-309 valamint az
Unggi9 fajta. A Taipei 309 genotipusbdl nevelt sejtvonalat AA tapoldatban (l1asd.
Fliggelék) novesztettik 2 mg/l 2,4-D diklorfenoxiecetsavat (2,4-D) jelenlétében, a
tapoldat heti frissitésével, mig az Unggi9 sejtkultarat G1 tapoldatban (lasd. Fiiggelék)
hasonlé hormon koncenrtracidval és a tapoldat heti frissitésével.

Medicago sativa L. ssp. varia A2 genotipusi sejttenyészetet steril
korilmények kozott, 22°C-on 16:8 dras fotoperiodus alatt neveltiik a 0,2 uM 2,4-D és
I uM Kkinetint tartalmazo folyékony MS (Murashige és Skoog, 1962) taptalaj heti
frissitése mellett (Magyar és mts., 1997).

RNS izoldlashoz az emlitett ndvényi fajtdkbol liveghdzban nevelt novények 2
hetes és kifejlett novényi részeibdl mintakat gylijtottiink, valamint a sejtkultardkbol a
kezelések soran minden vizsgalt idopontban mintat vételeztiink, melyeket folyékony

nitrogénben fagyasztottunk és -80°C-on taroltunk a felhasznalasig.

IV.2. Sejtmagizolalas és aramlasos citometriai méerés

A sejtmag izolalasahoz az Gn. “chopping® moédszert alkalmaztuk. A
szuszpenziobol vett mintakrol eltavolitottuk a tapoldatot, majd 1 ml steril Galbraith
pufferben (40 mM MgCl, x 6 H20; 30 mM Natrium-citrat; 25 mM MOPS; 0,1%
Triton-X-100; pH-t 7,0) feltartuk a sejteket pengével. A sejtmagszuszpenziot 20 um
porusméretli  mikrofilteren  szlrtik. A  mintdk  nukleinsav  tartalmat
végkoncentracioban 4 pg/L Propidium-jodid alkalmazaséaval vizsgaltuk, Becton
Dickinson FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) Calibur aramlasi citométerrel..
Méréseink soran a SoftFlow Hungary Kft. altal forgalmazott FACSFlow elnevezésii
puffer (natrium-klorid, dinatrium-EDTA, kalium-klorid, kalium-foszfat, natrium-
foszfat) hasznaltuk. A mért adatok rogzitéséhez és tarolasdhoz a CellQuest 3.3
szoftvert alkalmaztuk. Az adatok kiértékelését a ModFit LT 2.0 program
hasznalataval végeztiik el.
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1V.3. Rizs kallusz indukcio

Rizs szemekbdl kalluszt indukaltunk steril koriilmények kozott. A szemek
felszini sterilezéséhez eldszor 75%-os etanollal mostuk a szemeket 5 percig, utdna
3x5 percig steril vizzel mostuk. Ezt kovetden frissen készitett 50%-os hipoklorid
oldattal 30 percig razattuk a szemeket. Ezen kezelést 5x5 perces steril vizes mosas
kovetett. A steril szemeket kalluszindukalo NB taptalajra (Li és mts., 1993), mely 2

mg/L 2,4-D-t tartalmazott, alland6 25 C°-on és s6tétben neveltiik koriilbeliil 5 hétig.

1V.4. Alkalmazott binaris vektorok

A cdc2MsA/ Medsa,CDKAI;1, cdc2MsD/ Medsa,CDKBI1;1, cdc2MsF/
Medsa;,CDKB2;1 gének kifejez6désének vizsgalatdhoz a pCAMBIA 3300
(Hajdukiewicz és mts., 1994) vektorra alapoztuk a konstrukcidkat. A lucerna cDNS
konyvtarbol (Magyar €s mts., 1997) Medsa,CDKAI;1, Medsa;CDKBI;1 és a
MedsaCDKB2;1 géneket kodold szekvencidkat EcoRI/Smal enzimekkel emésztettiik
ki, és az EcoRI/Ecl1361I enzimekkel emésztett pH3 vektorba ligaltuk, igy késziilt a
pHEXD2A, pHEXD2D ¢és pHEXD2F konstrukciok, melyek a hiszton promotert €s azt
kovetden a vizsgalandd kindz géneket tartalmazzak. A pHEXD2F plazmidbdl az
expresszios kazetta Notl enzimmel lett kivagva, majd Klenow-val bluntolva és a
pCAMBIA3300 Smal helyre lett klonozva, igy készitettilk el a végleges bindris
vektorokat a pCHD2A, pCHD2D, pCHD2F (lasd Fiiggelék)

IV.5. Transzformans rizs névények elballitasa Agrobacterium

tumefaciens kézvetitett génbeviteli médszerrel

A vizsgaland6 gének bejutattdsara Hiei és mts., 1994 altal kidolgozott
moddszeren alapuld transzformacios kisérleteket végeztiink, Agrobacterium
tumefaciens-szel kalluszokat fertztiink (Hiei és mts., 1994).

Az egyes plazmidokat tartalmazo Agrobacterium tumefaciens LBA4404-es

torzseket antibiotikumos YEP tdptalajra (yeast extract, 10 g/l; peptone, 10 g/I; sodium
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chloride, 5 g/l; pH 7.0) masszivan leoltottuk, 28 C°-on 3 napig ndvesztettik. A
baktériumtenyészetet 5 ml R2M tépoldatban (Christensen ¢és mts., 1997)
felszuszpendaltuk. A transzformalni kivant friss kalluszokat 50 ml R2M kiegészitve
2,5 mg/l 2,4-D-vel, 10 g/l glikozzal, 0,1 mM acetosziringonnal, 100 mg/l
streptomicinnel (pHS.2) tapoldatba helyeztiik, valamint hozzaadtuk a homogenizalt
baktériumtenyészetet €s 15 percig infiltraltuk a kalluszokat. Az inkubdalast kdvetden
tovabbi 50 ml egyiittneveld R2M tapoldatot adtunk a tenyészethez és 2 napig 100
rpm-n razattuk. A friss kalluszok egy részét kontrollként kezeltiik, melyek nem
érintkeztek baktériummal, de az infiltracios és inkubacids kezelést szintén elvégeztiik.
Az egyiittenyésztést kovetden a tapoldatot eltavolitottuk és 1000 mg/l augmentinnel
kiegészitett 100 ml R2M tapoldattal mostuk a kalluszokat, és szaritottuk, majd R2
alaptt 2,5 mg/l 2,4-D, 400 mg/l augmentinnel és 4 mg/l PPT-vel kiegészitett
taptalajon, sotétben neveltiik a kalluszokat.

A szelekcios nyomast taléld kalluszokat LS taptalajon (Rueb és mts., 1994),
melyet 400 mg/l augmentinnel és 4 mg/l PPT-vel egészitettiink ki, tovabbi 4-5 hétig
tenyésztettiik embridindukalés eldsegitése végett. Majd ezt kovetden a kalluszokat LS
regenerald, PPT-t méar nem tartalmazé taptalajra helyezve fényen inkubaltuk a
tenyészeteket a gyokér- és a hajtdsképzodés megindulasahoz. A zold levéllel és
fejlodé gyokérrel rendelkezd ndovényeket 4 mg/l PPT-t tartalmaz6d LS taptalajon
tovabb szelektaltuk. Az igy regeneralt novényeket liveghazban 28-30 C°-os nappali
hoémérsékleten, 25x25 cm-es edénybe iiltetve altalanos viragfold-tézeg keverékben

szemérésig neveltiik.

IV.6. Fehérjeizolalas

Fehérje analizishez a transzformalt novények kiilonb6zd részeibdl mintakat
gyljtottiink, melyet folyékony nitrogénben fagyasztottunk és -80°C-on taroltunk a
felhasznalasig. Ezen ndvényi mintakbdl extrakcios puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6,
15 mM MgCl,, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, 1 mM NaF, 60 mM B-glicero-foszfat, 1
mM PMSF, 2 mM DTT,10 ul/ml proteindz inhibitor keveréket) alkalmazasaval
izolaltunk 0Osszfehérjét. A fehérjekoncentraciot Bradford-reagenssel, 595 nm-en
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az immunoblot (Western blot) kisérletekhez

mintanként 50 ug dsszfehérjét hasznaltunk fel.
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IV.7. Western Analizis

A mintdkban talalhaté fehérjéket tomegiik szerint SDS PAGE (natrium-
dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis) technikaval valasztottuk szét. Az
elektroforetikus elvalasztast kovetden a gélbdl a fehérjeket PVDF (polivinilidén-
difluorid) membranra transzferaltuk elektroblottolassal. A filtereket tejporos oldatban
két oran keresztiil szobahémérsékleten blokkoltuk 5% tejport és 0.05% Tween 20-at
tartalmazo TBS (25 mM Tris-CL, pH8.0, 150 mM NaCl) pufferben, majd az adott
elsédleges ellenanyaggal 1 pg x ml' IgG koncentracidban egy Oréig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. Az alkalmazott elsddleges ellenanyagok a lucerna
MedsaCdc2A (EYFKDIKFVP), MedsaCdc2D (PYFDSLDKSQY), MedsaCdc2F
(DDLDKTHL) (Mészéaros ¢és mts., 2000) fehérj¢ék C terminalis peptidjét felismerd
ellenanyagok, melyek mindegyike el6zdleg affinitis-tisztitdson esett keresztiil. Az
elsddleges ellenanyaggal tortént inkubacié utan a membrant mostuk 0,2% Tweent
tartalmaz6 TBS-vel. Mosias utdn a membrant peroxiddz enzimmel kapcsolt
masodlagos ellenanyag tejporos oldataban inkubaltuk a gyarté (Sigma) altal javasolt
koncentracioban. Ujabb mosas utdn a peroxidaz enzim szubsztratjaval (,,Lumi-Light
Western Blotting SubstrateQ) Roche) kezeltik a membrant, a lumineszcenciat pedig

rontgen filmen detektaltuk.

IV.8. A MsRBR gén klénozasa

Az MsRBR gén elsé 305 bp hosszl részletét a kovetkezd oligok (forward
primer 5-TCCAAGTTGTACTATAGG-3", és reverz primer 5-
TGCCATGCTTTCCAAAAG-3") hasznalataval izolaltuk AZAPII cDNS konyvtaron
végzett PCR amplifikdciok elvégzésével. A felhasznalt oligbk tervezéséhez a
ZmRBR2a szekvencia (Garfi és mts., 1996) konzervalt A-domének ismerete nyujtott
segitséget. A AZAPII cDNS konyvtar 3-4 napos, nitrogént még nem fixald lucerna
noduszokbol, Medicago sativa ssp. Varia-bol (Savouré €s mts., 1995) késziilt, amit
Dr. Kondorosi Evanak és munkatarsainak (Institut des Sciences Végétales, CNRS,

Gif-sur-Yvette Cedex, France) kdszonhetiink. A teljes hossziisagh MsRBR gén
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szekvencijjat tovabbi PCR alapti technikaval és az eredményezett szekvencia

részletek elemzésével hataroztuk meg.

IV.9. A rizs OsRBR gének klénozasa

A rizs retinoblasztoma homoldg gének azonositdsahoz az ismert MsRBRI
szekvencia 1521 bp hosszl, a konzervalt B domén-tdl a C-termindlis végig terjedd
konyvtar készitéséhez SMART™ cDNA Library Synthesis Kit-et (Clontech)
hasznaltuk. A kivalasztott pozitiv klonok szekvencia meghatarozasat kovetéen az
OsRBRI (Acc.:AY941774) ¢és OsRBR2 (Acc.:AY941775) géneket sikeriilt

azonositani.

IV.10. A buza TaRBR1 és TaRBR2 gének meghatarozasa

A rizs OsRBR1 and OsRBR2 fehérje szekvencidkat hasznaltuk fel tBLASTn
alaptl szekvencia keresésekhez a TIGR (http://www tigr.org/tigr-
scripts/tgi/T index.cgi?species=wheat) blUza (Triticum aestivum) adatbazisban. Az
alabbi tentativ konszenzus (TC) szekvencidkat eredményezte a homologiara alapozott
Osszehasonlitd keresés: (TC52591, TC 43330, TC 39220, TC52174, és TC46259).
Ezen szekvenciadarabokbol rekonstrudltuk a baza TaRBRI ¢és TaRBR2
retinoblasztoma homologok feltételezett szekvencidjat. Erre alapozva buza cDNS-
eken PCR amplifikaciot végeztiink a kovetkezd oligénukleotidekkel TaRBRI1F
(Forward 5°-GAATTCGGCACGAGGCAGGCAGAGT-3"), TaRBRIR (Reverse 5°-
CAATTAAAACAAGGTGAAGTTTTACCCCACTGC-3"), ¢s TaRBR2F (Forward
5'-  GTTTTCATTCAAATTTTGAGAAGTT-3") TaRBR2R  (Reverse 5°-
GCAGGATCGGAAGAGGCAGGGACAC-3").

IV.11. Szekvencia 6sszehasonlitasok és filogenetikai analizis

A genomidlis szekvencia adatbazisokban tBLASTt keresést végeztliink a

vizsgalandd RBR gének exon-intron szervezOdésének meghatarozasahoz, és a

24



STRECHER  program  (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/stretcher.html)
alkalmazaséval hataroztuk meg a pontos exon-intron hatarokat.

A ClustalW  programot (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/ClustalW.php)
hasznaltuk tobbszords szekvencia-Osszehasonlitdsokhoz. A phylogenetikai tavolsag
meghatarozasdhoz a szekvencia Osszehasonlitas eredményét az un. alignment-et a
PHYLIP  szerveren  (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/phylogeny/phylip-uk.html)

tovabbi analizisnek vetettiik al4 (Felsenstein, 2002).

IV.12. RNS izolalas

Ossz-RNS  izoldldssa TRI reagens modszer alkalmazasiaval és annak
optimalizalasédval végeztiik (Chomczynski és Sacchi, 1987). A sejteket (0,2 g)
folyékony nitrogénben finom porra dorzsoltiik, majd RN4z mentes koriilmények
biztositdsa mellett hozzaadtunk 1 ml TRI reagenst (23,7 g guanidine thiocyanate; 12,5
ml 100 mM Na - citrat (pH 7,0); 10 ml 2M K - acetat (pH 4,8); 715 ul 35 % -os
sarcosyl; 60 ml DEPC - vel kezelt dH20, 340 ul B - merkaptoetanol; 50 ml vizzel
telitett fenol). Az elegyet 30 masodpercig homogenizéltuk, majd ezt kovetden 3
percig 65 °C — on inkubaltuk. Ezt kovetéen 200 pl kloroformot hozzaadtunk és
erdteljesen Osszerdztuk, majd legalabb 3 percig szobahOmérsékleten allni hagytuk.
Utdna 4 °C-ra el6hiitott centrifugaban 15 percig (10,000 x rpm) centrifugéltuk. A
minték feliilisz6 részét atpipettaztuk egy-egy 1.5 ml-es eppendorf csébe és mindegyik
mintahoz 500 pl izopropanolt adtunk, majd legfeljebb 10 percig szobahémérsékleten
inkubaltuk. Majd ujra 15 percig 4 °C-on centrifugéaldssal (10,000 x rpm)
szétvalasztottuk a kiilonbozd fazisokat, majd a csapadékot 70 %-os etanollal mostuk.
A mosast kdvetden 50 ul steril desztillalt vizben feloldottuk az izolalt 6sszZRNS-t. Az
izolalt 6sszRNS mennyiségét, 240 nm optikai denzitasat (ODaep) spektrofotométerrel
hataroztuk meg ¢és az RNS mindségére OD,40/ODygy ardnyabol kovetkeztettiink,
illetve megvizsgaltuk elektroforetikus elvalasztassal ethidium-bromid-ot ¢és 1%

formaldehidet tartalmazo6 agardz gélen. Az izolalt RNS mintakat -80°C-on taroltuk.
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IV.13. DNaz kezelés és reverz transzkripcio

Az RNS mintdk genomi DNS szennyezettségtdl valo megtisztitdsdhoz DNaz
kezelést végeztiink (10 x DNaz puffer; 5 plIDNaz (FERMENTAS); 25 pl 6ssz RNS;
15 ul dH,0). Az elegyet 37 °C-on 30 percig inkubaltuk, majd 65 °C-on 10 percig
inaktivaltuk az enzimet, a FERMENTAS cég hasznalati itmutatdja szerint.

A cDNS szintézishez a Fermentas Reverz Transcriptaz (RevertAid™ H Minus
M-MuLV)- kitjét hasznaltuk, a FERMENTAS cég altal javasolt eléirasok szerint, a
kovetkezdképpen: 1 ug DNaz kezelt 6sszRNS; 50 uM random hexamer 2,5 pl; dH,O
Xul - reakcioelegyet készitettiink. (X mennyisége az 6sszRNS mennyis€gétdl fligg, a
reakcidelegy 25 pl végtérfogatanak megfelelden.) Ezt 70 °C-on inkubaltuk 5 percig,
majd jégen 5 percig allni hagytuk. Ezt kovetden kiegészitettiik a reakcioelegyet a
kovetkezd oldatokkal: 5x reverz transcriptaz puffer 10 ul; 10 mM dNTPs 5 pl;
Inhibitor 0.5 ul; dH,O 9.5 pul. Majd 25 °C-on inkubaltuk 5 percig, és hozzaadtunk 1 pl
enzimet a reakcioelegyhez, amit a tovabbiakban 25 °C-on 10 percig, majd 42 °C-on 1
oraig és 70 °C-on 10 percig kezeltiink. A ¢cDNS szintézis eredményességét PCR

reakcioval ellendriztik.

1V.14. Kvantitativ RT-PCR

A vizsgalt gének kifejezddését kvantitativ RT-PCR technikéaval vizsgaltuk. A
kivalasztott génekre specifikus oligokat az Applied Biosystems Primer Express
software-vel terveztiik, a primer-szekvenciakat tidbldzatban foglaltuk Ossze (lasd.
Fliggelék). A szinetizalt cDNS-eket 1:3,5 aranyban higitottuk nukledz mentes vizzel.
A reakcidelegy 20ul végtérfogat volt, amiben az egyes oligok 150uM
végkoncentracioban voltak jelen, valamint a 9ul a higitott cDNS-bdl és 10ul a 2x
SYBR Green PCR Master Mix-bol (APPLIED BIOSYSTEMS). A kvantitativ PCR-t
az ABI Prism 7000 Sequence Detection System késziilékkel végeztiik, az ajanlott
paramétereket kovetve. Igy 10 perc 95°C fokon, majd 45x ismétlésben 95°C-on 15
sec €s 60°C-on 1 perc. A PCR futasat kdvetden az ABI Prism Dissociation Curve
Analysis Software alkalmazasaval a termék specifikussagat is megvizsgaltuk. Az

adatok analiziséhez a 27" médszert alkalmaztuk (Livak és Schmittegen, 2001).
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IV.15. In vitro RNS transzkripcio

A tisztitott plazmid DNS-eket a megfeleld restrikcids enzimmel (Smal)
hasitottuk, majd a linearizalt DNS-t fenollal, fenol-kloroformmal és kloroformmal
extrahaltuk, etanollal kicsaptuk, majd centrifugdlas €s szaritds utan steril desztillalt
vizben feloldottuk. A szokdsos 100 pl-es transzkripcios reakcioelegy tartalmazott 2-3
pg linearizalt templéatot, 500 mM ATP-t, CTP-t, UTP-t és GTP-t, 100 unit RNasin®-t
(Promega), 10 mM dithiothreitolt, 6 mM magnézium-kloridot, 4mM spermidint, 40
mM Tris-HCI-t (pH 7,2) és 100 unit T7 RNS-polimerazt (Promega). A reakcioelegyet
egy oOran at inkubdltuk 37 °C-on, majd 1,2 %-os agardz gélen elvalasztottuk, és

etidium-bromiddal megfestve ellendriztiik a transzkriptumok mindségét.

IV.16. In situ hibridizacio

Az RBR RNS-ek novényi szovetekben valod kimutatdsara in situ hibridizacios
moédszert alkalmaztunk. Rizs csirandvényeket 4agyaztunk be levél- és
gyokérkeresztmetszetek készitéséhez. A szovetek fixalasat 4% formaldehid oldatban
végeztiik jégben, majd 4 °C-on tortént etanolos dehidratalas utan fokozatosan Roti*-
Histol (Roth) oldatba helyeztiik a mintakat szobahdmérsékleten. A szdvetek
megfestése utan (Eosin yellowish, Fluka) paraffin darabkakat (Paraffin embedding
media, Sigma) adtunk a szdvetekhez szobahOmérsékleten, telitésig. Ezt a miiveletet
folytattuk 42 °C-on. Ezutan olvadt paraffint cseréltiink a mintdkon 56 °C-on 3-5
napon keresztiil napi hdrom alkalommal. A mintdkat orientdlds utdn paraffinba
dermesztettiik, majd 10 um vastagsagl keresztmetszetek késziiltek a szovetekbdl. In
situ hibridizacidhoz negativ szal digoxigenin-11-UTP-vel (Roche) jeldlt rizs RBR-
ékre specifikus RNS-t hasznéltunk, amely a rizs RBR specifikus régidjarol
szintetizaltunk a gyarto javaslata szerint. Ezek a probdk csak az egyedi RBR mRNS-t
ismerik fel, mivel nem tartalmaznak konzervalt szekvenciat. A jelolt RNS-eket
alkalikus-foszfatdzzal konjugalt antidigoxigenin antitesttel mutattuk ki (Havelda és

Maule, 2000).
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IV.17. Eleszté két-hibrid matrix analizis

A fehérjekdlcsonhatasok vizsgdlatdhoz Schiestl és Gietz (1989) altal
kidolgoztt élesztd két-hibrid modszert alkalmaztuk. A kisérletek alapjaul szolgalt a
pGBT9 (Clontech), pPBD-GAL4 2.1, és pAD-GAL4 2.1 vektorok (Stratagene). Az
éleszté két-hibrid vizsgalatokhoz a kovetkezd vektorokat készitettiik el, mint “baitO
pGBT9/MsRBRA;1, pBD-GAL4 2.1/0OsRBRB;l1 ¢és pBD-GAL4 2.1/0OsRBRC;I,
valamint mint “preyO pAD-GAL4 2.1/MSV RepA, pAD-GAL4 2.1/OsRBRI2, pAD-
GAL4 2.1/OsRBRI5, pAD-GAL4 2.1/Medtr;CycD5, pAD-GAL4 2.1/MsPP2AregB.
Kisérleteinkben Saccharomyces cerevisiae PJ69-4a (James et al., 1996) élesztdgomba
torzsbe jutattuk be az emlitett vektorokat. A vektorokat tartalmazé transzformansok -
Trp, -Leu, -His, -Ade taptalajon ndvesztettik és a HIS3 and ADE2 riportergének
aktivalédasat vizsgaltuk (Sambrook ¢s mts., 1989). A fehérje kolcsonhatasok
mennyiségi meghatarozasahoz az ONPG modszert alkalmaztuk és a Relativ 3-

galaktozidaz egységeket Horvath és mts. (1998) munkéja alapjan hataroztuk meg.
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V. EREDMENYEK

V.1. Szinkronizacios kisérletek

Szinkronizaciés  kisérleteinkhez  Unggi9 ¢és  Taipei-309 fajta rizs
sejtszuszpenziokat hasznaltunk. A rizs sejtkultirdkat 2mg/L 2,4-D-vel kiegészitett
AA, illetve G1 tapoldatban tenyésztettiik, a tdpoldat heti frissitésével, hogy jol
osztodo-finom  sejtpopulaciot  neveljiink. Ezen sejtkultirdkat alkalmaztuk a
tovabbiakban a sejtciklus szinkronizacids paraméterek optimalizdsdhoz. A sejtek
szinkronizaldsdhoz megvizsgaltuk, milyen blokkol6 anyagok alkalmazdsa a
legidealisabb, hogy a blokkolast kovetden a sejtosztddas reakitvalddjon, figyelembe
soran mimosine-t, propizamide-ot, aphidicolint és hidroxiurea-t hasznaltunk
kiilonb6zé koncentracioban, 24 oras €s 36 6ras inkubacids idokkel, az eddig ismert
irodalmi adatokra alapozva. A kezelések soran a blokkolé anyag koncentracidja és
annak a rendszerbdl mosdsokkal valo eltavolitdsa a legkritikusabb pontjai a
folyamatnak.

A mimosine olyan blokkolé anyag, amit eddig csak emlds sejtvonalak
szinkronizaldsdhoz hasznaltak. Ezért megvizsgaltuk, hogy milyen hatdssal lesz a
ndvényi kultirdkra, esetlinkben a rizs szuszpenzidkra. Kisérleteinkben a 100 és 200
mM koncentracidét valasztottuk, az emlds sejtkultirdkon végzett optimalizalasi
vizsgalatokra alapozva. Frdekes moédon a kezelés hatdsara a sejtkultirak
elszinezddtek, ami jelentheti, hogy a blokkol6 anyag reagalt a tapoldat valamely
komponensével, igy megvaltoztatva annak pH értékét. Ahhoz, hogy valdjaban
hasznalhat6 legyen ez a blokkold anyag tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

Propizamide kezelés soran az d4ramldsos citometriai vizsgalataink nem
mutattak hatékony blokkolast. A kezelési koncentracid tovabbi optimalizalasat
kovetden valoszinlileg ez a blokkold anyag is hasznalhatd lesz majd a sejtciklus
tanulmanyozasara.

A ladfti szinkronizacios kisérleteknél jol bevalt aphidicolint is kiprobaltuk.
Ebben az esetben az alkalmazott koncentraciok vagy a blokkolds nem volt megfeleld

vagy a sejtciklus nem reaktivalddott, ami a blokkold anyag toxikus hatdsara utal, ha a
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sejtek koziil nem tudjuk megfelelden eltavolitani. Ezen blokkolé anyag jovobeni
alkalmazasa is tovabbi kisérleteket igényel.

Kisérleteink alapjan a hidroxiurea kezelés bizonyult a leghatékonyabbnak,
még pedig a sejtkulturak a hidroxiurea 10 mM koncentracidban valé alkalmazasa 24
oras idGtartam alatt, igy ezt a kezelési koriilményt hasznaltuk a tovabbiakban.

A szinkronizacids kisérletet a passzalast kovetd masodik napon inditottuk,
amikor a sejtek Ujra aktivan osztodtak a taptalaj frissitést kovetden. Ezt eldzetesen a
sejtkultira osztddasanak jellemzésével hataroztuk meg. A tapoldat frissitést kovetden
a szuszpenziok pH-ja lecsokken ¢és a sejtek nagy része stationer fazisban van. Az
altalunk hasznalt kultaraknal a passzalast kovetd 2. napon indult Gjra az osztddas. A
hidroxiurea-s blokkolast kovetéen kondicionalt médiumot, ami nem kezelt
parhuzamos sejttenyészetek szlrt tapoldata, hasznaltunk a blokkold anyag
eltavolitasdhoz (3 x 20 perc), majd a sejteket azonos kiindulési térfogatt kondicionalo
tapfolyadékban inkubaltuk. A kisérlet sordn 3 oras idOk6zonként vettiink mintat
sejtmagizolalashoz, a DNS tartalom valtozasanak vizsgalatahoz és génexpressziods

analizishez.

V.1.1. Az Unggi9 sejtkultura szinkronizaciés kisérlete

A 2. abran az Unggi9 sejtszuszpenzid szinronizéacids kisélete soran harom
oranként vett mintak adramlasi citometrids analizisének hisztogramjai lathatok. Az x-
tengelyen a fluoreszcencia intenzitast, vagyis a relativ DNS tartalmat, az y-tengelyen
a mért sejtmagok szdmat adbrazoltuk. A hisztogramokon lathaté gorbék elsd csucsa a
G1 fazisban 1évd sejteket mutatja, a masodik cstucs a G2 fazisban levoket, mig az S
fazisban 1évd sejtek DNS-tartalmuk alapjan a két csucs kozotti szakaszra esnek,
aranyukat ebbdl kalkulaljak a szoftverek. Az utols6 hisztogramon a kontroll minta
lathato, amelyrdl leolvashatd, hogy a sejtek tulnyomo tobbsége G1 fazisban van
mindenféle kezelés nélkiil. A 2. abran lathato, hogy a hidroxiurea eltavolitasa utan 12
oraval megnovekedett az S fazisban 1év0 sejtek aranya, majd a mosast kovetd 15.
ordaban a G2 fazis novekedése is megindult. A 21 6ras mintavételnél szembetiingd
valtozas kovetkezett be, a sejtek tobbsége G2 fazisban volt.

Ezen adatok alapjan elmondhatjuk, hogy CellQuest programmal végzett

analizisek szerint lathat6, hogy az éltalunk vart véltozasok bekovetkeztek, a sejtek
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tobbsége a 21. 6raban G2 fazisban volt, ami a szinkronizacids kisérlet sikerességét
igazolja. A tovabbiakban ezen mérési adatokat értékeltilk ModFit LT 2.0 szoftverrel.
A 3. 4bran kiemeltiik a hidroxiurea eltavolitdsa utan kozvetleniil vett mintat
(AW= after wash), és a 18., 21. és 24. ordban vett mintdkat. Szinkronizacids
kisérleteink soran az AW minta szolgaltatta a viszonyitdsi alapot. A tovabbi két
mintanak (18. és 21. oranal) azért van kiemelt szerepe, mert ezekben az idépontokban
kovetkezett be a legnagyobb valtozas az S ¢és a G2 fazisokban. A 24. 6ras minta
szemlélteti, hogy a sejtek dtmentek a mitdzis folyamatdn, tilnyomo tobbségiik ismét
G1 fazisba keriilt. A ModFit LT 2.0 szoftver altal végzett értékelés altal szazalékos

értékekben adtuk meg a sejtciklus kiilonb6zé fazisaiban 1évé sejtek szamat-

gyakorisagat.
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2. abra. Az Unggi9 sejtszuszpenzio szinkronizacios kisérlete soran harom
oranként vett mintak aramlasi citometriai mérésének hisztogramjai.

Ezen értékek szerint, a kontroll (nem kezelt) sejtszuszpenzid esetén a sejtek
tulnyomo tobbsége, 70,24 %-a G1, 15,87 %-a pedig S-fazisban volt. Az altalunk
alkalmazott hidroxiurea (HU) blokkol6 anyag a sejteket G1, és S fazisban blokkolta,
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majd a HU kimosésat kdvetéen a G1 fazisban 1évo sejtek aranya 65,86 %, az S fazisos
sejtek aranya 16,32 % volt. A blokkold agens eltdvolitdsa utan 15 6raval mar
csokkenés mutatkozott a G1 fazisban 1év0 sejtek ardnyaban, amely 48,76 % volt, és az
S fazis is novekedett 23,34 %-ra, mig a G2 fazisban 1évd sejtek aranya 27,90 %-ra
emelkedett. A 21 oranal a sejtek 59,19 %-a G2 fazisban, majd valdsziniileg mitozisba
Iéptek. A G1 fazis pedig lecsokkent 28,99 %-ra. 24 ora elteltével a G1 sejtek aranya

ismét novekedett, 52,36 %-ra, ami a mitozis befejeztére utal.
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3. abra. Hidroxiurea kezeléssel szinkronizalt Unggi9 sejtszuszpenzié mosast
koveto (AW), 18, 21, 24 6ras mintavéleinek ModFit LT. 2.0 szoftverrel késziilt
analizise. A hidroxiurea kezeléssel szinkronozalt Unggi9 sejtek sejtciklus fazisok
szerinti megoszlasa.

Méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy az Unggi9 sejttenyészetek
hidroxiurea kezelésével jo részleges szinkronizaciot értiink el, mivel a 21. 6ras minta
estében a G2 populacid tilnyomo6 tobbségben volt a Gl populdcidhoz képest.
Természetesen egy teljes sejtszinkronizacidhoz tovabbi kisérletek sziikségesek,
kiemelten az aphidicolinnal végzett blokkolas pontos optimalizalasa tiinik nagyon

igéretesnek.
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V.1.2. A Taipei-309 sejtkultura szinkronizaciés kisérletek

A Taipei-309 sejtkultiura blokkoldsat 10 mM hidroxiurea kezeléssel végeztiik

24 oraig. Ezt kdvetden eltavolitottuk a blokkold anyagot, és minden harmadik 6rdban

mintat vételeztiink dramlasos citometriai méréshez, valamint sejtciklus fliggd gének

RNS szintjének detektalasahoz. Az egyes mintdk aramlésos citometriai vizsgalatabol

kapott eredményeket a 4. dbran mutatjuk be. A T-309 Kontroll minta mutatja egy nem

kezelt sejtkultirdban a G1 és G2 fazisokban 1év0 sejtek eloszlasat (4. abra, T-309K).

Kisérletiinkben a Taipei-309 sejtkultira blokkolasat a BW, mosas eldtti és AW,

mosas utan mintdk mutatjak, melyek szerint a blokkolé anyag kozepes mértékben
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kovetden a sejtek tobbsége ujra GO/G1 fazisba kertil.

allitotta meg a sejteket.
Erre a meglévé G2-es

populaciobol
kovetkeztethetiink. A
hidroxiurea eltavolitasa
sikeres volt, mivel mar a 3.
oranal vett mintakon is kis
eltérés megfigyelhetd (4.
abra). A sejtek osztodasba
visszatérését a  tovabbi
citometriai mintdkon jol
lathato, mivel az S fazisnak
tekinthetd rész ¢és a G2
populacié is novekszik a
G1 csucshoz képest (lasd
9-12 h mintak). A mérések
alapjan feltételezziik, hogy
a mitozis valahol a 12. és

15. ora kozott lehetett, ezt

4. abra. A Taipei-309 sejtkultura szinkronizacios kisérletének aramlasos
citometria mérései.
A mérést kovetden a Taipei-309 sejtszuszpenzids mintdkon is elvégeztiik az

adatok szamszert értékelését a ModFit LT 2.0 szoftver segitségével. Ezen esetben is a
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hydroxyurea eltavolitasa utdn vett minta nyujtotta a viszonyitdsi alapot, de itt a
valtozads, mar a 9.-12. 6raban jelentds volt, ezért ezeket az abrakat emeltiik ki. A
sejtek tobbsége a mosast kovetd 21. ordban mar ismét G1 fazisban volt, azaz egy

cikluson keresztiil haladtak.
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5. abra. Hidroxiurea kezeléssel szinkronizalt Taipei-309 sejttenyészet
mosast kovetd (AW), 9, 12, 21 oras mintavéleinek ModFit LT. 2.0 szoftveres
értékelése. A szinkronizalt Taipei-309 rizs sejtek sejtciklus szerinti megoszlasa.

A ModFit analizisbdl kapott értékek alapjan megallapithatjuk, hogy a
blokkolas részleges volt, mert a sejtek 30 %-a G2 fazisban maradt, aminek egyik oka
lehet, hogy a mitdzis elétt vagy benne levd sejtek megrekedtek, valosziniileg
elpusztulhattak a blokkolas soran. A szamszer(i adatok szerint a G1 és S fazisban levd
sejtek tobbsége a blokkolast kovetd 6 oraig voltak abban az allapotban, melyet a
hydroxyurea kezeléssel elértiink. A 9. d6ranal viszont a sejtek tovabb folytattdk a
sejtciklust és a G2 fazisban 1évo sejtek szdma egyre ndvekedett egészen a mosast
kovetd 15 oraig. Valahol ezen id6pont kornyékén kovetkezett be a sejtek tobbségének
mitozisa, majd ezutan atléptek a sejtek ujra G1 fazisba a kovetkezd osztodasi

folyamat beindulasdig. A 5. dbran szemléltetjiik kisérletiink szamszerti adatait, ami
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alapjan lathatjuk az egyes fazisok novekedését-csokkenését. Ez a hulldmzas jol
szemlélteti a sejtek kiilonbozd sejtciklus fazisban levé megoszlésait, a szinkronizalt
sejtek megoszlasat.

A Taipei-309  sejttenyészeten  végzett  szinkronizacids  kisérletrdl
megallapithatjuk, hogy a sejtek tobbsége a blokkold anyag hatdsara G1 és S fazisban
megallt, majd a hidroxiurea eltavolitasat kovetden G2 fazisba léptek €s a mitodzison is
keresztiil mentek, és Ujra visszatértek G1 “kiindulasiO fazisba. A jovébeni
kisérleteknek arra kell iranyulniuk, hogy a blokkolas még hatékonyabb legyen, azaz a
blokkol6 anyaggal valdé kezelés tovabbi optimalizdlasaval a modszer meég
hatékonyabb legyen. A szinkronizacio sikerességét a kisérlet sordn vett folyékony
nitrogénben lefagyasztott mintdk feltarasaval ¢és ezeken végzett molekularis

vizsgalatokkal kivantuk bdvebben bizonyitani.

V.1.3. A szinkronizacié hatékonysaganak ellenérzése sejtciklus

fluggb gének expresszids szintjének vizsgalataval

A legtobb sejtciklust szabalyozo gén kefejezddése konzervalt az eddig
tanulmanyozott kiilonb6z6 ¢€l6lényekben, ¢€leszt6tél az emberig, beleértve a
magasabbrendii novényeket is. A sejtciklus Iépéseit ciklinek és ciklin fliggd kinazok
hatarozzak meg, melyek az osztddas soran betoltott szerepiik szerint csoportosithatok,
ami visszavezethetd ezen gének sejtciklus fliggd kifejezddésére. Ismert, hogy az A-
tipusit ciklin gének a sejtciklus korai fazisaban fejezddnek ki, mig a B-tipust
ciklineket kodold gének magas expresszidjat a G2/M fazisok kozotti dtmenetben
detektaltak.

A kivélasztott sejtciklus fiiggd gének expresszidjara iranyuld vizsgalataink
eredményeit a 6. abra szemlélteti. Kvantitativ RT-PCR technika alkalmazasaval
kimutattuk, hogy a CYCAI; I gén a szinkronizalt rizs sejtekben konstitutivan fejezodik
ki a sejtciklus folyamédn, ami 0sszhangban van a mas ¢élélényekben mar korabban
kimutatott eredményekkel. A CYCA2;1 gén mRNS szintjét vizsgalva, az A-tipusu
ciklinekre jellemz6 S fazistol mitozisig tartd magas génkifejezddést detektaltunk, ami
igazan jellemz0 ezen ciklinekre ¢€s alatdmasztja ezen gének sejtciklus fliggd
szabalyozd szerepét egyszikli ndvényekben is. A B-tipusi ciklinek koziil
kisérleteinkben a CYCBI;2 és a CYCB2;2 gének expresszidjat vizsgaltuk

szinkronizalt mintainkon (lasd. 6. abra). A grafikon szemlélteti, hogy a CYCB2;2 gén
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kifejezddése, a B-tipusu ciklinekre jellemzden, a G2/M atmenetnél emelkedett meg
igazan, ami 0sszhangban van azzal, hogy a sejtosztodas folyamatanak ezen pontjaban
szabalyoz6 szerepiik van.

A sejtciklus fontos regulalo egységei kozott kiemelt szerepe van a ciklinfliggd
fazisban nagyon magas, ezért az Aaltalunk elvégzett kisérletben is vizsgaltuk a
CDKB2;1 gén transzkriptumanak felhalmozodasat. A 6. abran lathato, hogy a
CDKB2;1 génrdl képz8dott RNS mennyisége a 6-9 6rds mintakban megndtt, ahol az S
fazis végét és a G2 fazis kezdetét detektaltuk dramlasos citométerrel.

Az elvégzett kvantitativ RT-PCR kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a
hidroxiuredval végzett szinkronizacidja a Taipei-309 sejttenyészetnek sikeres volt,
amit az altalunk vizsgalt gének relativ.z. mRNS szintjeinek valtozasai is
alatdmasztottak. Természetesen egy ennél nagyobb hatékonysagu szinkronizacios

rendszerhez még tovabbi optimalizacios kisérletek sziikségesek.
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6. abra. A rizs cycAl;1, cycA2;1, cycBl1;2, cycB2;2 és a cdkB2;1 gének relativ
mRNS szintjeinek valtozasa a rizs Taipei-309 sejtvonalon végzett szinkronizacios
kisérlet soran. A vizsgalt gének relativ transzkript szintjét kvantitativ RT-PCR
technikéaval hatdroztuk meg és a konstitutiv aktin gén kifejez6déséhez viszonyitottuk.
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V.2. Novényi CDK kinazok szerepe a névényi fejlédés soran

A CDK fehérjék az elsddleges szabalyozd egységei a sejtciklusnak. A CDK
kinazok tultermeltetésével feltételezhetd a sejtciklus felgyorsitdsa novényekben. A
CDK kinazok novényi fejlodésben betdltott szerepének tanulmanyozasara tiltermeld
transzformdns novényeket hoztunk létre. A fehérjék taltermeltetésére a hiszton 3.2
konstitutiv promoterét hasznaltuk, amelyrél korabbiakban bemutattdk, hogy jol
hasznalhat6 egyszikli ndovényekben, igy rizs esetén is. Vizsgalatainkban a korabban
mar ismert Cdc2MsA/Medsa; CDKAI; 1, Cdc2MsD/Medsa;, CDKB1 ;1 és
Cdc2MsF/Medsa, CDKB2;1 Medicago sativa-bol izolalt CDK kinazokat kodolo
géneket hasznaltuk fel kisérleteinkben, feltételezve a viszonylagosan magas
homologiat. Ezen CDK kindzok vizsgalatara a kovetkezé plazmidokat hoztuk létre:
pCHD2A, pCHD2D, illetve pCHD2F (lasd, Anyagok és Modszerek), amelyekben a
vizsgalandé gének kifejez6dése a hiszton 3.2 promoétere altal iranyitott. A
konstrukcioban megtaldlhatdé herbicid (foszfinotricin, PPT) gén biztositotta
rezisztenciara alapozva szelektaltuk ki a transzformans vonalakat. 10 (pCHD2A), 8
(pCHD2D), 12 (pCHD2F) fiiggetlen transzgénikus vonalakat hoztunk I1étre
Agrobacterium tumefaciens kozvetitette génbeviteli modszerrel (Hiei €s mts. 1994).

Minden egyedi vonal esetében a transzgén genomba ¢épiilését Southern
analizissel vizsgaltunk meg (nem kozolt eredmény). A transzgén példanyszamat és
beépiilését vizsgalva megallapitottuk, hogy minden egyes vonal egyedi és fiiggetlen
egymastol, azaz a beépiilés kiilonbozo helyen tortént a rizs genomba, illetve egy vagy
két kopiaban taldlhatd meg a genomba integralodott transzgént. A transzformdéns
novények PPT-re rezisztensek voltak, ami az mutatja, hogy a konstrukcidban 1évd gén
aktiv volt, mindharom vektor esetében. A transzformacié sikerességét a plazmidokba
beépitett riportergén konstrukciéval vizsgaltuk elséként. A transzforméns
novényekbdl szarmazd levél mintdkbol izolalt genomi DNS-en PCR technika
alkalmazasaval mutattuk ki a taltermelendd gének jelenlétét, az egyes génekre egyedi-
specifikus oligonukleotidok segitségével (lasd. az egyes fejezet részekben: 8., 10., 12.
abra). Mindhdrom CDK gén kifejezddését fehérje szinten Western analizissel
detektaltuk. Az ,idegenO fehérjék magas szinten halmozédtak fel a ndvények
kiilonb6zd szerveiben, mind hajtasban, mind pedig a gyokérben.( lasd. az egyes

fejezet részekben: 8., 10., 12. abra)
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Mindharom konstrukcidé esetében 5-5 filiggetlen vonalat valasztottunk ki
tovabbi vizsgalatainkhoz, amelyek konstitutivan taltermelték a Medsa;,CDKAI; I,
Medsa,CDKBI;1, illetve a Medsa,CDKB2;1 géneket. Ezen vonalak esetében
vizsgaltuk a ndvények fejlodési iitemét és a fehérjék tultermeltetésének a ndovények

fenotipusara gyakorolt hatasat (7. abra).

Taipei Medsa; Medsa; Medsa;
CDKA1;1 CDKB1;1 CDKBZ;1

7. abra. CDK Kkinazokat tiltermelé transzgénikus novények. Balrol-jobbra:
Taipei-309 modositatlan kontroll ndvények, Medsa;CDKAT1;1 fehérjét taltermeld
novények, MedsaCDBKBI1;1 fehérjét taltermeld novények, MedsaCDKB2;1 fehérjét
tultermeld novények az tiveghazban.
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V.2.1. A Medsa;CDKA1;1 kinaz kifejeztetése transzformans

novényekben

A

A pCHD2A vektort tartalmazoé és a
Medsa;CDKA1;1 kinazt tultermeld
transzformdns ndvények esetében a
kovetkezd méret felvételeket tettiik meg

(lasd. 9.4bra). A  vegetativ = részek

fenotipusdban nem tapasztaltunk jelentds

B P A1 A2 A6 A7 A8

Ms A1 A2 A6 A7 A8

kiilonbséget  Osszehasonlitva a  nem

transzformans kontroll novények

méreteivel. Azaz a novények teljes hossza

atlagosan a 68+2 cm volt, ami a kontroll
8. abra. A transzgén jelenlétének )
bizonyitiasa PCR technikaval (A) és novényekkel Osszehasonlitva nem haladta

a CDKALl  kinaz  fehérje  meg az 5%-o0s kiilonbséget. A bugak
tultermeltetésének bemutatasa ) )
Western analizissel (B). P: plazmid, atlagos hossza 18+0.5 cm volt, ami plusz

Ms: Medicago sativa A2 sejetekbol izolalt 20%-0S névekedést mutatott A
Osszfehérje, A1-A8 transzgénikus novényi )
vonalak. Medsa;CDKAI;1 gént kifejez6

transzgénikus novények mindegyike esetében a szaporito képletekben figyeltiink meg
véltozast. A transzgénikus vonalak 4tlagosan 75+10 darab pelyva alakult ki
normalisnak tlind generativ szervekkel. A fejlodés soran a generativ szervekben a bibe
€s a porzo esetén kiilsé fenotipusos valtozast nem észleltiink. Ezen transzgénikus
novények végleges kifejlett érett szemtermése ugyanakkor csak 341 darab volt, igy a
bugaban meglévd szemekbdl mindossze 4% valt éretté. Az a néhany szem, amely
képzddott, mind méretben mind pedig tomegben hasonld volt a nem modositott
kontroll novényeken képzddott szemekhez, ugyanakkor kivétel nélkiil sterilek voltak.
fgy utédszemek hidnyaban tovabbi transzforméciés generaciokat nem tudtunk
megvizsgalni.

Ezen megfigyelések azt mutatjdk, hogy a CDK A-tipust kindzoknak fontos
szerepe van a generativ szervek fejlddésében, feltételezhetdéen a pollenek és a bibék

termOképessé valasaban, valamint az embriok fejlédésében.
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Medsa;CDKA1;1

9. abra. CDKA1;1 kinazt tiultermeld transzgénikus novények vizsgalt fenotipusos
jellemzoi. A transzgénikus vonalak fenotipusos vizsgalata az aldbbi paraméterek
szerint: ndvényhossz, szarhossz, bugahossz, illetve az érett szemek szdmanak aranya a
bugaban.
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V.2.2. A Medsa;CDKB1;1 tultermeltetésének hatasai rizs

novényekben

A A B-tipust CDK-nak nagyon
fontos szabalyozo6 szerepe van a G2 ¢€s az
M fazisban. A létrehozott pCHD2D

transzgénikus vonalak esetében erdteljes

visszamaradast ~ figyeltink meg a
P D1 D3 D7 D8 novekedés ltemében. A 11. dabran is

lathato, hogy ezen transzgénikus novények

_'l-

sokkal kisebbek, mint a kontroll, vagy
Ms

barmelyik madas transzgénikus vonal. A

10. abra. A transzgén jelenlétének Medsa;CDKBI;1 kinazt tultermeld
bizonyitasa PCR technikaval (A)

és a CDKBI;1 kiniz fehérje novényeknél a novények atlagos hossz
9

taltermeltetésének bemutatasa mérete 60,5+2 cm volt, ami a kontrollhoz

Western analizissel (B). P: plazmid, . . . )

Ms: Medicago sativa A2 sejetekbdl izolalt kepest 20%-os csokkenést ~mutat. Az

sssofehério. DID ks n6venvi

3212; kerje’ 8 transzgénikus novényl egyes pCHD2D vonalak bugdjanak

hosszdban ilyen kiilonbséget nem tapasztaltunk a nem transzformans kontroll
novényekhez képest. A 7. abran jol lathatd, hogy transzgént taltermeld novények
habitusa retardalt volt a kontroll ndvényekhez képest. A Medsa;CDKBI1;1 kindzt
tultermeld transzgénikus ndvény fenotipusa jol mutatja, hogy jelentds a zdldtdmeg
vesztés (habar ezt mérésekkel nem bizonyitottuk), ami gazdasagi szempontb6l nem
mellékes. A vegetativ részek kisebbedése ugyanakkor nem befolyasolta a generativ
részek fejlddését. Habar kevesebb szem képzdodott atlagosan (57 szem/ buga),
ugyanakkor ezen szemek 37% valt éretté, ami 15% nagyobb mint a vizsgalt kontroll
novények esetében. A szemek méretében nem tapasztaltunk kiilonbséget, igy a
tovabbiakban a T2 és T3 generacids novényeket tanulmanyoztuk. Ezen transzformans
vonalak utdd generdcidi esetén is a novények mérete kisebb volt a kontroll
novényekhez képest. A ndvények ndvekedési iiteme lassabb volt, feltételezhetd, hogy
a sejtciklus iddtartam is megnovekedhetett vagy a sejtosztddasok szdma csokkent a
normalis viszonyokhoz képest, habar a generativ részekben nem volt hatassal. Ezen
megfigyelések alapjan feltételezheté, hogy a CDKBI1 kindzok mennyiségének

jelenléte a novényi fejldédés és differencidlodas meghatarozo eleme.
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11. abra. CDKBI1;1 Kkinazt taltermeld transzgénikus novények vizsgalt
fenotipusos jellemz6i. A transzgénikus vonalak fenotipusos vizsgalata az alabbi
paraméterek szerint: a novényhossz, szarhossz, bugahossz, illetve az érett szemek
szamanak aranya a bugéban.
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V.2.3. A Medsa;CDKB2;1 kifejeztetésének hatasai rizsnévényekben

Tovabbi munkank soran a
Medsa;CDKB2;1 kinaz novényfejlddésben
betdltott szerepét vizsgaltuk.

Medsa;CDKB2;1  toltermeld ndvényeket

hoztunk létre az el6zO6ekhez hasonloan és a

F3 F4 F5 F6 P

B transzgénikus névények fenotipusat,
- — — — : - kiilonosen a novekedésiiket vizsgaltuk. A
F3 F4 F5 F6 Ms Medsa;CDKB2;1 ~ kinazt  tdltermeld

12. dbra. A transzgén jelenlétének  5y¢nveknél nem tapasztaltunk kiilonbséget
bizonyitasa PCR technikaval (A) ‘
és a CDKB2;1 kinaz fehérje a rizs szemek szamaban, méretében, igy a

taltermeltetésének bemutatasa

Western analizissel (B). P: plazmid,
Ms: Medicago sativa A2 sejetekbél izolalt — alaposan megvizsgaltuk. Ezen transzgénikus
osszfehérje, F3-F6 transzgénikus ndvényi
vonalak.

T2, illetve T3 generdciok fenotipusat is

crcr

¢s T3) a novekedési iiteme gyorsabb volt, mint a nem transzgénikus kontroll
ndvényeknek. Méréseink szerint minden egyes vonal kb.10%-kal nagyobb ndvekedési
tempoban fejlodott a kontroll ndvényhez viszonyitva. Ez kiilonosen a csirdzast kovetd
id6szakban volt jol megfigyelhetd majd a fejlodés késobbi szakaszaiban ez 5%-os
novekedés kiillonbségre csokkent. A transzformans ndvények méretében enyhe
novekedést figyelhettiink meg, azaz a ndvény hossz altagosan 10% volt nagyobb,
mint a kontroll ndévényeké. Valamint megfigyeltik, hogy a Medsa;CDKB2;1
tultermeld transzgénikus ndvényi vonalak minden tovabbi generdcioban kordbban
virdgoztak, mint a kontroll ndvények. A megfigyeléseink szerint a pCHD2F
transzgénikus novények a kontroll vonalhoz képest 2 héttel hamarabb hoztak bugat.
Emellett a novények habitusa, mint az a 7. abran is lathato, erdsebb, ami z6ldtomeg
novekedésre utal.

Mindezen eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy az osztdodas aranyaban
novekedhetett, vagy idOtartamaban csokkenhetett, ismerve a CDKB2 kinazok
sejtciklus szabalyozd szerepét. A Medsa;CDKB2;1 kindz kifejeztetésével megfigyelt
korabbi viragzas nagyon érdekes biotechnoldgiai szempontbdl, és a jovében fontossa
valhat ezen szabalyozasi folyamat részletes megismerése.

Tovébbi kisérletek elvégzését nagyon fontosnak talaljuk, hogy megismerjiik a

CDK kindzok szabalyozd szerepét, nem csak a sejtosztoddsban, hanem a
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differencialodasban, endoreduplikacioban és a generativ képletek kialakuldsaban,

fejlodésében is.
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13. abra. CDKB2;1 Kkinazt tualtermelé transzgénikus novények vizsgalt
fenotipusos jellemz6i. A transzgénikus vonalak fenotipusos vizsgalata az alabbi
paraméterek szerint: ndvényhossz, szarhossz, bugahossz, illetve az érett szemek

szamanak ardnya a bugéaban.
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V.3. Noveényi retinoblasztéma-szerii gének és fehérjék

vizsgalata

V.3.1. Retinoblasztoma-szerii gének azonositasa lucernaban,

rizsben és buzaban

A korabbiakban kozolt kukorica RBR génszekvencia informacidk alapjan
oligonukleotidokat terveztiink €s szamos kombinacioban teszteltiik azokat, hogy
felsokszorozzuk a Medicago sativa RBR génjét. Az igy kapott PCR termék nukleotid
sorrendjét meghataroztuk, majd ezt hasznaltuk egy cDNS konyvtar tesztelésére. Ezt a
modszert kdvetve sikertilt a teljes MsRBR cDNS-t izolalni, amely 3559 bp hossztinak
bizonyult és 1025 aminosavbol allo 114kDa-os feherjét kodol (1. tablazat). Az
MsRBR fehérje meghatarozott aminosavsorrendje nagyfokti homlégiat mutat az RB
fehérjecsalad szamos tagjaval, féleg az A és B pocket domén részen (lasd 14. dbra).

Tovéabbiakban sikeriilt két kiilonb6zd rizs RBR gént izolalnunk rizs cDNS
OsRBRI nukleotid sorrendjének vizsgalata azt mutatta, hogy a cDNS egy 1010
aminosav hosszu fehérjét kodol amely 111,5 kDa tomegii és izoelektromos pontja
8.65. A cDNS konyvtar tovabbi vizsgalata sordn azonositottunk egy masik rizs RBR
varianst az OsRBR2-t. Az OsRBR1 és OsRBR2 gének nukleinsav sorrendje 60%-os
hasonlésagot mutat. A teljes OsRBR2 cDNS klon 3383 bp hossztnak bizonyult és egy
978 aminosav hosszu, 107,9 kDa tomegt ¢és 8,10 izoelektromos pontu fehérjét kodol.
Az OsRBRI1 ¢és OsRBR2 fehérjék aminosavsorrendje 52%-0s azonossagot és 68%-o0s
homologiat mutat.

A rendelkezésre all6 adatbazisokban homolégia keresések alapjan probaltunk
tovabbi egyszikiit RBR ortolog/homolog fehérjéket és azokat kodolod szekvencidkat
meghatarozni. A mar azonositott rizs RBR fehérje homlogok szekvencidit hasznaltuk,
mint “alapO tBLASTn keresésekhez a rendelkezésre allé biiza EST szekvencia
adatbazisokban. A TC szekvencidk részleges nukleotidsorrendjére alapozva
hataroztuk meg a buza RBR géneket a cDNS molekuldkon végzett PCR-ekkel és
pontos bazissorrend megallapitdssal. A T7aRBRI gén majdnem teljes 3436 bp

hossztisagu szekvencidja egy 957 aminosavbdl allo fehérjét kodolhat, mig a TaRBR?2
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részleges 1890 bp hosszisagat cDNS molekuldjan egy 598 aminosav nagysagu
részleges fehérjét azonositottunk (1. tablazat). Ezen ismeretek tudatdban vizsgaltuk az

RBR gének genomidlis szervezddését, valamint fehérje szerkezetét.

Génbank Fehérje Fehérje Molekula pl

azonosito szam azonosito méret (as) méret (kDa)

AtRBR AF245395 AAF79146.1 1013 112.2 7.8
CrRBR CRUO11681 CAA09736.1 1012 112.9 7.6
CnRBR AY117036 AAM7T7469 1011 112.3 8.1
EeRBR AF230739 AAF34803.1 801 88.7 8.4
MsRBR AY941773 1025 114.2 7.6
NbRBR AY 699399 1003 111.6 8.1
NtRBR AAU05979 961 106.6 7.8
OsRBR1 AY941774 1010 111.6 8.6
OsRBR2 AY941775 987 107.9 8.1
PsRBR AB012024 BAARg8690.1 1026 114.5 7.5
PtRBR AF133675 AAT61377 1035 114.6 8.2
SbRBR AB205136 1006 111.8 8.3
TaRBR1 AY941772 957 106.1 8.5
TaRBR2 AY941776 598

ZmRBR1 X98923 CAA67422 867 96.3 7.8
ZmRBR2 AJ279062 CAC82493 866 96.5 7.9
ZmRBR2a  AF007794 AAB69650 420

ZmRBR2b  AF007795 AAB69651 584

ZmRBR3 DQ124423 AAZ99092.1 1010 111.4 8.7

1. tablazat: Génbank azonosité szamok és a meghatarozott fehérje jellemzok, pl
(izoelektromos pont); At, Arabidopsis thaliana; Cr, Chenopodium rubrum; Cn,
Cocus nucifera; Ee, FEuphorbia esula; Ms, Medicago sativa;, Nb, Nicotiana
benthamiana; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa; Ps, Pisum sativum; Pt,
Populus termula x Populus tremuloides; Sb, Scutellaria baicalensis; Ta, Triticum
aestivum; Zm, Zea mays
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V.3.2. A novényi RBR gének exon-intron felépitése

Az Arabidopsis thaliana ¢€s rizs rendelkezésre allo teljes genomszekvencidja
lehetdvé tette, hogy Osszehasonlitsuk a kivalasztott kétszikli és egyszikli gének
felépitését. Az Arabidopsis retinoblasztoma-szerli gén szekvencigjat a TAIR
adatbazisbol azonositottuk (Kong és mts., 2000). Az egyes retinoblasztoma szerli
gének kromoszomalis elhelyezkedését kiilonbozd modszerekkel vizsgaltuk a rizs
fizikai térképén (Chen ¢és mts., 2002), az Arabidopsis genom szekvencidn
(http://www. arabidopsis.org), és a rendelkezésre allo Medicago BAC szekvencidkon
(http://www.genome.ou.edu/MtBACs.html). Meghatéaroztuk, hogy az OsRBRI a rizs
nyolcadik kromoszémdjan helyezkedik el (BAC klon: Osch8 P0666G10), mig az
OsRBR2 a tizenegyedik kromoszoéman talalhatd6 meg (BAC klon: Oschll
OsJNBa0080108). A 15. abran lathatd az exon-intron hatarok és az A és B ,,pocketO
domének elhelyezkedésének sematikus rajza az Arabidopsis (AtRBR), a Medicago
(MsRBR1) ¢és a rizs OsRBR1 és OsRBR2 gének esetén. Harom RBR gén 18 exon-t
tartalmaz a koriilbeliil 8kb-nyi DNS fragmenteken. Az MsRBR esetén egy intron
hidnyzik, ezért a 14-dik exon olyan hosszll, mint a 14. és 15. exon egylittesen a tobbi
vizsgalt gén esetén. A konzervalt RB domének jelenléte k6zos minden ndvényi RBR
génben. A szekvencia domének elhelyezkedésének vizsgdlata azt mutatja, hogy a
konzervalt A pocket domén a 10. exonon helyezkedik el minden névényi RB-szerti
gén esetén és az azt kovetd exon kodolja a ,,spacerOrégiot. A B domén a kovetkezd
négy exonon kodolt minden vizsgalt novényi RBR gén esetén. A rizs RBR gének
esetén az OsRBR2 10. és 11. exonja kozott azonosithatd intron nagyobb, mint a tobbi
novényi szekvencia esetén tapasztaltuk. Az OsRBRI gén exon-intron struktirdja
nagyfokt hasonlésdgot mutat az AfRBR génhez és az intronok azonos pozicidban

talalhatoak a kodolo régidohoz képest (15. abra).
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15. abra. A novényi RBR gének exon-intron elrendezodése. Az AtRBR gén az
Arabidopsis 3. kromoszomdjan helyezkedik el (At3gl12880). A MsRBR gén
megtalalhatd a mtgsp 001a.6.fasta.screen.Contigd.comp kontig szekvencidban. Az
OsRBRI gén a rizs 8. kromoszomdjan (Osch8P0666G10), mig az OsRBR2 gén a 11.
kromoszoémajan (Osch11 OsJNBa0080108) azonosithatd. A négyszogletek az exonok,
mig a vonalak az intronok elhelyezkedését mutatjak. A nyilakkal az A és B pocket
doméneket kodolo régiot jeleztiik. A skala a bazisparok szamat jeloli.

V.3.3. Novényi retinoblasztoma-rokon fehérjék 6sszehasonlité

filogenetikai vizsgalata

Filogenetikai vizsgélatot végeztiink el a feltételezett fehérje szekvencidkon,
hogy az RBR fehérje csalad ismert tagjai kozotti kapcsolatot megvizsgaljuk. Az 1.
Tablazatban 0Osszefoglaltuk a korabban azonositott novényi retinoblasztoma-szerii
fehérjéket és azok tulajdonsagait kiemelve az eredeti neviiket, az alkot6 aminosav
oldalldncok szamat, molekulatomegiiket és izoelektromos pontjukat. A kukorica
lek6zolt részleges RBR fehérjék szekvenciai (ZmRBR2a és ZmRBR2b) a ZmRBR2
fehérje alternativ splice varidnsdnak tekinthetd (Grafi és mts., 1996). Tovabba, a
ZmRBR1 és ZmRBR2 kilonb6z6en érett mRNS variansok terméke, mivel a

homologia ezen két ZmRBR fehérje kozott magasabb mint 90 %.
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16. abra Novényi RBR fehérjék filogenetikai faja. A “bootstrapped neighbor-
joiningO moédszerrel kapcsolt ClustalW-vel készitett “multiple alignmentO alapjan
Phylodendron = programmal  készitettik el a  filogenetikus  torzsfat
(http://iubio.bio.indiana.edu/treeapp/). Az analizalt 16 fajbol szdrmaz6 24 szekvencia
harom RBR alcsaladba rendezddik. Az 1. alcsalad tartalmazza a kétsziki RBR
homoloégokat. A II. és III. alcsaladok az ismert egyszikli RBR fehérjéket foglaljak
Ossze. A fa alatt levd skala az evolucios tavolsagot jeldli. At, Arabidopsis thaliana,
Chi, Chlamydomonas incerta; Chr, Chlamydomonas reinhardtii; Cr, Chenopodium
rubrum; Cn, Cocos nucifera; Ee, Euphorbia esula; Ms, Medicago sativa; Nb,
Nicotiana benthamiana; Nt, Nicotiana tabacum; Os, Oryza sativa; Ot, Ostreococcus
tauri; Pp, Physcomitrella patens; Ps, Pisum sativum; Pt; Populus tremula x Populus
tremuloides; Sb, Scutellaria baicalensis; Ta, Triticum aestivum; Zm, Zea mays.
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ClustalW programot hasznaltunk a fehérjék Osszehasonlitd vizsgalatara, hogy
csoportositani tudjuk a sokféle novényi fajbol ismert kiilonb6z6 RBR fehérjéket. A
PHYLIP mddszerrel elkészitett torzsfa azt mutatja, hogy a ndvényi RBR fehérjék
harom csoportba kiilonithetok el (16. abra). A L. alcsaldd magaba foglalja az Gsszes
kétszikli RBR fehérjét, mint az AtRBR, EeRBR CrRBR, MsRBR, NtRBR, PtRBR,
illetve a PsRBR, mig a II. és III. alcsaldd magaba foglalja az dsszes egyszikii RBR
fehérjét. A filogenetikai fa hatarozottan elkiiloniti az OsRBR1/ TaRBR1/ ZmRBR3p/
CnRBR fehérjéket az OsRBR2/ TaRBR2/ ZmRBR1/ ZmRBR2 alcsaladtol. A II.
alcsaladba tartozd egyszikli RBR2-szerli variansok egy kiilon csoportot alkotnak,
amelynek nincs homoldg megfeleldje a kétszikliek kozott. A nem flifélékhez tartozo
egyszikli Cocos nucifera RBR fehérjéje, a CnRBR (Acc.: AAM77469) az egyszikii
RBR1 csoportba (II. alcsalad) tartozik és az egysziki és kétszikliek kozotti
eldgazasban helyezkedik el (16. dbra). A kiilonbozé fajok ortoldg fehérjéi altalaban
nagyobb hasonldsagot mutatnak egymassal az alcsaladon beliil, mint az azonos fajon
beliil a masik RBR fehérjéhez. A 16. abran lathaté adatok alapjan, azt feltételezziik,
hogy a kétsziklieck RBR fehérjéi (I. alcsalad) és az egyszikiiek II. alcsalddja kozott
kozelebbi a rokonsagi kapcsolat, mint a III. alcsalad és a kétszikii képviseldi kozott.
Ezen filogram alapjan feltételezziik, hogy az egyszikli gabonandvények egy sokkal
Osszetettebb RB (pathway-vel) rendelkeznek, amely a két kiilonb6z6 RBR fehérjén
alapul.

Mivel az RBR fehérjék A/B doménjei nagyon magas szekvencia azonossagot
mutatnak, igy evolucidésan feltételezhetd egy kozds Os gén megléte, amit az
alacsonyabbrendii névenyek vizsgilataval bizonyithatunk. Igy analizisiinket
kiterjesztettiikk nem-edényes novényekre is. Az adatbazisokban mar megtalalhaté a
Chlamydomonas reinhradtii-bol 1zolalt RB-szerii, tn. Mat3 gén (AF375824), valamint
a Chlamydomonas incerta-bol azonositott homolog nukleinsav sorrendje (AJ428952),
¢s még ismert az RB-szerli fehérjét kodoldo gén mohdaban is. Az egysejtes ndvényi
szervezetek koziil az elmult évben tették k6zz¢é az Osterococcus tauri-bol izolalt RBR
gén nukleinsav sorrendjét (Robbens és mts., 2005). Ezen megkozelités a filogenetikus
fa sz€lesebb evolucios elrendezését eredményezte.

Jelen tanulmany adatai alapjan feltételezziikk, hogy a fajok kozotti
kiilonbozdségek  genom-gének-fehérjék  valtozasaval, evolucios fejlédésével
jellemezhetd, esetiinkben az RBR gének ¢és Aaltalunk kodolt fehérjék altal

megkiiloboztethetjiik a kétszikii és egyszikli novényeket.
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V.3.4. A novényi RBR gének kifejezédésének jellegzetességei

A kiilonbozd rizs és alfalfa RBR gének kifejez0désének mintazatat kvantitativ
RT-PCR analizisben vizsgaltuk meg kiilonb6z6é szovetekbdl szarmazdé mintakon.
Figyelembe véve a homolog rizs szekvencidk koézotti nagymértékii hasonlosagot, az
oligonukleotidokat a kevésbé hasonld 5 régiora terveztiik, hogy specifikusan tudjuk a
célgéneket felamplifikdlni. Minden oligonukleotid specifikusan hibridizalt a ¢cDNS-
hez és a megfeleld méretli PCR terméket eredményezte a reakcid. Belsé kontrollként
minden vizsgalt fajban az aktin cDNS-re specifikus primereket hasznaltunk.

Az egyszikli levelek fejlodésére jellemzd, hogy egyre emelkedik a
differencidlodott sejtek szama a merisztémikus regiotdl, a levél alapi részétdl
fokozatosan nd az érett zonaig, a levélcsucsig, amelyet mar majdnem teljesen
differencialt sejtek alkotnak (Grainer ¢és mts., 2000). Erre a megallapitasra alapozva
felosztottuk a 10+l cm hossza fiatal rizs leveleket 4 részre, illetve 6 régiora
daraboltuk fel a 30+3 cm hosszu teljesen kifejlodott rizs leveleket. Az alfalfa esetén 3
régiora vagtuk fel az érett leveleket. A 17. abran lathatéak a relativ mRNS
mennyiségek az actin RNS szintjéhez normalva. A két rizs RBR gén kifejezddését a
17. abra A/ része mutatja, amelyek lényegesen kiilonboznek a novekvd vagy érett
levelekben. Az OsRBR?2 transzkript mennyisége jelentdsebb volt mind a fiatal, mind a
teljesen kifejlett levelek esetén. Az OsRBRI és OsRBR2 gének transzkripcidjanak
hanyadosa a levél ¢€letkoraval Osszefiiggésben van. A fiatal levelekben az OsRBR?2
gén 5-10-szer nagyobb mennyiségben transzkriptalddott, mint az OsRBRI gén, mig a
teljesen érett levelekben az OsRBR2 transcript mennyisége tobb szdzszor nagyobb
volt, mint az OsRBRI mRNS szintje. Az OsRBR2 génnel szemben, az OsRBRI gén
transzkriptumanak felhalmozodasa csokkent az alapi régiotol a csucs felé az analizalt
levelekben. Ez a mintazat azt sejteti, hogy az OsRBRI gén kifejezddése a levél
a génre specifikusan nagyobb transzkript szintet mutattunk ki a fejlédé embriokban és

aktivan 0sztodo sejttenyészetekben.
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17. abra. A vizsgalatainkat képezo novényi RBR gének relativ génexpresszidja. A
vizsgalt gének relativ transzkript szintjét kvantitativ RT-PCR segitségével hataroztuk
meg ¢és a konstitutiv aktin gén kifejezddéséhez viszonyitottuk. Az 6sszRNS-ben
talalhato specifikus transzkript mennyiséget vizsgaltuk fiatal, illetve érett levelekben,
7 napos embridokban, 21 napos embriokban, bugaban, szarban, gyokérben ¢és
sejtkultiraban. A, Az OsRBRI ¢és OsRBR2 gének relativ mRNS szintje a rizs
szovetekben. B, Az MsRBR gén relativ transzkriptum szintje Medicago szdvetekben.
A levél kiilonb6zd részeit (r) az alaptol a csticsi régioig novekvd szdmokkal jeldltiink.

Megvizsgaltuk a rizs RBR gének kifejez8dését sejtkulturakban ABA és
szalicilsav kezelés hatdsara. Azt figyeltik meg, hogy egyik rizs RBR gén sem
véalaszolt a hormonkezelésre ¢és allanadoan, konstitutiven expresszalodtak a
sejtszuszpenzidban. Az eldzdekkel szemben, a I. tipusu csaladba tartoz6 MsRBR
génnel rendelkezd alfalfa kiilonbozé szdveteiben az expresszid vizsgalata azonos

crer

¢s a sejtkultaraban is (17. B/ dbra). Az elébbiekben emlitett eredmények egy lényeges
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kiilonbséget mutatnak a két rizs RBR génvariansok kozott, mivel a kifejezddésiik
kiilonboz6 az osztodo €s a differencialt sejteket tartalmazoé széveteket tekintve.

Munkénk soran megvizsgaltuk a kiilonb6zé ndvényi RBR-ek transzkripcios
szintjét, és ezen eredményeink szerint a legjellemzdbb kiilonbség a két rizs gén kozott
a levél kiilonbozo részein, valamint a levél fejlédésének kiilonbozo allapotaiban van.
Az OsRBR2 gén transzkriptuma azonosithaté volt minden vizsgalt levélmintdban,
foleg az id6sebb levél metszetekben. Az OsRBR2 mRNS szintje 1ényegesen magasabb
mint az OsRBRI géné mind a fiatal mind az érett levelekben, amibdl feltételezhet;iik,
hogy ennek a génnek nagyobb szerepe lehet a sejtek végleges differencidlodasaban és
ezen allapot fenntartdsaban. Annak ellenére, hogy a levélszovetek kiillonbozo
sejttipusokbdl  épiilnek fel, habar nagyrészilkk ezeknek a sejteknek mar
differencidlodott, mint a gyokérben is, ahol a sejtek legtobbje mar kilépett a
sejtosztodasi ciklusbol. Az OsRBRI mRNS-e detektalhato a levél alapi részében, majd
a levélcsucs iranyaba a transzkript drasztikus csokkenését figyeltilk meg, kiilondsen
az 1désebb levelekben.

Megvizsgaltuk a rizs RBR gének kifejez6dését fejlodé embriokban és
sejtkulturakban, €és azt tapasztaltuk, hogy az OsRBRI gén sokkal jobban kifejezddik
az osztodo sejtekben gazdag szovetekben, mint az OsRBR2. Mivel mind az embridk
mind a sejtkultira gazdag osztdodd sejtekben eredményeink alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy az OsRBRI gén funkcidja sokkal inkabb a sejtosztodasban
vagy a sejtciklus folyamatdban lehet, mint az OsRBR2-nek, aminek inkabb a
differencialodasban ¢€s a differencidlodott allapot fenntartdsaban van.

Ezen génkifejez0dési mintdzat és az akitvan o0sztdodd sejtszuszpenzidban
detektalt mRNS szint alapjan feltételezziik, hogy az OsRBRI gén a sejtek
sejtosztodasaban fontosabb szerepet jatszik. Mindezen eredmények alapjan arra
kovetkeztethetlink, hogy a kiilonboz6 rizs RBR gének kifejezddési mintazata
funkcionalis kiilonbségekre is utal, mint mar azt az allati és emberi szervezeteknél is
megfigyelték.

A vizsgalt kétszikii, Medicago esetében az egyetlen RBR gén fejezdédik ki. Az
MsRBR gén mRNS szintje allando, konstitutiv volt a kiillonb6z6 levél szegmensekben.
Hasonl6 transzkript szintet detektaltunk gyorsan osztodd sejtkultiraban is, ami azt
engedi feltételezni, hogy a kétszikli RBR gén kifejezddése fliggetlen a jelenlegi
osztodasi allapottol a vizsgalt szovetekben. Az elektronikus adatbazisban kozzé tett

Arabidopsis transzkripcios adatok is ezt a feltételezést erdsitik meg. Ez nem meglepd,
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mivel ez arra utal, hogy a kétszikiieckben egy gén végzi el ugyanazt a feladatot, amit

az egyszikiieknél két gén.

V.3.5. RBR gének expresszios analizise mRNS in situ

hibridizacidval

Munkénk soran megvizsgaltuk a rizs RBR gének mRNS-¢ét in situ, az az sejten
beliili térbeli elhelyezkedését, hogy meghatarozzuk térbeli és idébeni kifejezddésiik
mintazatat rizs novényekben. In situ hibridizacios kisérleteket végeztiink gyokér és
hajtds metszeteken. A rizs OsRBRI gén transzkriptuma a gyokér egészét tekintve
megfigyelhetd, habar a transzkript szint alaocsonyabb, nem olyan magas, mint az
OsRBR?2 gén kifejezddése esetén. Az OsRBR2 gén mRNS felhalmozodasa kimagaslo
a gyokér differencialodott sejtjeiben. Hasonld figyelhetd a hajtascsucs metszeteken
végzett vizsgalatokon. Az OsRBR2 gén transzkriptuma nagyon magas szintii a
hajtascsucs differencialodott részein, mint azt a 18. szamu 4bra is mutatja. Ezen
eredmények is megerdsitik az elézéekben is targyalt kvantitativ gén kifejezddési
szintekbdl levont kovetkeztetéseinket.

A kisérleteinkben kontrollként az aktin gén mRNS szintjét vizsgaltuk, mint
allanddan kifejez6dd gént, Gsszhangban a kvantitativ. RT-PCR eredményekkel.
Korabbiakban bemutattuk Real-Time RT-PCR kisérletekben, hogy az aktin gén
allando kifejez6dést mutat mind hajtads, mind gyokérben is, valamint o0sztodo és
differencidlodott sejtekben is, amit ezen vizsgéalataink soran is bizonyitottunk. /n situ
hibridizaciés vizsgalataink eredményeirdl megallapithatjuk, hogy 0Osszhangban
vannak  kvantitativ. RT-PCR  eredményeinkkel, amely megerdsiti azon
feltételezésiinket, hogy az OsRBR2 génnek a differencidlodasban, illetve a

differencidlodott allapot fenntartdsaban kiemelkedd szerepe van.
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18. abra. A rizs RBR génjeinek in situ hibridizacios kimutatasa gyokérben és
csiranovényben. A szovegben leirt OsRBRI, illetve OsRBR2 géneknek, megfeleld
jelolt anti-szensz RNS-sel vizsgaltuk a metszeteket. Konstitutiv génként a OsRAC!
gént hasznaltuk, mig az adott gének szensz probai szolgaltak a kisérlet negativ
kontrolljaként.

57



V.3.6. Az RB-szerii fehérjék szelektivitasa fehérje

kolcsonhatasokban

A teljes MsRBR (pGBT9/MsRBR), OsRBRI (pBD-GAL4 2.1/OsRBRI) és
OsRBR2 (pBD-GAL4 2.1/0OsRBR2) géneket tartalmaz6d plazmidokat hasznaltuk mint
“baitOet (csalit) az élesztd két hibrid kisérletekben az élsztd PJ69-4A torzsben
(James és mts. 1996), amelyet egyiitt transzformaltuk olyan “preyO vektorokkal,
amelyek a rizs RBR Interactor partnereit (OsRBRI2 and OsRBRIS), a Medicago
cyclin D5 (Medtr;CycDS5), a Medicago PP2A foszfataz B’ szabalyozé alegységét,
illetve a Kukorica Csikoltsagi Virus RepA (MSV RepA) tartalmazta (Horvath és mts.,
1998). Mint a 19. abran lathatd, mind a hdrom ndvényi RBR fehérje kolesonhatott a
virdlis replikacids fehérjével, amely tartalmazza az ismert LxCxE RB-koté domént.
Egyik sem volt képes kotédni a Medicago D-tipusu ciklinhez (Medtr;CycD5),
amelyben nem taldlhaté meg ez a motivum. Munkank soran elvégeztiink egy nagyon
alapos ¢€lesztd két-hibrid analizist, amelyben a teljes MsRBR fehérjét hasznaltuk, mint
“baitQ) igy sikeriilt azonositani egy Medicago truncatula-bol izolalt kolcsonhato
partnert (TC109726, BI270584 ¢s AW692851 altal kodolt szekvencia). Ez a fehérje a
Voorkoeve és mits. altal leirt PP2A fehérje B’ szabdlyozd alegységével mutat
homologiat (39 % azonossag €s 57 % hasonlosdg az egér PR59 PP2A szabalyozo
alegységével). A tovabbi analizisek azt mutattdk, hogy ez a fehérje kiilonbséget tud
tenni a két rizs RBR fehérje kozott a kapcsolat erdsségét figyelembe véve. Az alfalfa
MsRBR1 ¢és a OsRBR1 fehérjék erds kolcsonhatast mutattak a PP2A B’’ szabalyozo
alegységgel, mig az OsRBR2 nem hatott kolcson ezzel a “preyOfehérjével (19. abra).
Tovabba az OsRBRI fehérjét, mint “baitOet haszniltuk élesztd két-hibrid
analizisekben, igy azonositottunk egy 0j kdlcsonhato fehérjét, az OsRBRI2-t, amely
szintén eltérést mutatott az analizalt kétszikli és egyszikii RBR fehérjékkel valo
kolcsonhatés erdsségében. Adatbazis keresések alapjan az OsRBRI2 egy AK101154-
hez (cDNS klon J033027D16) hasonld expresszalddd fehérje, amelynek funkcidja
még nem ismert ezidaig. Egy masik kdlcsonhatd fehérje, az OsRBRI5 a NAC
fehérjékhez mutatott hasonlésagot (LOC 0s02g38130, a TIGR Rizs Genom
Adatbazis alapjan). Ez a kolcsonhato is tartalmazza az RB-ko6té motivumot (LxCxE),
tehat kapcsolatot tud Ilétesiteni az analizdlt RBR fehérjékkel, de kiilonbséget
figyeltiink meg a kolcsonhatas erdsségében. A szerkezet alapjan eddig megallapitott

nagyobb hasonlosag az alfalfa MsRBR és a rizs OsRBR1 kozott fennall a kolesonhato
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partnerek esetén is, amely a 1. €s II. alcsalad kozott meglevd kozelebbi funkcionalis
rokonsdggal magyarazhat6. A bemutatott fehérje-fehérje kolcsonhatas tovabb erdsiti

feltételezésiinket a rizs RBR fehérjék funkcinalis kiilonbozdségérol.

MsPP2A | OsRBRI2 | OsRBRI5 | MSVRepA Self
regB" activation

OsRBR2

19. abra. Novényi RBR homolog kolcsonhatasok éleszto két-hibrid rendszerben.
A RBR fehérjék kolcsonhatasainak meghatirozasara a szdvegben leirt “baitO és
“preyOkonstrukciokat egyiittesen PJ69-4A ¢élsztd vonalakba jutattuk és SD-Trp-Leu-
Ade-His szelektiv médiumot tartalmazd lemezekre szélesztettik. A relativ -
galaktozidaz aktivitasokat Horvath és mts. (1998) altal leirt modszerrel hataroztuk
meg. A szorast minden esetben kevesebb volt, mint 10%. Az OsRBRI2 egy
ismeretlen fehérjét jelol, mig az OsRBRI15 a NAC csaladhoz tartozd transzkripcios
faktor.

* Relativ B-galaktozidaz aktivitas értékek.

Az ¢élesztd két-hibrid vizsgalatainkat dsszegezve arra kovetkeztethetiink, hogy
az RBR fehérjék funkcidja megosztott az egyszikiiek két RBR fehérjéje kozott. Mind
szerkezeti mind funkcionalis hasonldsagok és kiilonbozdségek is megfigyelhetok az
egyes RBR alcsaladok kozott. Ezen jellegzetes RBR tulajdonsagok kotik dssze az

egyes alcsalddokat és egy k6zos 0s gén meglétére utalnak.
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VI. KOVETKEZTETESEK

VI.1. Szinkronizacios kisérletek

Az elérhetd rizs sejtvonalak szdma elég kevés, ezenfeliil ezen kultirak
szinkronizaciojat még nehezebb megvalodsitani. Napjainkig nincs olyan leirt mddszer,
mellyel kell6képpen eredményes szinkronizéaciot lehet elvégezni, hogy az egyszikiiek
sejtciklusa részletesebben tanulmanyozhatova véaljon. Munkankkal bemutattuk, hogy
a Taipei-309 és Unggi9 rizs fajtakbol 1étrehozott sejttenyészetek kellé gyorsasaggal
osztodtak, amivel megfeleld szinkonizacids hatékonysagot értiink el, melyet a
sejtciklus fazisok jo elkiilonithetésége mutat. Igy ezen sejtkulturak alkalmasakka
valtak-véalhatnak a sejtosztddast szabalyoz6 gének kifejezddésének vizsgalatara.

A relativ magasfoku S-G2-M fézisos szinkronizaciot a sejtek hidroxiureaval
valé blokkolédsaval valdsitottuk meg. A hidroxiureaval kezelt novényi sejtek a G1-S
fazisok kozotti atmenetben ragadtak meg, mivel a hidroxiurea ribonukleotid reduktazt
gatlo vegylilet, igy blokkolja a DNS szintézist és a sejt osztodast. Ugyanakkor a
hidroxiurea reverzibilisen gatolja a sejtciklus folyamatat a névényekben. A gatloszert
mosassal tavolitottuk el a rendszerbdl, igy a sejtek 25 %-a S fazisban volt a mosast
kovetd 15.-18. oraban, majd a sejtek 59 % G2 fazisba keriiltek a 21. ordban, az
Unggi9 sejtek elsd mitotikus osztodasuk bekovetkezte eldtt. Megfigyeltiik, hogy a
sejtek ujra G1 fazisba és mésodik S fazisba léptek.

Ezen sejtciklus fazis mutatok a Taipei-309 fajta esetén sokkal korabbi
idépontban bekdvetkeztek, azaz az S fazisos cslics a blokkolé anyag eltavolitasat
kovetd 6 ora koriil, és a mitotikus cstcs a mosast kdvetd 15.6rdban volt. A Taipei-309
sejtvonal esetében is megfigyeltiik, hogy a sejtek a masodik sejtosztodasi
folyamatukba Iépnek. Ez azt mutatja, hogy minden egyes fajta kiilonbdzéképpen
viselkedik mint sejtkultara, €s teret biztosit szélesebbkorii vizsgalatokra. Ugyanakkor
feltételezhetd, hogy a blokkold anyag toxikussagata a kiilonbozu sejtvonalak
kiilonbozoképpen toleraljak, amely ismerete nagyon fontos a tovabbi kisérletekhez.

A novényi sejtciklus is két kulcs ellendrzépont altal szabalyozott, amelyek a
Gl és a G2 fazisok végén vannak. (Huntley és Murray, 1999; Mironov, 1999) Ezen

sejtciklus hatarokon valod athaladas specifikus fehérje kindz komplexektdl fiigg,
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melyek a katalikus alegységet alkotd6 CDK-kbdl és a szabalyozé alegységet képezd
ciklinekbdl épiilnek fel. Tipikus sejtciklus gének kifejezddését figyelhettik meg a
szinkronizacid sikerességének ellendrzésére alkalmazott kvantitativ RT-PCR
kisérletek soran. A sejtciklus féazisaiban specifikusan kifejez6d6 gének mRNS
szintjének kovetésével bizonyitottuk a szinkronizéacids rendszeriink hasznalhatosagat
tovabbi vizsgalatokhoz.

Eredményeink, azaz felhasznalt rizs sejttenyészeteink ¢és az alkalmazott
szinkronizaciés technika a gének kifejez6désének id6beli  valtozasanak
tanulmanyozasat, ugyanakkor a lehetséges sejtciklussal kapcsolatos feltételezett gének
aktivitasdnak vizsgalatat, és ezaltal sejtciklusban betoltott szerepiik feltarasat segiti
eld.

A magasabbrendii eukaridtdk koziil a legmagasabb szinkronizacids szintet a
BY-2 dohany sejteken érték el, ahol aphidicolinnal végzett szinkornizacios kisérletben
90 % a sejteknek S fazisban volt, és 45-50 %-os mitotikus értéket figyeltek meg. Ez
természetesen arra Osztondz, hogy a jovében a rizs sejtkultardk aphidicolinos

kezelését tovabb optimalizaljuk a modszer hatékonysaganak noveléséért.

VI.2. Lucerna Ciklin fiiggé kinazok tultermeltetéesének hatasai

rizs névéenyekben

A sejtosztodas meghatarozd mechanizmus a novény fejlédésében, habar a
pontos szabdlyozasi folyamat még nem ismert. A sejtciklust szabalyozo fehérjék
szerepét a novényi fejlédésben a napjaikban ismeretes transzgénikus vonalakon
végzett tultermeltetés vagy expresszios szintben valo csokkenés altal bekdvetkezd
hatasok alapjan értékelhetjiik. A mutacios megkozelitést nehéz felhasznalni sejtciklus
kutatasban, mivel a sejtciklusban esszencidlis gének mutacidja gyakran bizonytalan
(Thomas, 1993) vagy a fenotipus til erds ¢és embriondlis haldlhoz vezet.
Novekedésben bekovetkezett valtozas eredhet metabolitikus ttban tortént mutaciobol
is, amit nehéz megkiilonboztetni, elkiiloniteni a sejtosztoddasban tortént valtozasoktol
(Traas ¢és Laufs, 1998). A CDK kinaz aktivitdsa a ciklin szabalyoz6 egységekkel
meghatarozott. A ciklin/CDK komplexek aktivitisa pedig a szabalyozo
mechanizmusok, azaz transzkripcid, proteolizis, foszforilacid/defoszforilacio,

kolcsonhatdsok mas szabdlyozd fehérjékkel és a sejten beliili kommunikacié altal
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befolyésolt. A ciklik fliggd kindzok tanulmanyozéasdhoz ezen fehérjéket tulteremeld

transzgénikus novényeket hoztunk 1étre és vizsgaltunk.

Tanulmanyunk sordn a CDKA1;1 gént konstitutivan kifejezd transzgénikus
novényeknél a szemtermés kialakuldsaban megfigyelt fenotipust alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy ezen kinaznak nem csak a sejtciklusban, hanem a
gametogenezisben, termés kialakuldsdban van nagyon fontos szerepe a ndvény
fejléddése soran.

Kisérleteinket kdvetéen nemrégiben Iwakawa €s mts. (2006) létrehoztak a
CDKAI;1 génben mutans Arabidopsis thaliana novényi vonalakat. Ezen mutansok
vizsgalata soran megallapitottak, hogy a homozigdta mutansok embridi elhaltak. Ezen
funkcidvesztéses mutans novények generativ sejtjeinek proliferacioja gatolt a himivari
gametogenezis soran. Kisérleteik soran haploid cdka-I mutdnsok mikrosporai
normalisan, asszimmetrikusan osztédtak és az elsd0 mitotikus osztédas (PMI)
folyamatéaval bicellularis pollenszemek képzddtek. A nagyobb vegetativ sejtek nem
osztddtak, ugyanakkor a kisebb generativ sejtek tovabb haladtak a masodik
osztodasban (PMII), igy létrejottek a tricellularis pollen szemek. Ezen CDKAI; I
génben mutdns novények, habar képeztek érett bicellularis pollen szemeket,
tartalmaztak egyedi pollenszerli sejtet és vegetativ sejtet, de nem voltak képesek
atlépni a masodik osztodason (PMII). Ezen tanulmdny megerdsiti azt a
kovetkeztetésiinket, hogy a CDKA1 kinazoknak a generativ képletek sejtosztodasanak
szabalyozasaban és fejlodésében van fontos szerepe.

A B-tipusu ciklin fiiggd kindzok mind a G2 fézis, mind a mitdzis legfontosabb
szabalyoz6i. Munkank soran tanulméanyozott CDKBI;1 kinaz taltermelésének
eredményéként a ndvények ndvekedésében bekovetkezett valtozasok mutatjak, hogy a
CDKBI;1 gén sejtcikluson keresztiili szabdlyozasa meghatdroz6 a ndvény
fejlédésében.

A PROPORZI1 (PRZ1) gén mutécidjanak vizsgalatanadl a CDKBI1;1 és a E2Fc
gének kifejezddésének novekedeését tapasztaltdk, amely a nem-differencialddott
kallusz szerti sejtstrukturdk kialakulasdhoz vezetett (Harray és mits., 2003). Tovabbi
CDKBI;1 kinazzal kolesonhato fehérjék azonositdsaval pontosan megismerhetjiik,
hogy milyen szabalyozasi utakon keresztiil fejti ki hatdsat ez a ndvény specifikus

kinaz.
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Boudolf és mts. (2004) létrehoztak egy CDKBI1;1 domindns negativ allélt
taltermeld (CDKBI;IN161) transzgénikus vonalat, amelynél a géazcserenyilasok
szama csokkent, Osszhangban ezzel a megfigyeléssel a hajtas és az elsd levelek
méretében is csokkenést figyeltek meg. Ugyanakkor megallapitottak, hogy a
CDKBI;1 kinaz aktivitasa G2 fazisban magas (Magyar és mts., 1997), igy stimuldlva
a G2 fazis ¢és mitdzis koOzotti atmenetet, meghatdrozva az osztodd ¢és
endoreduplikalodo sejtek kozotti egyensulyt. A sejtek ezen valasztdsi lehetdséget a
CDKBI;1 kindz az E2F/DP transzkripcios faktorokkal (Boudolf és mts., 2004) és a
kiilonb6zé CDK inhibitorokkal, CKI/KRP fehérjékkel egyiitt szabalyozza (De
Veylder ¢és mts.,, 2001). Az ismert tanulmanyokkal &sszhangban ¢€s sajat
megfigyeléseink alapjan ugy véljiik, hogy a CDKBI1;1 fehérjék szabalyoz6 szerepe
meghatarozo a sejtciklus soran, ami tovabbi befolyassal bir a novény fejlddésére, azaz
ezen szabdlyozd egység Osszekapcsolja a sejtosztédas ¢és a differencialodés

szabalyozasat a novény novekedése soran.

A CDK B2-tipust kindzok szabalyozzdk a mitotikus folyamatot a ndvényi
sejtekben a CycB2;2 fehérjén keresztiil. Munkank sordan vizsgalt lucerna CDKB2
kinaz taltermelése a novények korabbi viragzasi idejét eredményezte, melybdl arra
kovetkeztethetlink, hogy ezen fehérje hatdsara megvaltozott a fejlddési folyamat
szabalyozottsaga.

A CycB2;2 fehérjét tultermeld transzgénikus ndvény felgyorsult
gyokérnovekedést mutatott (Lee és mts., 2003). Ezek az eredmények azt sugalljak,
hogy ezen valtozds a CDKB2 kindzokra is hatéssal volt, mivel a CycB2 ¢és a CDKB2
komplexet képez, hogy végbe menjen a citokinezis. Tovabbi analizisek még
sziikségesek, hogy pontosan meghatarozzak, hogy vajon a sejtciklus maga gyorsult-e
vagy a sejtosztodas iddtartama valtozott a CDKB2 aktivitasa altal.

Baldet ¢s mts. (2006) L1 (azaz 1 gylimolcs kocsanyonként) és L5 (azaz 5
termés/kocsany) paradicsom ndvényeket hasonlitottak 6ssze morfoldgiai, biokémiai
¢s molekularis szinten. Megallapitottdk, hogy a L1 paradicsom ndvényeknek
nagyobbak a viragai ¢és a termések mérete is nagyobb volt, ami 0sszefiiggésben van
azzal, hogy a maghdzakban levd sejtek szama tobb volt. Feltételezik, hogy ez a
jelenség a virdg novekedésének gyorsuldsa miatt kdvetkezett be, mivel mas egyéb
paraméterek esetén nem tapasztaltak valtozast. Ezen L1-es novényekben a CDKB2;1

gén kifejezddése jelentésen megndvekedett a korai viragfejlédés soran.
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Ezen eremények megerdsitik azt a hipotézist, hogy a fejlodoé termés mitotikus
aktivitasat szabalyozza a CDKB2;1 6sszehangolva mas folyamatokkal egyiitt, mint
példaul a fotoszintetikus aktivitds. Ezen lehetséges folymatok vizsgélataval
megerdsithetjiik eddigi eredményeinket.

A sejtciklus modositdsa egy lehetdség a sejtciklus elemeinek vizsgalatara.
Munkénk soran a sejtciklust szabalyozé gének novény ndvekedésre gyakorolt hatasat
vizsgaltuk transzgénikus novényekben. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a
sejtosztodas regulacidja meghataroz6 a novény ndvekedésére, és kisérletink 1y iranyt
mutattak a sejtciklus-specifikus fehérjék funkciojanak tanulmanyozasara nemcsak

sejtszinten, hanem a teljes novény ndvekedését figyelembe véve is.

VI.3. Névényi retinoblasztéma-szerii fehérjek

Az elmult években megnovekedett a figyelem a retinoblasztoma fehérjecsalad
irant, hogy meghatdrozzdk azokat a molekularis markereket, amelyek a
sejtosztddasban és novekedésben is fontos szerepet jatszanak. Tovabba, a RBR
fehérjékrol tudott, hogy kiemelkedd szerepiik van a ndvényi novekedés ¢€s fejlodés
szabalyozasaban. Ezen tanulméany a novényi RBR gének Osszahasonlitd vizsgalatara
Osszpontosul. Munkénk sordn 6t cDNS-t azonositottunk, melyek 0j képvisléi a
novényi RBR fehérje csaladnak, nevezetesen az a pillangdsok modell ndvényébdl,
lucernabol izolalt MsRBR-et, az OsRBRI-et és OsRBR2-t, mely géneket rizsbol
izolaltunk, valamint a TaRBRI-et és TaRBR2-t, amelyeket buzabdl azonositottunk.
Ezen gének az ugynevezett pocket proteineket kodoljdk, és mindenegyes fehérje,
mely az RBR fehérjecsaladhoz tartozik tartalmazza mind az allatokban és
ndvényekben is nagyon konzervalt A/B doméneket.

A géneket 0sszehasonlitd analizisek eldsegitik a kodold és nem kodold régiok
molekularis folyamatok jellemzését. Az emberi RB fehérjecsaladrol tudott, hogy a
HuRB] transzkriptumot 27 exon kddolja, mig a csalad masik két tagja esetében, mind
a pl07 gén mind a pI30/RB2 gén 22-22 exonba szervezddik. Nem meglepd, hogy a
pl07 és pl30/Rb2 gének genomidlis szervezddése nagyobb hasonlosagot mutat
egymashoz, mivel feltételezhetd, hogy szorosabb evolucids rokonsagban vannak. Az
altalunk vizsgalt névényi RBR gének 18 exonbol és 17 intronbol allnak és a hasonlo

exonok azonosak méretben €s nagyon hasonloak nukleinsav és aminosav szinten is. A
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novényi RBR gének fehérjét kodold régioi 18 exonba szervezddnek, ami korilbeliil
7000 bp hosszu genomi DNS-en helyezkedik el. (lasd. 10. &bra). A konzervalt A
pocket domént kodold rész a 10. exonon helyezkedik el mindenegyes ndvényi RB-
szeri génnél. Mindezek ismeretében arra kovetkeztethetiink, hogy a konzervalt
doméneket kodold exonok mind méretben mind szervezddésben tipikus
jellegzetességei a novényi RBR géneknek, mint ahogy az a gerincesek RB csalddjanak
tagjainal is van. Az exon-intron szervezddés alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az
egyszikli II. tipust RBR gének kozelebbi rokonsdgban vannak a kétszikii RBR
génekkel.

A fehérje szintll Osszehasonlitd vizsgalataink altal létrehoztuk egy
filogenetikus fat (lasd. 11. abra), amely 18 novényi fajban taldlhato6 RBR fehérjék
hasonlésdgan alapul. Ezen filogenetikus fa alapjan az egyes RBR fehérjéket
kiilonbozd alcsalddokba tudjuk csoportositani az aminosav sorrendben mutatott
hasonlosagokra alapozva. Ezen eredmények altal az egysziklick RBR fehérjéit két
jellemzd alcsaladba tudtuk sorolni (alcsalad II. és III.), mig a kétszikiiek egyetlen
RBR fehérjéi egy kiilonallo csoportot képeznek, (lasd 11. 4bra). igy az altalunk izolalt
MsRBR az 1. alcsaladba sorolhatd, amely magéban foglalja az adatbazisokban
elhelyezett 0sszes ismert kétszikii RBR-t. Arabidopsis thaliana-ban bizonyitottak az
egyetlen egy RBR gén jelenlétét a teljes genom meghatarozaséaval.

A munkank soran kiterjedt in silico analizist végeztiink, hogy ezt a felételezést
mi 1s megerdsitsik. Az elmualt évben, 2006-ban befejezt¢k a lucerna genom
szekvenalast 1s, amelyet szintén alaposan megvizsgaltunk, igy ezen ismeretek
tudataban arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kétszikli ndvényekre jellemzd az
egyetlen RBR gén megléte.

Filogenetikus 0Osszehasonlitd vizsgalataink sordn bevontuk mar ismert
alacsonyabbrendli névények RB-szerli génjeik altal kodolt feltételezhetd fehérjéinek
szekvenciait is. Mindezen tanulmanyok és ismeretek megerdsitik azt a
feltételezéslinket, hogy az RBR gének egy kozos 6s génbdl vald evolicios
fejlodésének lehetiink tanti, ha a novényir RB-szerli géncsalad tagjait vizsgaljuk.
Ugyanakkor feltételezhetjiik, hogy az evoluci6 soran a fajfenntartas érdekében a gén
duplikacio altal megosztottd valt az 6s gén funkcidja, de a szerkezeti konzervaltsag
miatt még képesek maradtak barmilyen mas eredeti funkcié ellatasara, ha barmelyik

gén kifejez0dése gatolta valna.
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Az evolucio soran a fehérjék kozott specifikus kolesonhatasok alakultak ki,
ami alapjan feltételezziikk, hogy az Aaltalunk vizsgalt fehérjék funkcionalis
kiilonbozoéségeinek egyik lehetséges oka. A D-tipust ciklinek tartalmazzdk azt a
specifikus in. LxCxE motivumot, amely az RB fehérjékhez kapcsolodni képesek.
Roudier és mts. bizonyitottdk, hogy lucernabdl izolalt A2-tipust ciklin képes
kolcsonhatést 1étesiteni a kukorica ZmRB1 fehérjével. Szintén bizonyitott, hogy a
virus fehérjék a fertdzés soran kapcsolddnak az RBR fehérjékhez befolyasolva a sejt
sejtciklusat és ezaltal késztetik a gazdasejtet a virus megsokszorozasara. A élesztd két
hibrid eredményeink jol mutatjak a hasonlosadgokat és a kiilonbozdségeket az RBR
protein alcsaladok kozott a fehérje kdlcsonhatasokban.

Minden egyes alcsalad tagja képes kotni az LxCxE motivummal rendelkezd
fehérje partnereket. Az altalunk vizsgalt egyik ilyen fehérje az eddig még nem
azonositott novény  specifikus NAC-szerin (NAM-ATAF-CUC) fehérje,
vizsgalatainkban OsRBRI5. A NAC csaladba tartozd génekrdl tudott, hogy sokféle
sejtfolyamatban jasztanak szerepet, mint a szervek fejlddésében és morfogenezisben,
valamint kiilonb6z6 stressz valaszokban, mint virusfertdzés, sebzés (Olsen és mts.,
2005). Természetesen tovabbi  kisérletek  sziikségesek, hogy  pontosan
meghatarozhassuk azokat a szabalyozasi pontokat, amit a kolcsonhatasukkal
befolyasolnak, de feltételezhetd, hogy nagyon fontos ezen fehérjék kolcsonhatésa,
mivel mind az RBR mind a NAC-szerli fehérjék sokféle folyamatokban fejtik ki
hatasukat.

A vizsgalt gének mRNS mintdzatanak tudatiban, a fehérje szint valamint
annak foszforilaltsagi allapotanak vizsgalataval fény deriilhet ezen fehérjék
szabalyoz6 szerepére. A ndvényi RBR fehérjéket CDK komplexek foszforilaljak,
amint az Nakagami ¢és mts., valamint Boniotti ¢s mts. mar igazoltdk. A fehérje
modosulédsa egyféle szabdlyozd rendszer, esetiinkben az RBR proteinek az E2F/DP
transzkripcids faktorokkal vald kolcsonhatason keresztiil iranyitjadk a sejtciklust.
(DeWitte és Murray, 2003) A foszforilacios folyamatok vizsgalata is fontos, hogy
megértsiik e szabalyozo rendszereket €s a funkcinalis kiillonbségeket a ndvényi RBR
fehérjék kozott.

Az RB fehérjék szabdlyozd funkcidja alapvetden fligg a foszforilaltsagi
allapotuktol, ami a PP1 és PP2A foszfatazok altal szabalyozott. (Yan és mts., 1999)
Eleszté két hibrid vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a lucerna MtPP2A B”’

szabalyozd alegysége erds kolcsonhatd partnere a lucerna MsRBR-nek, valamint
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képes kolcsonhatast létesiteni a rizs OsRBR1 fehérjével, ellenben a masik rizs
OsRBR2-vel egyaltalan nem volt kimutathaté a kdlcsonhatas. Hasonld helyzet all
fenn az emlds RBR pocket fehérjéi esetében is. Ragesalok RB fehérjéi koziil csak a
pl07 protein mutatott erds kolcsonhatast az Gn. PR59 PP2A B’ szabalyozo
egységgel, mig a pRB nem. Kisérleteikben vizsgaltdk a P59-PP2A komplex
defoszforilacios aktivitdsat a megkotott pl07 fehérjére nézve, valamint a U2-OS
sejtben taltermeltett foszfataz alegység a sejtciklust gatolta a pl07 fehérje
szabalyozasan keresztiil és a sejtek a G1 fazisban halmozddtak fel. (Verhoove és mts.,
1999)

Ezen tanulmény sordn az Uj ndvényi RBR gének azonositdsaval ¢és
Osszehasonlitd vizsgdlatukkal bdvitettiik az ismereteket, mellyel evolucios
szempontbol csoportosithatjuk az RBR fehérjéket. A egyszikii fiifélékben meglévd
kétfele RBR fehérjék gén szervezddési, gén kifejezddésének, fehérje szerkezetiik €s
kolcsonhatd partnereik vizsgéalatai alatamasztjadk a kiilonbséget az egyszikiiek és
kétszikliek RB szabdlyoz6 mechanizmusa kozott. A fiifélékben a két kiillonb6zé RBR
fehérjék jelenléte egy sokkal Osszetettebb szabalyoz6 folyamatra utal, amit a
korabbiakban feltételeztiink. Természetesen a pontos mechanizmus megismeréséhez

tovabbi tanulméanyok sziikségesek mind nukleinsav mind fehérje szinten.
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VIl. 0SSZEFOGLALAS

(Tézispontok)

VII.1. Rizs sejtek szinkronizacioja

I. A novényi sejtciklus tanulmanyozasdhoz szinkronizacids kisérleteket
végeztem felhaszndlva az osztdodas soran bekovetkezd sejtmagi DNS tartalom
valtozas mérésének lehetdségét dramlasi citometriaval. Elsd 1épésként meghataroztam
a megfelelé blokkolé anyagot és annak hasznalati koriilményeit optimalizaltam. Igy
kisérleteimben hidroxiuredval kezeltem a sejtkultardkat majd a gatldo dgens kimosasat
kovetden aramldsos citométerrel detektaltam a két rizs sejttenyészet sejtmagi DNS
tartalménak valtozésat. A szinkronizéacids kisérleteimrél elmondhatom, hogy a
hidroxiurea G1/S fazisban allitotta meg a sejtek tobbségét, majd az azt kovetd

mosassal a sejtek folytattak a sejtciklust, idével G2/M fézisba Iéptek.

II. Az Unggi9 sejtkultura szinkroizacios vizsgalatarol megallapitottam, hogy
valamivel hosszabb a sejtciklus id6tartama, mivel a G2 fazis, majd azt kdvetd mitozis

csak 21 ora kdrnyékén detektaltam.

III. A Taipei-309 sejtvonalon végzett kisérleteknél megfigyeltem, hogy a
blokkolt majd reaktivalt sejttenyészet sejtjei mar 12-15 o6ranal G2 fazisba jutottak. A
két kiilonbozo sejtkultura vizsgalatai soran megallapitottam, hogy a fajtak kozott is
jelentés kiilonbségeket figyelhetiink meg, ami nagyon fontos az Osszehasolitd

analiziseknél.

IV. Sejtciklus specifikus gének kifejezddésének kvantitativ. RT-PCR
vizsgélataval igazoltam a Taipei-309 sejtkultiran végzett szinkronizacids kisérlet
sikerességét, mely a tovabbiakban a sejtciklus tanulmanyozas fontos technikéja az azt

kovetd kisérletekben.
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VIl.2. Lucerna CDK fehérjéek tultermeltetésének

tanulmanyozasa rizs néveényekben

V. Munkdm soran lucerna CDK fehérjéket tultermeld rizs transzgénikus
novényeket hoztam létre, hogy tanulmanyozzam ezen sejtciklus specifikus fehérjék

novekedésre, fejlddésre gyakorolt hatésait.

VI. A Medsa;CDKAI1;1 fehérjét tultermeld transzgénikus ndvényekben az
érett termés/szemek szamaban detektaltam valtozast, ami felveti, hogy a CDKAI
kindzok a sejtosztodas szabalyozo szerepiik mellett a szaporitd képletek fejlddését is

befolyasoljak.

VII. Tanulmanyaim soran a Medsa;CDKBI;1 kinazt taltermeld ndvényeknél
fenotipusos valtozast figyeltem meg, azaz ezen transzgénikus ndvények mérete

kissebb volt a kontroll névényekhez képest.
VIII. A mitotikus kindzok koziil a Medsa;CDKB2;1 vizsgalatat végeztem ezen

kinazt taltermeltetd transzgénikus ndvényeket létrehozva. Megfigyeltem, hogy ezen

modositott novények kordbban virdgoznak, mint a kontroll névények.
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VII.3. A névényi RBR gének és kifejezodésiik tanulmanyozasa

IX. Munkam soran jellemeztem a rizs RBR géneket és a lucerna RBR génjét.
Ezen ndvényi gének j képviseldi az RBR csalddnak, mivel az altaluk kodolt fehérjék
mindegyike tartalmazza a RBR fehérjékre jellemz6 A ¢és B pocket doméneket,

hasonloan az allati RBR-ekhez.

X. A rendelkezésre 4llo szekvencia adatbazisokra alapozva PCR és
szekvenalasi technikaval meghatdroztam a buza RBRI teljes és a RBR2 részleges

nukleotidsorrendjét. Ezen gének szintén 0j tagjai a névényi RBR csalddnak.

XI. Az izolalt G RBR gének genomidlis szervezOdését megvizsgaltam,
megallapitva, hogy ezen gének 18 exonba szervezddnek a ndvényi genomokban,

valamint specifikus intron szervezddésiikon keresztiil megkiilonboztethetdek.

XII. Az RBR gének altal kodolt fehérjék szekvencigjst CLUSTALW
Osszehasonlitd analizissel vizsgéaltam. Erre alapozva elkészitettem egy filogenetikus
fat, amely alapjan a novényi RBR fehérjéket csoportositani tudtam. Az 1. alcsalad a
kétszikii RBR fehérjéket, a II. alcsalad az egyszikii egyes tipusu, illetve a III. alcsalad
az egyszikiiek kettes tipusu RBR fehérjéit foglalja magaba. Megallapitottam, hogy
ezen alcsalddoknak jellegzetes lehetséges foszforilacios elrendezddésiik van, amely

feltételezésem szerint az egyes alcsaladok fehérjéinek funkcionalis specifitasat adja.

XIII. Kvantitativ  RT-PCR segitségével vizsgaltam az azonositott gének
kifejez6dését és bizonyitottam, hogy a rizs RBR gének nemcsak szerkezetiikben
kiilonboznek, hanem szdvetspecifikus kifejezddésiikben is, azaz a rizs RBR2 gén
mRNS szintje a differencidlodott sejtekben magas, mig az OsRBRI gén
transzkriptuma az aktivan o0sztddd sejtszuszpenzioban és embridkban detektaltam

nagyobb szdmban.

XIV. A rizs RBR gének kifejezddésének ndvénybeni lokalizacidjat in situ
hibridizacids kisérletekkel vizsgaltam. Megallapitottam, hogy 0Osszhangban a
kvantitativ PCR eredményekkel az OsRBR2 gén a ndvény differencidlodott sejtjeiben
fejezodik ki.
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XV. Az RBR fehérjek kozotti kiilonbségeket élesztd két-hibrid modszerrel
vizsgaltam. A fehérje kdlcsonhatasokban azonossagokat és kiilonbségeket hataroztam
meg, mint minden vizsgalt ndvényi RBR kolcsonhatott a MSV virus RepA fehérjével,
ugyanakkor egy Gjonnan izolalt fehérje, az OsRBRI2 csak a MsRBR ¢és az OsRBR1
fehérjék esetén mutatott kolcsonhatast. Ezen eredményekkel bizonyitottam, hogy az
egyszikli RBR alcsalddok funkciondlisan is kiilonboznek, mig a kétsziklieckben
egyetlen RBR végzi ezen funkcidkat.
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XIl. PhD theses

In the past decade attention has particularly increased for plant cell division,
since novel cell-cycle characteristics were discovered apart from the conserved
basic mechanisms, which can be found only in plants. Cell division research
requires knowledge in more details and for such researches plants give an
exceptional opportunity. In contrast to animals, growth of plants is considerably
postembryonic. The new organs, such as the root, the stem, the leaves and flowers
are from the division of the so-called , life-longOcells, which is followed by plant
growth and differentiation. This specific cell zone is the meristem. The leaves and
flowers develop from the shoot meristem, while the root meristem provides new
cells in the growing root. Based on these characteristics plants are very suitable
targets to simultaneously study cell cycle, growth and development of
multicellular living beings.

The regulation of the cell cycle is a very complicated and complex process, in
which both inner and outer cell factors play part. Inside the cell the most important
regulators of the cell cycle are protein-complexes, which consist of catalytic and
regulating subunits. Both cyclins and cyclin dependent kinases have many forms.
Present of cyclin-CDK complexes, having the most important role in the cell cycle
coordination, regulates different checkpoints of the cell cycle. Formation of protein
complex is preceded by the increasing level of cyclin, which is in turn usually the
outcome of some other indicating factors (for example growth factors) (Dynlacht,
1997).

To study the biochemistry and molecular biology of cell division it is
essential to have a cell system, where the division of cells within a population can
be synchronized. The most suitable system to examine the cell cycle proved to be
the in vitro plant cell culture, because most of the cells are active and dividing,
therefore it passes through certain phases of the cell cycle. In this system the cell
division can be influenced in many ways. Through the use of reversible inhibitors,
that can stop cell cycle at certain points, cells will get into the same phase, to a so-
called synchron. With these experimental systems we can fully analyse the
regulating units of cell cycle.

The cyclin dependent kinases (CDK) are one of the most important

coordinators of the eukaryotic cell cycle regulation. These serin-treonin protein
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kinases — considering their function regulating the cell cycle — bind cyclins (by
forming complexes) and determine cell division steps. The plant CDK proteins (in
harmony with the animal systems) are functionally grouped and distinguished with
letters (CDKA, B, D, E, F). In plants the CDKA proteins contain a PSTAIRE
sequence motive in their cyclin-binding domain and these kinases regulate the
G1/S and G2/M transitions. Four B-Type CDKs are known, which are plant-
specific CDKs harbouring the typical PPTALRE or PPTTLRE motif, which
accumulate in the G2 and M phase and regulate the G2/M transition.

Cell division is a determining mechanism in the development of the plant,
although the full regulating process is not known yet, so it is presumed that the
different CDKs have a key role. We can assess the role of these proteins in the
regulation of cell cycle, in the plant growth by the nowadays well-known
transgenic plant lines overproducing or depleting expression of the target gene.

The different CDK-cyclin complexes achieve their regulatory function
throughout the cell cycle process by forming connection with other proteins. The
retinoblastoma proteins present substrates of CDK cyclin complexes, which have
an important role in the regulating steps of the cell cycle. During the G1/S phase
transition the CycD/CDK complex phosphorilates the RBR protein, in this way the
E2F transcription factor is released from the inhibition and directs the cells into S
phase. Viruses use also this regulating step to multiply their genetic information.
RBR regulates processes outside and within the cell cycle through formation of
different protein-protein interactions, as for example with the FVE protein, which
is part of a protein-complex, that represses transcription of FLC (Flowering Locus
C), thereby regulating flowering. Examinations of plant RBR proteins help us to
obtain further insight in the regulating function of RBR.

In the case of monocotyledonous plants cell cycle studies need a well
established synchronization system, as known published data, at the tobacco BY-2
cell-line, with that we could widen our knowledge in the field of examining the cell
cycle of the monocotyledons, at the same time it could provide to get to know the
evolutionary differences between monocotyledonous and dicotyledonous plants.

For this reason we choose to optimalize synchronization technique and we
developed this method for our experimental model organism, the rice. With our
experiments, we tried to increase further our knowledge, to help to understand the

cell cycle regulation.

91



The central role of cyclin dependent kinases (CDK) was already proved in
cell cycle regulation. The aim of our work was to get further insight on the effects
of CDK kinases on cell division and on plant growth and development. For this
study we chose to create and examine transgenic plants overproducing the chosen
kinases.

It is known, that the basic mechanisms of living organisms are similar, so the
regulating elements of cell cycle are preserved as well. From these basic regulating
components we chose the plant RBR genes, as one of the most interesting
modulator of cell cycle. Our aim was especially to identify, compare and examine

rice RBR proteins.

X1.1. Synchronization of rice cells

I. T performed synchronization experiments to study the plant cell cycle
through measuring the differences in DNA content (resulted from changes of the
nucleus) during the division cycle using flow cytometry. First of all I determined the
suitable blocking-material and optimised the circumstances of its use. First, I treated
the cell cultures with hidroxyurea and after removing the impending agent I
detected the DNA content changes of the nucleus of the two rice cultures by flow
cytometer. I can state based on the synchronization experiments that hidroxyurea
stopped most of the cells in the G1/S phase, while after the washing step cells
continued their cell cycle, soon they proceeded into the G2/M phase.

II. From the synchronization experiment of the Unggi9 cell culture I
determined the duration of the cell cycle, where the G2 phase and the mitosis were

detected at around 21 hours.

III. At the experiments on the Taipei-309 cell-line I observed, that the blocked
and then reactivated cells of the cell culture were in phase G2 at 12-15 hours.
During the experiments with the two different cell cultures I observed significant
differences between the varieties, which are very important in the case of

comparative analyses.
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IV. I proved that the synchronization experiment on the Taipei-309 cell culture
was successful by examining the expression of cell cycle specific genes with
quantitative RT-PCR, which in the following experiments is an important technique

of studying the cell cycle.

Xl:2. Studying the overproduction of Medicago CDK proteins in rice
plants

V. During my work I created transgenic rice plants overproducing Medicago
CDK proteins to study the effects of these proteins on cell cycle, plant growth and

development.

V1. In the Medsa;CDKA1;1 protein overproducing transgenic plants I detected
a change in the number of rice seeds, which suggests that the CDKA1 kinases have
a role in regulating the cell division, and they also influence the development of the

generative organs.

VII. During my studies I observed a phenotype change in the
Medsa;CDKBI1;1 kinase overproducing rice plants, which means that the size of

these transgenic plants was smaller than the control plants.

VIII. From the mitotic kinases [ carried out experiments with the
Medsa;CDKB2;1 by creating these transgenic kinase overproducing plants. I

observed that these modified plants flowering earlier than the control plants.

XlI:3. Studying the plant RBR genes

IX. During my work I described the rice RBR genes and the Medicago RBR
gene. These plant genes are new representatives of the RBR family, as the proteins
coded by them contains A and B pocket domains which are the characteristics of

RBR proteins, similarly to animal RBRs.
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X. Based on the available sequence database I determined the 7aRBRI total
and the TaRBR2 partial nucleotide sequence of the wheat using PCR and

sequencing. These genes present also new members of plant RBR family.

XI. I examined the genomic organization of newly isolated RBR genes,
determining that these genes are organized into 18 exons in plant genomes and they

can be differentiated through their specific intron organization.

XII. T examined the RBR genes coded protein sequences with a comparative
analysis using CLUSTALW. Based on the alignment I created a filogenetic tree,
that helped to group the plant RBR proteins. Subfamily I. includes the
dicotyledonous RBR proteins, subfamily II. contains monocotyledonous type one,
while subfamily III. includes monocotyledonous type two RBR proteins. I
determined, that these subfamilies have typical possible phosphorilating pattern,
which might distinguish the functional specification of the proteins in each

subfamily.

XIII. By quantitative RT-PCR I examined the expression of identified genes
and proved, that the rice RBR genes are not only differ in their structure, but in their
tissue-specific expression as well, which means, that the mRNA level of the rice
RBR?2 gene is high in the differentiated cells, while 1 detected larger amount of

OsRBRI gene transcript in the actively dividing cell suspension and embryos.

XIV. I examined the localization of the rice RBR genes expression in plant
with in situ hybridization experiments. I determined, in harmony with the
quantitative PCR results that the OsRBR2 gene is expressed in the differentiated
cells of the plant.

XV. I examined the differences between the RBR proteins with yeast two-
hybrid method. I determined similarities and differences in the protein interactions.
Every examined plant RBRs interacted with the RepA protein of the MSV virus,
while on the other hand a newly isolated protein, the OsRBRI2 interacted only with
the MsRBR and the OsRBR1 proteins. With these results I also proved, that the
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monocotyledonous RBR subfamilies are functionally differentiated, while in

dicotyledons only one RBR performs these functions.
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XIl. Fuggelék

A pCHD2A, pCHD2D és pCHD2F vektorok felépitése.
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Tapoldatok osszetételei.

AA tapoldat

Makroelemek (mg/l) | Vitaminok (mg/l)

KCI 2950 |Inositol 100,00

CaCl, x 2H,0 150 | Thiamine B1 10,00

MgSO4x 7H,O  [500 | Hicot. Acid B3| 1,00

NaH,PO4x H,O |150 |Pyridoxine B6 | 1,00

Mezoelemek Glycine 7,50

FeSO4 x 7H,O 27,80 | Glutamine 876,00

Na,-EDTA 37,30 | Asparagine 266,00

Mikroelemek Arginine 174,00

MnSO4 x 4H,0 13,50

ZnSO4 x 7TH,O 2,00 |Szacharoz 30 g/l

H;BO; 3,00 [2-4D 2,5 mg/l

KJ 0,75

Na,MoQO4 x 2 H,O (0,25

CuSOy4 x 5H,0 0,025

CoCl, X 6H,O 0,025

G1 tapoldat

KNO; 3000 (mg/1) | CuSO4 x 5SH,0 0,025 (mg/1)
NH4H,PO,4 400 (mg/l) | Na,MoO4 x 2H,0 | 0,25 (mg/l)
CaCl, x 2H,0 166 (mg/1) | CoCl, x 6H,0 0,025 (mg/1)
MgSO,4 x TH,0 185 (mg/l) | Tiamin x HCl 1,0 (mg/1)
Na,Fe-EDTA 42,1 (mg/l) | Piridoxin x HCI |0,5 (mg/l)
MNSO,4 x 4H,0 4,4 (mg/l) |Nikotinsav 0,5 (mg/l)
ZnSO4 x TH,O 1,5 (mg/l) |Glicin 2,0 (mg/1)
H;BO; 1,6 (mg/1) |2,4-D 1,0 (mg/1)
KI 0,8 (mg/l) |Szachardoz 30,0 g/l
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Real-time PCR soran hasznalt oligonukleotidok.

Gén Szensz Antiszensz

aktin CTCGTCAGGCTTAGATGTGCTAGAT TGAACAATGCTGAGGGATTCAA
MsRBR CCCAAGCCTTCCTGACATGT TTGGATGACCGTAATGGAGAGA
OsRBR1 CTCCTATCCAGCATGTCATCCTT AGCCTTGACACACAGTAAAGAACAA
OsRBR2 TGGCCCCTCCGTGTGA TGACGCCATGAAAGAGCTACA
OSCyC Al;l ACAATCTACTTTCTTACCCTCCTTCACT GCTTTGTTGGCTGCAGTATGAAT
OsCycB2;1 GCCTCCTTGACGCGAAAA CAGACGACCGCTGCATCA
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