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BEVEZETES

Napjainkban a novénybioldgiai és mezdgazdasagi kutatasok komoly kihivasok elé néznek. A
globalis felmelegedés kedvezoOtlen éghajlati valtozasokhoz vezet, amely megneheziti a
mezdgazdasagi termelést, mikdzben az emberiség 1étszdma folyamatosan gyarapszik, és a
termoteriiletek nagysdga tovabb mar nem ndvelhetd. Olyan megoldasokra van sziikség,
amelyekkel képesek lesziink a termelés maximalizaldsara. Ennek kulcsa a ndvényi novekedést
¢s fejlddést szabalyozé molekularis folyamatok megértése. A ndvények fejlodése, novekedése
¢s 1) szerveik kialakuldsa dontéen a sejtosztddas szabalyozasan alapszik, amelyet mind a
fejlodés-genetikai program, mind a koOrnyezeti valtozasok befolyasolnak. A fejlédd
novényekben az osztodasok helye és ideje komplex szabalyozéasi mechanizmusok ellendrzése
alatt all, ezek pontos miikddése azonban még nem teljesen ismert. Az osztodasok
szabalyozasban meghatdrozo szerepet jatszanak a ndvényi hormonok, kiillondsen az auxin,
amely koncentraciofiiggd modon képes befolyasolni az osztddéas aktivitasat. Az osztddasba
torténd be- és kilépést egy evoluciosan konzervalddott transzkripcionalis mechanizmus
szabalyozza, amit a benne részt vevo komponensekrél E2F-RB szabalyozasnak neveziink. A
Retinoblasztoma (RB) az els6 olyan, rakos sejtburjanzast gatlé gén, amelyet emlds sejtekbol
izolaltak, mig az E2F (adenovirus E2 faktor) transzkripcios faktort az RB-vel komplexet
formalo képessége alapjan azonositottak. A ndvények és allatok életmddjanak és fejlodésének
nyilvanvalo kiillonbozosége ellenére ez a szabalyozdsi mechanizmus meglepden jol
konzervalodott (1. abra). A novényi molekularis fejlodésbioldgiai kutatasok modellndvénye,
az Arabidopsis egyetlen RB-rokon molekulaval rendelkezik (RETINOBLASZTOMA-
ROKON, roviden RBR), ami az E2F transzkripcios faktorokon keresztiil szabalyozza a sejtek
osztodasat. Kozponti szerepet jatszik ebben a szabalyozasban a harom Arabidopsis E2F
transzkripcids faktor (E2FA, E2FB és E2FC). Az alapmodell szerint az E2FB transzkripcios
aktivatorként serkenti a sejtosztddasba 1épéshez sziikséges gének miikodését, mig az RBR az
E2FB-vel komplexet formalva gatolja annak funkcidit (1. abra). A legijabb eredmények
fényében ez az egyszerii modell sokkal komplexebbé valt. A kiillonb6z6é E2F-ek nemcsak
egymassal atfedd, hanem kiilonb6z0, egyedi funkcidkat is betoltenek. Ezen feliil az E2F-ek
szovet- és szervspecifikus funkcioval is rendelkezhetnek. Az E2F transzkripcios faktorok
mikddésének mélyebb megismerése kozelebb visz benniinket a novekedés és fejlodés
hatterében meghuzod6 szabalyozéasi folyamatok megértéshez, amely a kozeljovoben a

gazdasagilag hasznos ndvények nemesitési programjai szamara kinalhat 01j lehetoséget.



Novekedési szignalok: auxin, citokinin, abszcizinsav, fény, tipanyagok, 4svanyi anyagok
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1. abra. Az Arabidopsis E2F-RBR szabalyozasi modell

Novekedést stimulalo koriilmények kozott, tapanyaggazdag kornyezetben és novekedést serkentd novényi
hormonok — auxin és kinetin — jelenlétében aktivalodik az RBR-kinaz, (CIKLIN D - CDKA) és a sejtek belépnek
az osztodasba. Novekedést gatld koriilmények kozott, tapanyag és fény hianyaban, illetve gatld hormonok
jelenlétében, — mint amilyen pl. az abszcizinsav (ABA) — az RBR-kinaz a CDK inhibitorok (KRP) miatt inaktiv
marad. Az aktivalodott CIKLIN D - CDK foszforilalja az RBR-t, amely ebben a formajaban nem képes kotni az
aktivator E2F transzkripcios faktorokat (E2FA és E2FB). Az Arabidopsis egyetlen RB-rokon fehérjéje (RBR)
mind a harom E2F transzkripcios faktorral képes komplexet alkotni, de a kiilonb6z6 E2F-RBR komplexek
szerepe még nem igazan tisztazott (ezt jelzik a kérddjelek).



CELKITUZESEK

1) Az E2FB osztdédasban és differencidlodasban betoltott szerepének meghatarozasara
Arabidopsis novények elsé levélparjat hasznaltuk modellként, amelynek fejlédése alaposan
jellemzett és jol nyomon kovethetd. A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszokat:

e Mi a fejlédé levélben az E2FB szerepe a sejtosztodas aktivalasaban és
leallitasaban?

e Hogyan véltoznak meg a levél bdrszoveti sejtek kvantitativ jellemz6i a fejlédo
levélben, ha noveljiikk vagy csokkentjilk az E2FB mennyiségét és/vagy
aktivitasat?

e AzRBR ésa CYCD3;1 az E2FB elsddleges szabalyozoi, és egyben potencialis
E2F célgének is. Képes-e az E2FB kozvetleniil szabalyozni ezeket a géneket az
E2F kotéhelyeiken keresztiil, ha pedig igen, mi a szabalyozési szerepe?

o A levélfejlodés soran mi jellemzi az E2FB-RBR fehérje komplex kialakulasat,
¢s hogyan valtozik ez a komplex, ha az E2FB fehérje mennyiségét
tobbszorosére emeljiik?

e Hogyan valtozik az RBR foszforilacidja a levélfejlédés soran?

e Mi a hatdsa egy olyan E2FB mutansnak a levélfejlodésre, amely elveszitette

aktivacios és RBR-koto képességét, de tovabbra is képes célgénekhez kotddni?

2) Az RBR funkcidt specifikusan, az E2FB sajat expressziéos doménjében, egy
mesterségesen eldallitott mikroRNS-sel probaltuk gatolni (pE2FB::amiRBR), annak
érdekében, hogy az E2FB-t felszabaditsuk az RBR gatlasa aldl. Azonositottunk egy olyan
transzgenikus vonalat, ahol az RBR csendesitésére jellemzd fenotipus mellett megjelentek uj
makroszkopias elvaltozdsok is, és tanulmanyoztam a fenotipus mogotti molekularis

valtozasokat.

3) Az E2FB transzkripcids faktort a levélsejtekben nemcsak a sejtmagban detektaltuk,
hanem a plazmamembranhoz kapcsolddva is. Ezt a megfigyelésiinket tovabbi kisérletekkel is
megprobaltam igazolni. Mi lehet a szerepe az E2FB-nek a plazmamembranban? Vannak-e az
E2FB fehérjének membranspecifikus kolesonhatd partnerei? Mik ezek, és vajon az E2FB

befolyasolja-e ezeknek a membran komponenseknek a miikodését?



ALKALMAZOTT MODSZEREK

1. Plazmid konstrukciok és transzgenikus ndvények létrehozasa:

e Fluoreszcens taggel jelolt E2F transzlacios konstrukciok: pgE2FB-GFP,
pgE2FA-GFP, pgE2FB-3xvYFP, pgE2FA-3xvYFP

o E2FB-t és DPA-t egyiittesen tiltermeld transzgenikus vonal: p35S:HA-E2FB-
DPACE

e Delécidos E2F  konstrukciok: HA-E2FB2RBR/DPA,  GFP-E2FA”RBR2
GFP-E2FBARBR2 EQFBAMB (2 4bra)

e E2F T-DNS inszercios funkciovesztéses mutansok: e2fb-1 [SALK 103138],
e2fb-2 [SALK 120959], e2fa-1 [MPIZ-244], e2fa-2 [GABI-348E09], e2fab
(e2fa-2/e2fb-1) dupla, komplementalt e2fb-2 [pgE2FB- GFP] (2. dbra)

A E2FBARBR2
E2FBAMB l E2FBARBR
1 129 195 211 309 469
E2FB
e2fb-2 T
e2fb-1
B E2FAARBR2
1 167 232 288 349 485

E2FA BT [ [T W
elfa-1 T

elfa-2

2. abra. A dolgozatban felhasznalt E2FB és E2FA konstrukcidk

Az A) E2FB és B) E2FA konstrukciok domén szervezddése. A kiillonbozo szinek az eltérd
doméneket jelolik. Ciklamen = N-terminalis régio, menta zold = DNS-k6té domén, roézsaszin =
dimerizaciés domén, kék = marked box, sarga = transzaktivaciés domén, zoldeskék = RBR koto
domén. Az altalunk hasznalt T-DNS inszercios e2fa és e2fb mutans vonalakban (dolt betiivel
szedve) nyilak jelolik a beépiilés helyét az E2F fehérjékbe, mig a delécids konstrukciok esetében
(A-val jelolve) nyilak mutatjak, hol kezddédik a delécio.

e E2F promoterek altal iranyitott mesterséges mikroRNS-sel transzformalt
konstrukciok, ahol az E2F-et expresszalo sejtekben gatlodott az RBR fehérje:
pE2FC::amiRBR, pE2FB::amiRBR

e PIN3 konstrukciok: pgPIN3-GFP, 35S::PIN3-RFP



2. Arabidopsis thaliana ndvények transzformacioja virdg meritéses agroinfiltracio

modszerével
3. Nicotiana benthamiana ndvényi levelek agroinfiltracioja
4. Mikroszkopos analizis:

o levél agardz lenyomat készités
e gyokércsucs lugol festése
e gydkerek EdU (5-Etinil-2-DeoxiUridin) festése
e kiilonbozo fluoreszcens tagek konfokalis 1ézermikroszkopos vizsgalata
5. A levél kinematikai jellemzése: sejtméret, cirkularités, sejtszam/levél, zarosejt index,

zardsejtszam/levél, epidermalis sejtszam/levél, extra sejtosztodasok/levél

6. Aramlasi citometria a sejtek DNS tartalmanak meghatarozasara
7. Immunoblott analizis

8. Immunoprecipitalés

9. In vitro hiszton H1 kinaz aktivitési teszt

10.  Membran preparacio differencial centrifugalassal

11.  Kromatin immunoprecipitacid

12.  Reverz transzkripcioés kvantitativ PCR (RT-qPCR)

13. Termikus aszimmetrikus atfed6 PCR (TAIL-PCR)

14.  Gyokér gravitacios teszt

15.  Agroinfiltralt Nicotiana dohanylevél és transzgenikus Arabidopsis novények auxin

efflux vizsgalata levél protoplaszt sejtekben



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1) Kimutattuk, hogy a levél fejlddése soran az E2FB az RBR szigoru ellendérzése alatt all.
Az E2FB sajat expresszios doménjében torténd taltermeltetése az RBR fehérje szintben is
hasonld mértékli emelkedéshez vezetett. Az RBR az E2FB-vel komplexbe Iépve
megakadalyozza a sejtosztodas hiperaktivalodasat, €s egyben a fiatal levélsejtek osztddasat is.
Ennek kdszonhetéen a hasonld koru kontroll novények leveléhez képest csokkent a sejtszam

az E2FB-tultermeld novények levelében.

2) Kimutattuk, hogy az E2FB kozvetleniil nemcsak az RBR gén kifejezddését képes
aktivalni, hanem az RBR-kindz szabalyozé alegységét, a CIKLIND3,I-et is. Ez a pozitiv
visszacsatoldsi mechanizmus az RBR foszforilaciojan keresztiil képes gatolni az RBR
miikodését. Ezek a visszacsatolasi hurkok az E2FB-RBR-CYCD3;1 kozott fontos szerepet
jatszhatnak a levél fejlédése soran a sejtosztddas és a differencialodas kozti egyenstly

kialakitasaban (3. dbra A).

3) Dominans negativ E2FB mutans (E2FB2RBR.DPA) novények levélfejlodésének a
jellemzésén keresztiil kimutattuk, hogy az E2FB a zarésejtek kialakuldsaért felelos levél
merisztemoidokban represszor komplexet formal az RBR fehérjével és ennek hidnyaban
megnd a merisztemoid sejtek szama. Mindez arra enged kovetkeztetni, hogy az E2FB szerepe

a levél sejttipusatol fiiggden lehet aktivator vagy represszor (3. abra B).

4) Kimutattuk, hogy a megemelt E2FB szint a mar megnyult levél bdrszdveti sejtekben
indukélta az osztodasba torténd ismételt belépést. Az osztodast kovetd levélfejlodési
stidiumban az RBR az E2FB gatlasan keresztlil biztositja a nyugalmi allapotot a
differencidlodas irdnyaba elkdtelezett levélsejtekben. Mindezek alapjan az E2FB a levél

fejlodési allapotatol fiiggden lehet aktivator és represszor is a levélsejtekben (3. dbra A).

5) Kimutattuk, hogy az E2FB hidnyéban a sejtciklus gének aktivitasa csokken, de fehérje
szinten mar nem detektaltunk valtozast. Mindez kompenzacids folyamatokra enged
kovetkeztetni. Kimutattuk, hogy az E2FA fehérje szint az e2fb mutansokban megnd, és
forditva az E2FB szint is megemelkedik az e2fa mutansokban. Az E2FA nem kotédik az E2FB
specifikus célgénekhez (pl. CDKBI1;1), és nem hat kolcson az E2FB-re jellemzd specifikus

fehérje partnerekkel sem. A két aktivator E2F az RBR fehérje miikodésére ellentétesen hat; az



E2FA gétolja, mig az E2FB serkenti az RBR foszforilacigjat. Feltételezziik, hogy az E2FA ¢és

az E2FB alternativ titvonalakon képes a sejtosztodast szabalyozni.
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3. abra. Az E2FB funkcioit leiré szabalyozasi modell a levélfejlédés soran

Az E2FB harom eltéré aktivitassal rendelkezik; A) ezek kiilonbozd levél fejlodési szakaszokban vagy B)
kiilonboz6 sejttipusokban dominalnak. A) A fiatal levelekben az aktiv E2FB (RBR-szabad forma) osztodo
levélsejtekben képzodik. A fiatal, még 0szt6do levél tapanyagokban gazdag szovet, ahol az E2FB felszabadul az
RBR gatlasa alol a CIKLIN D3;1 - CDKA kinaz altal, amely cukor hatasara aktivalodik és foszforilalja az RBR-
t (bal oldali utvonal). Az aktiv E2FB visszacsatolasi mechanizmusok révén aktivélja a sajat szabalyozoi, az RBR
¢és a CIKLIN D3;1 expressziojat egyarant. Ez az autoregulacios szabalyozas stabilizalja a rendszert. Azokban a
ndvényi sejtekben, ahol a ndvekedési szignal gyengébb (jobb oldali utvonal), az E2FB és az RBR szint egyarant
csokken, és az RBR aktivabba valik (kevésbé foszforilalodik), ami az E2FB kotéséhez és gatlasahoz vezet. Ez a
gatlas fontos szerepet jatszik a nyugalmi allapot kialakulasaban a differencialodas iranyaba elkotelezett
levélsejtekben. B) A fejlodé levelekben az E2FB represszor komplexet képez az RBR-rel a zardsejt
merisztemoidokban, és kontrollalja az osztddasukat. Nem ismerjiik azonban, hogy hogyan, milyen szignalok altal
szabalyozodik ez az Gtvonal.

6) A fejlodo levélben az E2FB fehérjét gyakorlatilag minden levélsejtben ki tudtuk
mutatni, legyen az oszt6d6d, merisztematikus, vagy termindlisan differencialods. A
meghatarozo sejtmagi lokalizacio mellett kimutattuk, hogy az E2FB fehérje a membranhoz
kapcsolodva is detektalhato. Felfedeztiik, hogy kolcsonhat mebranspecifikus fehérjékkel, mint
az auxin transzportban szerepet jatszé auxin efflux PIN3 és PIN7 fehérjék. Kezdeti
eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy az E2FB a PIN3 fehérjével komplexben
gatolja annak miikodését, €s igy képes lehet befolyasolni az auxin aramlésat és sejten beliili

koncentraciojat (4. abra).
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4. abra. Az E2FB szerepe az auxin transzport szabialyozasaban

Az auxin aktivalja a sejtosztodast, feltehetden az RBR-kinaz aktivalasan keresztiil (CIKLIND3;1-CDKA;1). A
CDK altal foszforilalt RBR szabadon engedi az E2FB-t, ami aktivalja a sejtciklus géneket. A modell feltételezi,
hogy a CDK foszforilacio révén az S-fazist kovetden inaktivalja a DP partnert is. Az E2FB monomer, DP nélkiili
formaja kidramlik a sejtmagbol és a PIN3 auxin efflux csatornakhoz ko6tddik a plazmamembranban,
megakadalyozva ezzel az auxin kiaramlasat a sejtbol, aminek koszonhetden a sejten beliili auxin szint tovabb
emelkedik. A megndvekedett auxin szint serkentheti a DP fehérjék szintézisét, és a DPA E2FB-hez torténd
dimerizaciojat. A DP dimerizacio csokkenti az E2FB sejtmagon kiviili mennyiségét. Az E2FB szint emelkedése
az RBR szint emelkedéséhez is vezet, aminek koszonhetdéen gatlodhat a sejtosztodas, és az E2FB fehérje
aktivitasa is, ami az auxin szint csokkenéséhez vezet.



KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretném megragadni az alkalmat, hogy koszonetet mondjak, és kifejezzem héalamat
mindazoknak, akik munkamban segitettek és mellettem alltak az évek soran.

Elsoként szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, Dr. Magyar Zoltannak,
laboratoriumunk vezetdjének, aki szakmai eldmenetelemet az elmult 8 évben tdmogatta és
tanacsaival segitette. Aldozatos munkaja, rugalmassiga és naprakészsége nélkill nem
szlilethetett volna meg ez a dolgozat.

Szeretném kiilon megkdszonni Dr. Molnar Eszternek, hogy egyszerre volt barat ¢s munkatars.
Hasznos tanacsaival és szakértelmével nagymértékben hozzasegitett a molekularis médszerek
elsajatitasahoz és kreativ otleteivel a legdsszetettebb feladatot is képesek voltunk megoldani.
Halas vagyok Dr. Pettko-Szandtner Aladarnak, aki MS analiziseivel segitette az E2FB-
kdlcsonhatd partnerek feltérképezését, ezaltal az E2FB funkcidinak mélyebb megismerését.
Koszonetet szeretnék mondani Vaské-Leviczky Tiindének, aki szinvonalas munkajaval és
hozzajarulasaval segitett, hogy a dolgozat teljessé valjon.

Halaval gondolok a Novényi Morfogenezis Szabalyozasa csoport valamennyi tagjara, akik
mindig vidam, gondtalan légkort teremtettek, és kérdéseimmel, kéréseimmel barmikor
fordulhattam hozzajuk.

Halas vagyok Dr. Rigd Gabornak, akihez barmikor batran fordulhattam tanacsért, és aki nem
egyszer segitett ki a kisérletekhez sziikséges anyagokkal is.

Szeretném megkoszonni Prof. Dr. Koncz Csabanak és Dr. Koncz Zsuzsanak (Max Planck
Intézet, Kbln) a tdmogatasat, és a lehetdséget, hogy palyam egy igen fontos id6szakat naluk
tolthettem. Meghatdrozo6 élmény volt szamomra.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Markus Geislernek is (Fribourgi Egyetem, Svéjc), hogy
lehetdséget biztositott szamomra a laboratdériumaban, ahol 0j technikakat sajatithattam el.
Ennek koszonhetdéen fedezhettem fel, hogy az E2FB fontos szerepet jatszhat az auxin
transzportjaban is. Ez a rovid, néhany hdénapos id6szak nagyon izgalmas szakasza volt az
¢letemnek, amiért nagyon halas vagyok neki €s csoportjanak egyarant.

Itt szeretném megkdszonni a segitséget a veliink egylittmiitkodé csoportoknak, elsésorban az
angliai Royal Holloway Egyetem School of Biological Sciences-ben dolgozé Dr. Horvath
Beatrixnak, Prof. Dr. Bogre Laszlonak, ¢és kiilonds tekintettel Dr. Papdi Csabanak, aki a
kromatin immunoprecipitaciot végezte.

Halas vagyok sziileimnek ¢és csaladomnak, akik mindvégig maximalisan tdmogattak, és

biztositottak a gondtalan egyetemi éveket.
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Ko6szondm barataimnak, hogy annyi emlékezetes pillanatot szereztek az elmult évek

folyaman, amikre mindig viddman gondolhatok vissza, ezzel is élvezetessebbé téve az

egyetemi éveket.

Koszondm a tamogatast bardtomnak, aki 0sztonzésével és szovegszerkesztési bravurjaival

eldsegitette a dolgozat megsziiletését.
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Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal OTKA K-105816-os palyazata
Gazdasagfejlesztési és innovacios operativ program GINOP-2.3.2-15-2016-00001
palyazata

Campus Mundi SM-SMP-KA107/907/2019 szamu palyazata

Nemzeti Tehetség Program NTP-EFO-P-15-0392 palyazata

Campus Hungary B2/1SZ/4176-es szamu palyazata
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