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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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Bevezetés

2. BEVEZETES

Az élovilag egyik legalapvetébb eseményének a sejtosztdédast tekinthetjik, ez
teszi lehetévé az utddok létrehozasat, az egyes feladatok teljesitésére képes
sejtpopulacidk kifejlédését és megujulasat, valamint a karosodott szévetek potlasat.
Mar az XIX. szdzad koézepén fénymikroszképos vizsgalatokkal sikerilt a sejtciklust
két szakaszra: interfazisra és mitozisra osztani, az alapjan, hogy az interfazisban
csak a sejtek nagyobbodasa figyelheté meg, mig a mitoézis soran lathatéva valnak a
kromoszomak. igy az egyébként igen révid mitozist hamar kiilénbézé szakaszokra
osztottak. Azonban csak 1951-ben Howard és Pelc kisérletei Ota tudjuk, hogy az
interfazis harom szakaszbdl tevédik 6ssze, igy a sejtciklust ma G1, S, G2, M
fazisokkal irjuk le. A DNS-szintézis és a mitozis k6zotti sziinetek az angol gap szébdl
eredéen a G1, illetve G2 nevet kaptak, mig az S és M értelemszerlien a szintézis és
a mitézis szavak roviditesei. A sejtciklus molekularis hatterét azonban az 1980-as
évek oOta kezdtik el csak megismerni, a 2001 évi orvosi-biol6giai Nobel dijat Leland
H. Hartwell, R. Timothy Hunt és Paul M. Nurse kapta a sejtosztddas mechanizmusa
felderitése terén végzett kutatasaikért. Harmojuk kozial azonban senki nem
foglalkozott a novényi sejtciklus kutatasaval, annak ellenére, hogy a ndévényi
sejtciklust  specifikus tulajdonsagok jellemzik. Mivel helyhez kotétt életmaod
kovetkeztében a novényeknek sajatos stratégiat valasztottak a fennmaradashoz, a
széls6séges kornyezeti hatdsokhoz rugalmas egyedfejlédéssel alkalmazkodtak. A
névényi egyedfejlédés elsésorban posztembrionalis, és a sejtosztédas csak a
merisztematikus régiokra korlatozodik. Eppen ezért a novényi sejtciklus sok
hasonlésaga mellett szdmos eltérést is mutat - az A&llati rendszerekkel
0sszehasonlitva - a névényekrél elmondhatd, hogy sokkal rugalmasabban
haszndljak ki a sejtek osztddasabol, differencidlodasabol és redifferencialédasabol
adodo lehetdségeket.

A dolgozat tovabbi részében ismertetem azokat az eredmeényeket, amelyek az
utdbbi években a kézremikédésemmel szllettek, a MTA Szegedi Biolégiai Kézpont
Novénybiologia Intézetének Sejtosztodasi és Differencidlodasi Csoportjaban, és

amelyek valamivel kézelebb visznek a ndvényi sejtciklus megismerésehez.
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A sejtciklus alapjai

A sejtciklus négy fazisra torténd felosztasa utan a kutatas iranya a kilénb6z6
szakaszok kozotti atmenet vizsgalata felé fordult. Az elsé eredmények a sejtciklus
kilonbdz6 szakaszait reprezentald sejtek fuzionaltatasaval szilettek. A kisérletek
soran kdnnyen kezelheté nyalkagombat a hatalmas szincicialis sejtekkel rendelkezd
Physarum policephalum-ot hasznéltak. A vizsgalatok nyoman kiderlt, hogy a kés6
G2 és M fazisban lévd sejtek tartalmaznak egy faktort, ami képes a korai G2-ben
lévd sejtek mitdzisba [€pését felgyorsitani (Johnson és Rao 1971). Ennek alapjan az
M phase-promoting factor (MPF) nevet kapta. Ezeknek az élélényeknek nagyon révid
a G1 és S fazisuk, igy ezek az atmenetek nem tanulmanyozhatdk rajtuk. Eml6s
sejttenyészet alkalmazasaval az S fazisos sejtekben talaltak egy S phase-promoting
faktort (SPF), amely Gl-ben |évd sejtek S-fazisba Iépését gyorsitja fel. Ezen a
Kisérleti rendszeren végzett munkédk a tovabbiakban azt is felfedték, hogy az MPF
minden sejtciklus fazisban képes kromoszdéma kondenzaciét el6idézni, mig az SPF
csak a G1 fazisos sejtekre fejti ki hatasat (Rao és Jonson 1971). A munkak soran
nem tisztitottak sem az MPF-t, sem az SPF-t, igy ezek mibenléte a nyolcvanas évek
Vvégeéig ismeretlen maradt.

Az MPF biokémiai jellegzetességeit elészér a karmos békan (Xenopus laevis)
elemezték. Az mar korabban ismert volt, hogy a Xenopus meotikus petéinek kivonata
az eéretlen G2-ben megrekedt petesejtekbe fecskendezve mitdzist indukal. A
folyamatot olyan szembetiin valtozasok kisérik, mint a sejtmaghartya lebomlasa és
a kromoszéméak kondenzaciéja (Masui és Markert 1971). Ezen jellegzetességeket
kihasznalva oszlop-kromatografiaval elvalasztottdk a valtozasokért felelés MPF-t
tartalmaz6é frakcidokat. A tisztitott komplex szerin-treonin kindz aktivitdssal
rendelkezett, és két f6 komponense egy 33 kDa és egy 42 kDa témegl fehérje volt
(Lohka és mtsai 1988).

A sejtciklus kutatads egy masik kisérleti allata a tengeri siin volt. Még a karmos
béka MPF tisztitasat megel6z6en végezték el a kbvetkez6 vizsgalatot. A tengeri sin

megtermékenyitett petéjét radioaktiv metionin jelenlétében nevelték, majd
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poliakrilamid-gélelektroforézissel elvalasztottak a fehérjéket. A szeparalast kévetd
autoradiografiaval kimutattak egy fehérjét, melynek mennyisége a sejtciklus soran
fluktualt. A fehérje szintje a mitozisig fokozatosan emelkedett, majd a mitdzis végén
hirtelen eltlint. A fehérjét ezen tulajdonsaga nyoman ciklinnek nevezték el (Evans és
mtsai 1983). A jelenségre ekkor még nem volt magyarazat, és nem feltételezték,
hogy ennek a kulonleges fehérjének kdzponti szerepe lehet az MPF-ben. A biokémiai
kutatasok a sejtosztodasukban defektust mutatd éleszté mutansokon végzett
vizsgalatok eredményeivel egyttt kaptak igazi értelmet (Hartwel és mtsai 1974,
Nurse és Thuriaux 1980). A sejtosztddasban hibas éleszté mutansokban
meghatarozott gének kozoétt volt a hasadd éleszté G1-ben és G2-ben egyarant
szerepet jatszo, cdc2 altal kodolt kinaz (Nurse és Bisset 1985), és ennek sarjadz6
éleszté homoldgja, a CDC28 is (Reed és mtsai 1985). A cdc2-r6l t6bb oldalrél is
(Dunphy és mtsai 1988; Gautier és mtsai 1988), és ismertté valt, hogy az MPF
ciklinjenek, a cycB-nek a hasadd éleszté homologja, a cdc13 a cdc2-vel alkot
komplexet (Booher és mtsai 1989). Ezen eredmények alapjan mar leirhattdk a
sejtciklus-szabalyozas kulcs komplexének mikoédését. Ezek szerint az MPF-ben a
cdc2 kindz-homolég a sejtciklus soran valtoz6 mennyiségben jelenlévé ciklinnel
kapcsolodva aktivalodik a G2/M fazisban. A ciklin lebomlasat kévetéen a kinaz
inaktivva valik, ezzel biztositva a komplex mikoédésének megfelel6 idbzitését. A
kinaz aktivitas elengedhetetlen feltétele a ciklin alegységgel valo kapcsolédas, ennek
nyoman a cdc2 homolégokat CDK-nak (cyclin dependent kinase, ciklin-fliggé kinaz)
is nevezik. A cdc2 kinazbdl és cycB alegységbél felépllé komplex minden
val6szinliség szerint a sejtciklus-szabalyozas legkonzervaltabb eleme. Ezen gének
homolégjait éleszté6tél kezdve emberig minden eddig vizsgalt eukaridéta fajban
megtalaltak (Lee és Nurse 1987). Az 6si egysejtiekben ez a két tagbdl all6 komplex
koordinalhatta a teljes sejtciklust (Stern és Nurse 1996). Ez az egyszer( komplex az
evolucio soran azonban finoman dsszehangolt, t6bb jelre reagald halézatta valt, igy

az MPF komponenseinek azonositasa csak a sejtciklus kutatdsok kezdete volt.
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1. Abra A sejtciklus szakaszai

Eukariotdknal a sejtciklus két nagy szakaszra oszthatd: a sejtosztédas (M-fazis, mitézis) és az
interfazis szakaszara. A sejt az interfazis soran névekszik, s ekkor kett6zi meg DNS-allomanyat is. A
DNS-megkett6z6dés szakaszat S-fazisnak nevezzik (szintézis). A sejtosztodas és az S-fazis kozotti
"rés" (angolul gap) a G1-fazis. A folyamat elérehaladasanak kdzponti eleme egy szerin/treonin kinaz
komplex. Ez a katalitikus CDK (ciklin-fliggd kinaz) és az ezt szabalyozd ciklin alegységekbdl all.

3.2. Ciklin-fiiggbé kinazok

Az els6ként azonositott CDK-nak, a cdc2-nek szamos kisebb-nagyobb
meértékben eltéré homologjat irtak le. A szekvencia elemzések nyoman tudjuk, hogy
mindegyik rendelkezik a kinazokra jellemzd szakaszokkal. Az altalanos kinaz
jellegzetességek mellett azonban sajatos aminosav szekvenciakat is azonositottak,
igy megtalalhaté a ciklinkdtésben kozponti szerepet jatsz6 EGVPSTAIREISLLKE
aminosavmotivum, illetve ennek kuldnféle moédosulatai. Elsésorban ez a régioé szabja
meg, hogy mely ciklinnel képes kapcsolatba Iépni az adott kinaz, igy ez a rész
kilénds jelentéséggel bir a CDK-k funkcidjanak meghatarozasaban. A masik, CDK—
ra jellemzd szekvencia, az ugynevezett “T hurok” szintén a ciklinkétés fontos régidja,
és ez is eltéréseket mutat az egyes CDK-kban (Morgan 1997). Elesztékben szamos
CDK-t azonositottak, azonban mindkét vizsgalt fajpan csak egy-egy vesz részt
kozvetlenll a sejtciklus szabalyozasban. A hasad6 élesztében a cdc2, mig a

sarjadz6 élesztében a CDC28 gén altal kodolt kinaz kilénbdzé ciklinekkel alkotott
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komplexe felelés a G1/S és a G2/M atmenetekeért is (Stern és Nurse 1996, Nasmyth
1996).

A gerincesekben tébb mint 10 kulénbdz6 CDK van, és eltér6en az élesztoktél
itt mar tobbbnek van funkcidéja a sejtciklus-szabalyozasaban. A bizonyitottan a
cdc2/CDC28 funkcionalis homolog cdkl és cdk2 (Nigg 1995) mellett a cdk4 és cdk6
(Sherr 1996) mikoédik kézvetlendl a sejtciklus koordinalasaban. A cdk2 az S/G2, mig
a cdkl a G2/M fazisban képez aktiv komplexet. A cdk4,6 alegységet tartalmazo
komplexek a nyugalomban [évd sejtek sejtciklusba lépését, a GO/G1 atmenetet
ellenérzik.

Az els6 névényi cdc2 homoldégok meglétére utalé kisérletek ota szamos
névényi CDK-t azonositottak (John és mtsai 1989, Hirt és mtsai 1991). A kuldnféle
novényfajokbdl izolalt CDK-kat szekvencidjuk alapjan legaldbb 6t tipusra oszthatjuk
(Segers és mtsai 1997). Ezek kozil az A és B-tipusuaknak van igazolt sejtciklus-
szabalyozd szerepe, a tobbi funkcioja egyelére ismeretlen, illetve attételesen
mikédnek a ciklus szabalyozasaban (Inzé 2005, Filép és mtsai 2005). A cdc2
legkdzelebbi névényi homoldgjai, az A-tipusi CDK-k ciklinkétd régiojaban a
klasszikus PSTAIRE aminosav motivumot, mig a B-tipusu CDK-k csaladjaban eddig
csak noévényekben leirt PPTALRE és PPTTLRE ciklink6td motivumokat talaljuk
(Magyar és mtsai 1997). Az A-tipusu kinazokbdl feléplld komplexek hasonléan az
élesztékhéz és emldésbkhdz, a G1/S és a G2/M atmenetben is aktivak. Ezzel
szemben a G2/M fazisokban sajatsagos médon mind az A, mind pedig a B-tipusu
CDK-k aktiv formaban vannak jelen (Magyar és mtsai 1997, Bogre és mtsai 1997).
Allati és éleszté sejteken végzett vizsgalatok eredményeként elmondhat6, hogy
ezekben az élélényekben a cdc2 mRNS és fehérje a sejtciklus minden fazisaban
jelen van. A hasadd éleszté esetében sem az mRNS, sem a fehérjeszint nem
valtozik (Wittenberg és Reed 1988). Ettdl eltéréen az Aallati sejteknél a cdc2
transzkripcidja alacsony G1-ben, majd 6t-tizszeresére emelkedik az S és M fazisok
kozott. Erdekes médon azonban a fehérje mennyisége allandé a sejtciklus soran,
nem koveti az mRNS szint valtozasait (Welch és Wang 1992). Mindezeket
figyelembe véve a CDK kinaz-aktivitasanak ingadozasa elsédlegesen nem a cdc2
mennyiségi valtozasanak a kdvetkezménye. A létrejovd aktiv komplexek szamat

els6dlegesen az elérhetd ciklin partnerek mennyisége hatarozza meg. A ndéveényi

10
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sejtciklus kutatasok némileg mas képet mutatnak az egyes fazisokban bekévetkezd
CDK mRNS és fehérjeszint valtozasokrol. Az A-tipusu CDK esetében, megegyezéen
az elesztbéknél tapasztaltakkal, a transzkripcidé szintje és a fehérje mennyisége is
azonos a sejtciklus minden fazisdban (Magyar és mtsai 1997). Ezzel szemben a B-
tipusi CDK-k mRNS-einek expresszidja a G2/M fazisokra korlatozédik (Magyar és
mtsai 1997, Zhiponova és mtsai 2006). A fehérjék a transzkripciot kdvetden jelennek
meg, €s a vizsgalt rendszerekben a mennyiségik a G2/M fazis utan is magas marad.
Jelenleg még ismeretlen, hogy mi a funkciéja ennek a szigortan G2/M-re korlatozott
expresszionak, de valoszinlleg a névényeknél altalanos, mitdzis nélkili DNS
megkett6zddés, az endoreduplikacid, és a névényi sejtek esetében normalis G2-ben

torténd differenciacio lehet a jelenség hatterében.
3.3. Ciklinek

A ciklineket eredetileg ugy irtdk le, mint a sejtciklus soran oszcillalo
mennyiségli fehérjéket (Evans 1983). Miutan szamos ciklin szekvenciajat
meghataroztak, és olyanokat is talaltak, melyek mennyisége allandé a sejtciklusban,
a definici6 megvaltozott. Ma ciklinek kdzé soroljuk azokat a fehérjéket, amelyek
homoldgiat mutatnak a mintegy szdz aminosavnyi "ciklin elem”-ben (Hunt 1991). A
tovabbi kutatasok nyoman bizonyitast nyert, hogy ez az ugynevezett "ciklin elem” l1ép
kapcsolatba a CDK-k PSTAIRE motivumaval, igy elengedhetetlen a CDK-ciklin
komplex kialakulasanal (Kobayashi és mtsai 1992). A rontgen krisztallografias
vizsgalatok részletesen feltartak azokat a komplex kialakulasa soran végbemend
térszerkezeti valtozasokat is, amelyek végul is a CDK-k aktivitAsahoz vezetnek
(Morgan 1997).

Az (] definici6 alapjan a ciklinek csaladjaba sok, mar aminosav szinten is
nagyon eltérd fehérje tartozik. Sarjadz6 élesztében 22 ciklint irtak le, ezekbdl 9 alkot
komplexet a sejtciklus-szabalyozasban szerepet kapé CDC28-cal (Andrews és
Measday 1998). Az eml&sdkben azonositott ciklinek szama még magasabb. Ezeket
az aminosav szekvenciajuk alapjan A-t6l J-ig terjedé osztalyokba soroltak (Cross
1997). A késbbbiekben kiderllt, hogy a szekvencia alapjan egy osztalyba kertilt
ciklinek altalaban funkcionalis homoldgiat is mutatnak, igy az osztalyozas a ciklinek
sejtciklusban betoltétt szerepérél is tajékoztatast ad.
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Noévenyekben tébb, mint 60 ciklint talaltak 14 kilénb6zé fajpan. Az dsszehasonlitd
szekvencia-analizist, és az éleszt6, allat és ember ciklinekkel valé filogenetikai
kapcsolatat alapul véve a novényi ciklineket A, B, D, H és T osztalyokra bontottak
(Renaudin és mtsai 1996, Barroco és mtsai 2003, Fulop és mtsai 2005). A novényi
ciklinekben is megtalaljuk az egyes ciklin csaladokra jellemzd aminosav
motivumokat. igy a minden ciklinben meglévé "ciklin elem”-ek, és a késébb
ismertetendd, lebontasban szerepet jatszé elemek mellett, néhany mitotikus ciklinben
leirtdk a cdc25 foszfatdz kotésében szerepet jatszé ‘P elemet’ is (Zheng és
Ruderman 1993). A D-tipusu ciklinek jellegzetes, retinoblasztoma fehérjekdté LXCXE
aminosav szekvenciaja az eddig azonositott névényi D ciklinekben is altalaban jelen
van (Renauduin és mtsai1996).

A CDK-k aktivitasanak alapvets feltétele a ciklin alegység jelenléte, és a CDK-

ciklin komplex kialakulasa. Mivel a kinadz alegységek fehérjeszintje allando a
sejtciklus soran, igy a létrejdbhetd komplexek szamat a megfeleld ciklin alegységek
mennyisége hatarozza meg. Mindezekbdl kévetkezbéen a ciklin fehérjék szintje
szigorlan meghatarozott a sejtciklusban. A szabdlyozads a transzkripcié és a
fehérjelebontas szintjén valésul meg.
A transzkripcionalis szabalyozas molekularis mechanizmusa mar régebb 6ta ismert.
Az eddig vizsgalt sejtciklusgének promoter régidiban tbbb aktivald és represszalo
elemet azonositottak, és a szabdalyozasban betdltott szerepuket is ismerjuk (Trehin
és mtsai 1998).

A proteolizis sejtciklus-szabalyozasban betoltott szerepét csak az utdbbi
evekben kezdtek intenziven tanulmanyozni. Ennek ellenére, az allatok és éleszték
esetében mar bizonyitott, hogy az SCF és az APC ubiquitin ligaz komplexek
elengedhetetlenek szamos ciklin és CKI (CDK inhibitor) lebontdsanal, és a
komplexek felépitése és mikddése is jol ismert (Peters 1998). Ezen komplexek
alegységeinek névényi homoldgjait mar azonositottak (Ruegger és mtsai 1998). lgaz,
hogy a sejtciklusban betdltétt pontos szerepik egyelbére ismeretlen, azonban tébb
kisérlet is arra utal, hogy ndvényeknél is részt vesznek a sejtciklust kontrollald
fehérjék lebontasdban. Az ubiquitinalason keresztil lebomlé A és B-tipusu ciklinek N-
terminalisan elhelyezkedé jellegzetes "destrukcids elem” a névényi homologokban is

megtalalhaté. A dohanysejtekkel végzett Kkisérletek pedig igazoltak, hogy a
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"destrukciés elem” megléte a fehérje sejtciklusfiggd instabilitasat eredményezi
(Genschik és mtsai 1998). A D és E-tipusu ciklinekben nincs “destrukcios elem?”,
degradécios szignalként a "PEST" (prolin, glutaminsav, szerin, treonin
aminosavakban gazdag) régiok szolgalnak. Ezeket a "PEST" szekvenciakat a
névényi D-tipusu ciklinekben is megtalaljuk (Renaudin és mtsai 1996). Mindezen
eredmeények alapjan feltételezhetjiik, hogy a névényi sejtciklust szabalyozé fehérjék
lebontasa az éleszt6knél és allatoknal ismert mechanizmusokhoz hasonléan valosul
meg. A sejtciklus finoman 6sszehangolt szabalyozasanak alapja a ciklinek és CDK-k
mennyiségében, lokalizaciojdban, transzlacié utani moédositasaban és kdlcsdnhatd
partnereiben megnyilvanulé sokszinlsége. A ciklinek nem csak az aktiv komplexek
kialakulasanak idejét, hanem a sejten bellli elhelyezkedését is befolyasoljak,
valamint a fehérje-fehérje  kolcsonhatasokon  keresztil a  komplexek
szubsztratspecificitasat is biztositjak.

Az élesztbk és allatok CDK-ciklin parjai jol ismertek, és az is tudott, hogy az
egyes komplexek mely fazisokban aktivak. A sarjadz6 éleszt6 CDC28 kinaz a G1-
ben a CInl-3 alegységekkel vald kélcsénhatasa nyoman valik mikédéképessé. A
CIn3 ciklin alacsony szinten az egész sejtciklus soran jelen van, és amikor a sejt
megfelel6 méretet ér el, a CDC28-cal komplexet alkotva az SBF/MBF transzkripcios
faktorok koézremilkddésével beinditia a CLN1,2 gének atirasat. A Cinl,2-CDC28
kindz komplexek foszforilaljak a Clb-CDC28 inhibitor Sicl fehérjét, amely ezéltal az
SCF komplexen keresztul ubiquitinalodik. Az ubiquitindlt inhibitort a 26S proteoszéma
lebontja, ez a Clb-CDC28 komplexek aktivalasat eredményezi. A CIn1,2-CDC28
fehérje egylittes a sajat regulator alegységeét is foszforilalja, megjeldlve ezzel az SCF
szamara, és igy sajat aktivitasat szinteti meg. Az S fazisos CLB5,6 gének
expresszioja a G1 végén kezdbédik az MBF transzkripcios faktoron keresztiil. Ezek
utan a CDC28 kinaz az S fazis végén kifejez6d6 CLB3,4, majd a M-ben expresszalo
CLB1,2 ciklinekkel alkot komplexet (Andrews és Measday 1998).

Amint lathattuk, az éleszték sejtciklus-szabalyozasaban egy CDK kinaz alkot
komplexet mas és mas ciklinekkel az egyes fazisokban. A magasabbrend(i
tébbsejtliekben a sejtciklus-szabalyozas dsszetettebbé valik. A CDK-k prototipusa, a
cdc2 mellett mas CDK-k is részt vesznek a sejtciklus fazisainak ellenérzésében.

Raadasul a ciklus koordindlasaban szerepet vallalé ciklinek szama is magasabb,
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mint az élesztbk esetében. Mindezek egyittesen egy finomabban szabalyozhaté
rendszert eredményeznek.

A tdbbsejtliek sejtciklus-szabélyozasara példaként vehetjik a human modellt
(2. &bra). Emberben a G1-es ellen6érzé pontban a kiilénbdzd ciklin D és Cdk4, illetve
Cdk6 parok aktivak. A D-tipusu ciklinek "névekedési faktor érzékel6k”, a sejten kiviili
jeleket tovabbitjak a sejtciklus felé. Expresszidjukat a novekedési faktorok indukaljak,
MRNS és fehérjemennyiséguk valtozatlan a sejtciklus soran (Sherr 1993). A D-tipusu
ciklinek alkotta komplexek elsédleges feladata a retinoblasztoma (Rb) fehérje
foszforilacioja. Az Rb tumorszupresszor fehérje foszforilacios szinte a G1 és S
fazisokban megnd, ,hiperfoszforilalodik”, igy levalik az E2F transzkripcids faktorokrol,
ezdltal indulhat szamos S fazisban kifejez6d6 gén atirasa. A szabadda valt E2F
hatdsara az S fazis kezdetén megjelenik a ciklin E, komplexet alkot a Cdk2-vel, és
elinditia a DNS-szintézist. Az S fazis késdbbi szakaszdban a ciklin E az SCF
komplex kézrem(ikddésével degradalédik. Az SCF komplex szamara sajat katalitikus
alegysége jeldli ki azaltal, hogy foszforilalja. A kés6 S fazisban Cdk1, az éleszté cdc2
legkdzelebbi homoldgja és a ciklin A Iép kapcsolatba egymassal, és viszi tovabb a
sejtciklust. A G2/M aktiv kindz komplexei a mar emlitett Cdk1-CycA és az MPF-ként
ismert Cdk1-CycB (Nigg 1995). Az 2. abran az emlds sejtciklus egy vazlatos

modelljét mutatjuk be.
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2. Abra Az emlés sejtciklus vézlatos modellje

Az eml6sbk esetében a feladatok sokrétliségének megfeleléen a sejtciklus szabalyozasa sokkal
bonyolultabb. A kulcsenzim itt is szerin/treonin kinaz komplex, amely ciklinbdl és CDK-bdl all, de itt a
sejtciklusban legkevesebb négy féle ciklin csalad és haromféle CDK csalad vesz kdzvetlenll részt,
annak a meghatarozasaban, hogy a sejt és a koérnyezete megfelel-e a tovdbbhaladasra. A tipikus
sejtciklus itt is G1, S, G2 és M szakaszra tagolodik. EmIésék esetében a G1 fazisban van egy
restrikciés pont (R), ahol a sejtek eldodntik, hogy belépnek-e a sejtciklusba, differencialédnak,
varakoznak vagy amennyiben valami helyrehozhatatlan hiba toértént, akkor kilépnek a ciklusbhél és
apoptdzis kodvetkezik be. A sejtciklus minden szakaszat kiilénb6z6 CDK-k és ciklinek szabalyozzak. A
legels6k a korai G1-ben a D-tipusu ciklinek és a CDK4/6 kindzok. Az S-fazis hataran az E-tipusu ciklin
és CDK2 komplex majd az A-tipusu ciklinek CDK2. Végil G2/M-fazis hataran a B ciklinek és cdc2
alkot szabalyozé komplexet. Ezek a kinazok a retinoblasztéma fehérje foszforilalasan keresztiil érik el
a hatasukat.(INK és KIP a CDK inhibitorok; CDK és cdc?2 a ciklin-fiiggé kinazok; Rb a retinoblasztdma
homolog fehérje, HDAC hiszton deacetilaz). Gatlas

A noveényi sejtciklus szabalyozasban szerepet jatsz6 CDK komplexekrél még
nincs olyan részletes képunk, mint az ember vagy az élesztok esetében. Egyelére
nincs kodzvetlen biokémiai bizonyiték a sejtciklus szabalyozasaban kodzvetlenul
résztvevd noévényi CDK-ciklin komplexekrél. A sejtciklus szabalyozdsaban nem
kdézvetlen modon résztvevd, RNS polimeraz Il karboxi-terminalis doménjét foszforilalé
MedsaCDKC;1 és MedtrCYCT;1-r6l azonban éppen csoportunk bizonyitott be, hogy

egyuttesen mutatnak aktivitast (FUlop és mtsai 2005). Szamos kisérlet utal a
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klasszikus sejtciklus szabalyoz6 CDK és ciklin komplexek létezésére és miikddésére.
gy példaul a novényi CDK-k ciklin-fliggé aktivitasat bizonyitja, hogy a lucerna
fehérjekivonatbdl tisztitott monomer CDK-k nem mutatnak hisztont foszforilalé
aktivitast (Bogre és mtsai 1997), ugyanakkor ember ciklin A, illetve lucerna CYCB2;2
ellenanyaggal immunoprecipitalt komplexek sejtciklusfiiggd kinaz aktivitassal
rendelkeznek (Magyar és mtsai 1993, 1997). A komputeres szerkezeti modellek is
azt tamasztjak ala, hogy monomer formaban a névényi CDK inaktiv (Dudits €s mtsai
1998). Mindezek mellett az élesztd kettés-hibrid rendszer hasznéalataval is
kimutattunk feltételezheté névényi CDK-ciklin parokat (Mészaros és mtsai 2000). Az
emberi sejtek vizsgalatara alapozott modellben bemutatott ciklinek homoldogjait
névényekben is megtaléljuk. Az A és B-tipust névényi ciklinek is az atirodas szintjén
szabdlyozottak (Segers és mtsai 1997), és expresszidés mintdzatuk j0l megegyezik a
homoldgiajuk alapjan feltételezettel. Nevezetesen mRNS szintjiuk az S fazis végeén,
valamint G2 és M fazisokban a legmagasabb. Erdekes kivétel a lucernabdl izolalt A2
ciklincsalddba tartoz6 CYCAZ2;1. Ennek expresszidja a D-tipusu ciklinekhez
hasonlbéan kézel azonos a teljes sejtciklusban, igy a szerzék szerint szerepe lehet a
G1 atmenetben is (Meskiene és mtsai 1995). Az emberi D-tipusu ciklinek homoldgjait
is megtalaljuk a noévényekben. Ezeknek a ciklineknek tobbsége 4&llatokban és
novényekben is allandé szinten expresszalédik a sejtciklus minden fazisaban. A
névényi D-tipusu ciklinek egy része az allatiakkal analég médon valésziniileg a
sejten kivlli jeleket kozvetiti a sejtciklus felé. Erre a funkcidjara utal, hogy az
Arabidopsis D2 és D3-tipusu ciklin gének cukorral, illetve a citokinin analdg kinetinnel
indukalhatdék (Dahl és mtsai 1995; Soni és mtsai 1995). Az allatokban a ciklin D
komplexek a GO/G1 fazisban jutnak szerephez, a ndvényeken végzett kisérletek
eredményei ezzel szemben egyes D-tipusu ciklinek G2/M fazisos funkcidjat
feltételezik. Dohany sejtkultira vizsgalataval kimutattak, hogy a CYCD2;1 és a
CYCD3;1 transzkripcidja a G2/M atmenetben a legmagasabb (Sorrell és mtsai 1999).
A novényi D-tipusu ciklinek G2/M fazisos szerepvallalasat alatdmasztjak az éleszté
kettds hibrid rendszeren végzett kisérletek is, ugyanis a specifikusan mitotikus
MedsaCDKB2;1 koélcsdnhatasba lép tobb D-tipusu lucerna ciklinnel (Mészaros és
mtsai 2000).
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A fenti eredményekbdl lathatjuk, hogy az emberi, élesztdé és névényi ciklinek sok
hasonlésagot mutatnak. A megegyezéseken tul azonban a novényi ciklinek
sajatsagos vonasokkal is rendelkeznek. Az eredmények alapjan a noveényekben
tébbféle ciklin és CDK aktiv ezekben a fazisokban, mint az éleszték, vagy akar az
ember esetében. Ez az dsszetettebb szabalyozés lehet az alapja a névényi G2/M
fazis specialis tulajdonsagainak.

3.4. Ciklin-fiiggdé kinazok foszforilacidja

Amint a fentiekben lattuk, a CDK-k aktivitasanak szabalyozasa elsédlegesen a
CDK-ciklin komplexek kialakulasan keresztul valésul meg. A felépilt komplexek
mukddését azonban a megfelel6 aminosavakon térténd foszforilacid, defoszforilacio
is befolyasolja. Iigy példaul szamos CDK kinaz aktivitasa tobb szazszorosara
megfeleld helyen térténd foszforilaciot kbvetéen. A ‘T hurokban’ elhelyezkedd treonin
foszforilacioja nyoman megné a CDK-ciklin komplex stabilitdsa és szubsztratk6tdé
képessége is (Morgan 1997).

A Thrl67-nek megfelel6 treoninok poszt-transzlacios moédositasaért felels
kindzok, a CAK-ok (CDK activating kinase) két osztalyba sorolhatok, agymint Cakl
és MO15. A Cak1 csalad prototipusat sarjadzé élesztében azonositottak. A 43 kDa—
os fehérje monomerként aktiv, és egyetlen igazolt in vivo szubsztratia a CDC28
kindz, melyet jobban foszforilal monomerként, mint a CDC28-ciklin komplex tagjaként
(Cross és Levine 1998). A masik CAK csalad képviselbit allatokban és hasadd
élesztében fedezték fel. A MO15 egy katalitikus alegységbdl (p40"°*°, amely Cdk7
néven is ismert), egy regulator alegységbdl (ciklin H) és egy a komplex felépitését
el6segitd faktorbol (MAT1) all. A MO15 tipusu CAK-ok azon tdl, hogy tobb
alegységbél éplilnek fel, szubsztratspecificitasukban is eltérnek a Cak1-t6l. Szemben
a Cakl-gyel a monomer Cdk-kat nem, mig a Cdk-ciklin komplexet jol foszforilaljak, és
szubsztratként elfogadjak az RNS polimeraz 1l nagy alegységének C terminalis
doménijét is, igy szerepuk lehet a transzkripcié szabalyozdsaban (Kaldis és mtsai
1998). A sarjadzé élesztében is megvan a MO15 komplex homologja, ez azonban
csak az RNS pol II-CTD-t foszforildlja, tehat nem rendelkezik CAK aktivitassal. A

CAK-ok fehérjeszintje és in vitro kinaz aktivitasa is alland6 a sejtciklus soran, igy az
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még kérdéses, milyen modon biztositjak a CDK-k idézitett foszforilalasat (Kaldis
1999).

Novényekben még nem ismert hogy a CDK-k aktivitAsat fokozza-e a
foszforilacio, de a CAK-ok két tipusat mar azonositottak. A rizsben leirt CAK, az R2

OMO_tel mutat

tulajdonsagai alapjan a MO15 csaladba sorolhatdé. Az emlés p4
homoldgiat, monomerként nem aktiv, és csak a hasad6é élesztében képes
komplementalni a megfeleld6 mutansokat. A szubsztratspecificitasat illetéen is
hasonlé a MO15-6s CAK-okhoz; amellett, hogy specifikusan foszforilalja a rizs cdc2
160-as treonin csoportjat, elfogadja szubsztratként az RNS Pol I CTD-t is
(Yamaguchi és mtsai 1998). Az Arabidopsis-bdl izolalt CAK1At-t val6jdban egyik
CAK csaladban sem tudjuk elhelyezni. A p40™°*-tel mutat homolégiat, viszont
funkciondlisan a Cakl-hez hasonlit, aktivitdsa ciklintdl figgetlen, és csak CDK-t
foszforilal. Tovabbi érdekessége, hogy mig az Arabidopsis CDK-k (CDKA;1 és
CDKB1;1) nem komplementaljak a hasado éleszté CAK hidnyos mutansait, addig a
Cak1At mind a sarjadzd élesztében, mind pedig a hasadd élesztében poétolja a
kiesett CAK gének feladatat (Umeda és mtsai 1998).

A CAK antagonista KAP foszfatazt emberben azonositottak. A foszfataz a
CDK-ciklin komplex megszlinte utan a megmaradé6 monomer CDK-rdl tavolitja el a
foszfat csoportot, igy szabalyozva a késébbiekben kialakulé CDK-ciklin komplexek
aktivitasat (Poon és Hunter 1995). N&évényekben egyelére nem talaltak KAP
homoldgot.

A 6, sejtciklus szabalyoz6 CDK-k aktivitasa foszforilacioval nemcsak
fokozhatd, hanem gatolhatd is. A konzervalt Tyr15, és tébbsejtl eukariotakban a
szomszédos Thrl4 aminosavak foszforilalasa nyoman a kinazok ATP koté
(Morgan 1997). A Thr14, Tyr15 aminosavak foszforilalasanak elsésorban a mitozis
megfelel6 id6zitésében van szerepe. Ezt bizonyitja, hogy amennyiben cdc2 kindzon
a 15. tirozint alaninra cseréljuk, a hasado éleszt6 sejtek DNS-allomanyuk
megkettézése nélkil is belépnek a mitdézisba. Magasabb rendil tébbsejtliekben
normalis korilmények kozott a Tyrl5/Thrl4 foszforilalt Cdc2-ciklin B komplex csak a
G2 fazis végén bekodvetkez6 defoszforilacid nyoman valik aktivva, habar ennek a

foszforilacionak nincs akkora jelentésége, mint a hasadd éleszt6 esetében.

18



Irodalmi attekintés

Emlésdkben a Tyr15/Thr14 foszforilacidja a G2/M mellett a G1/S fazis
szabalyozasaban is szerepet kap (Lew és Kornbluth 1996).

A gatlé hatasu foszforilalasért felelés enzim hasado élesztében a Wee1 kinaz,
mig emberben az éleszté Wee1 homolog mellett a Myt1 kinaz is hasonloé funkciét tolt
be. A Tyr15 aminosavat a citoplazmaban el6fordul6 Wee1, a Thr14-t pedig
els6sorban az endoplazmatikus retikulumban membranjaban lokalizalédé Myt1
foszforilalja (Liu és mtsai 1997). A CDK-k aktivitasat gatlé kinazok hatasat a kettds
specificitasu cdc25 foszfatazok a Tyrl5/Thrl4 aminosavak defoszforilalasaval
szintetik meg. A cdc25 foszfataz csaladnak emlésékben tébb tagja van,
mindegyiknek a sejtciklus mas-mas fazisaban van szerepe, igy a G1/S-ben a cdc25A
és cdc25B, a G2/M-ben pedig a cdc25C izoformak aktivak (Draetta és Eckstein
1997).

A CDK-k aktivitasat szabalyozé kinazok és foszfatazok maguk is
sejtciklusfiiggd aktivitdssal rendelkeznek, és aktivitasukat foszforilaltsaguk
befolyasolja. A mitézisban a Weel, Mytl kindzok és a cdc25 foszfataz is foszforilalt
allapotban vannak, ennek a poszt-transzlacios maédositasnak azonban ellentétes a
hatasa a kinazokra és a foszfatazokra. A foszforilacio kovetkeztében a cdc25
aktivitAsa emelkedik, mig a kinazoké csokken. Ezeknek a valtozasoknak
eredményeként a CDK-k Tyrl5/Thrl4 foszforilaltsdga csokken, ami végul is a CDK-k
aktivitasdnak emelkedésében jelentkezik. A folyamatot egy pozitiv visszacsatolas
tovabb erdsiti, mivel a Cdk1-ciklin B komplex foszforilalni képes mind a Weel, mind
pedig a cdc25 fehérjéket. A G1/S fazisban a cdc25A és a Cdk2-ciklin E komplex
kolcsonhatasaban hasonlé pozitiv visszacsatolast figyelhetink meg (Draetta és
Eckstein 1997).

Novényekben a Tyrls/Thrld  foszforilacidjaban, defoszforilaciéjaban
kézrem(ikdddé gének kozlil a Weel kinazt kddolét és valoszinlleg a cdc25 gén
homologjat is sikerdlt izolalni (Landrieu és mtsai 2004). A kukoricaban és
Arabidopsis-ban leirt gén hasad6 éleszt6ben tultermeltetve "wee", azaz tbrpe
fenotipust valtott ki, és a baktériumban termeltetett rekombindns ZmWeel

csokkentette a p13°*!

affinitas-tisztitott CDK komplexek in vitro kindz aktivitdsat (Sun
és mtsai 1999; Sorrell és mtsai 2002). A defoszforilacioért felelés foszfatazrol

tudhatd, hogy egyetlen katalitikus egységet tartalmaz, stimulalja a CDK-k aktivitasat,
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valamint a kismértékii aminosav homoldgia ellenére, az NMR vizsgalatok is
valoszin(sitik, hogy a szerkezete a cdc25 csaladhoz igen hasonl6 (Landrieu és mtsai
2004).

3.5. Ciklin-fiiggé kinaz komplexek tisztazatlan szerepii fehérjéi

A Cks (CDC28 kinase subunit1) csalad tagjai az els6ként azonositott
sejtciklus-szabalyoz6 fehérjék kozé tartoznak. A Cks-ek prototipusat, a sucl-t a
defektiv cdc2 hatast szupresszald képessége alapjan talaltdk meg hasado
élesztében (Hayles és mtsai 1986). A gén sarjadz6 éleszté homologjat a CDC28-call
valé kolcsbnhatdsa nyoman izolaltak, és ez a tulajdonsaga lett a Cks csalad
névadoja (Hadwiger és mtsai 1989). A Cks-eknek emberben két képviselbje van, egy
9 kDa-os és egy 13 kDa-os fehérje (Richardson és mtsai 1990). A ndévényekben
megtalalt Cks-ek nagy homoldgiat mutatnak a csalad mas élélényekben azonositott
tagjaival (De Veylder és mtsai 1997).

Annak ellenére, hogy a Cks-ek régodta ismert €s tanulmanyozott fehérjék, a
pontos funkcidjuk még ma sem ismert. Tudjuk, hogy a legtobb sejtciklus-
szabdlyozdsban érintett CDK komplexet képez ezekkel a 9-13 kDa méretd
fehérjékkel, és hogy elengedhetetlenek a CDK komplexek miikédéséhez. A sejtciklus
szabalyozasban betdltétt kdzponti szerepiket igazoljak a kdvetkezb éleszté és
karmos béka kisérletek. Elesztékben a Cks deficiens sejtek magas ciklinszint mellett
késd mitézisban blokkoltak, és érdekes modon a tul nagy mennyiségl Cks is
megallitja a sejtciklust (Hadwiger és mtsai 1989). Karmos béka petesejtek sejtmentes
kivonataban a magas Cks szint a CDK Tyrl5 defoszforilaciéjat gatolja, és igy
megakadalyozza a mitdzisba Iépést, ugyanakkor a Cks hianya a mit6zisbdél vald
kilépést géatolja (Patra és Dunphy 1996). A Cks-ek funkciéjara utalhat, hogy
elesztében medfigyeltek a SUC1 fehérje és az APC (Anaphase Promoting Complex)
komplexek mitotikus degradacios komplexhez val6 iranyitdsaban (Sudakin és mtsai
1997). A Cdk2-Cks komplex szerkezeti vizsgalatai szerint a Cks feladata a megfeleld
fellletet biztositasa a szubsztratok és regulalé fehérjek kotéséhez (Bourne as mtsai
1996).
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A novényekben leirt Cks gének kozil az Arabodipsis-ét vizsgéltak részletesebben. A
CKS1At cDNS terméke komplementalja a hasado éleszté megfeleld mutansat, mig a
tultermeltetése mind a vad tipusu, mind pedig a mutans élesztében sejtciklus-blokkot
eredmeényez. A CKS1At fehérje in vitro az Arabidopsis A és B-tipusu CDK-javal is
kolcsdnhatasba lép (De Veylder és mtsai 1997). Az Arabidopsis Cks fehérje és a
sejtciklus-szabalyozas kapcsolatat tAmasztja ala az is, hogy in situ hibridizacios
kisérletek alapjan a gén az aktivan oszt6édd sejtekben fejezddik ki magas szinten.
Emellett a CKS1At megtalalhato poliploid sejtekben is, ahol az A és B-tipusu CDK-k
nem, vagy csak alacsony szinten fejezédnek ki. Ezek alapjan feltételezik, hogy a

CKS1At szerepet jatszik az endoreduplikacidéban is.
3.6. A novényi sejtciklus

A magasabbrendl névények életciklusa a petesejt megtermékenyulésétél az
utédgeneracié létrehozasaig a sejt osztddasa, novekedése és differencialédasa
soran valésul meg. A sejtciklusnak kiemelkedd szerepe van a fejlédési és névekedési
program, valamint a kérnyezeti hatasok valtozasanak érzékelésében és a valaszok
0sszehangolasaban. Az utobbi tiz évben rendkivil latvanyos fejlddésnek lehettiink
tanui a kulénb6zd ndvényi sejtciklus gének és fehérjék megismerésében és funkcidik
megértésében (Dewitte és Murray 2003, De Veylder és mtsai. 2003, Inzé 2005).
Vitathatatlanul bebizonyosodott, hogy a sejtciklus kézponti szabalyoz6i a névények
esetében is a kilénb6zd ciklinek és ciklin-fliggd kinazok, amelyek feltehetéleg a
kérnyezeti valtozasokra adott megfelelé valaszokért is felelések. A kilénb$z6 CDK
komplexek aktivitasanak és szubsztratspecificitasanak valtozasait tekinthetjik a
kulcsmechanizmusnak a sejtciklus és a kilénbdzd jelatviteli rendszerek
0sszekapcsolasdban. Novényekben a CDK miikédés bonyolultsaga a kilénbdzé
génvariansok eltéré kifejez6désébdl, valamint a velik kdlcsénhatd ciklinek nagy
szamabol adédik. Raadasként a CDK komplexek transzlaciot kévetdé modositasai,
szerin/treonin, illetve tirozin foszforilacioja és defoszforilacioja, valamint sejten beldli
eléfordulasa arnyalja tovabb a képet (Nakagami és mtsai. 2002, Dewitte és Murray
2003).

Lucerna esetében is kulénbd6z6 CDK és ciklin variansokat, valamint ezek

funkcionalisan kilénb6zb komplexeit azonositottak és jellemezték (6sszefoglaloként
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lasd Mészaros és mtsai. 2000). A leg6sibb, legkonzervaltabb PSTAIRE ciklin-k6té
motivumot  tartalmaz6 CDK-kon [Medsa;CDKA;1/A;2 (Cdc2MsA/B)]  kival
megtalalhatok a ndévényspecifikus G2/M fazisban kifejez6d6 és aktiv CDK-k is.
(Magyar és mtsai. 1997). A mitézis-specifikus Medsa;CDKB2;1 (Cdc2MsF) esetében
azt taléltdk, hogy a pre-profazisos savval, a profazisos gy(rlvel, a mitotikus
mikrotubulusokkal és a fragmoplaszttal kolokalizalt (Mészaros és mtsai. 2000). A
klénbdz6 ciklin és CDK koélcsonhatasok fontos szerepet jatszanak a CDK kindzok
aktivitasanak  valtozasaiban, ami a sejtciklus kilénb6z6  szakaszainak
szabalyozasaban és a kbérnyezeti hatasokra adott valaszban jelentés (Hirt és mtsai.
1992; Savouré és mtsai. 1995; Mészaros és mtsai. 2000). A kémiai inhibitorok
vizsgalata soran mutatkozott meg a szerin/treonin foszfatazok jelentésége a mitotikus
kindzok szabalyozasaban, illetve a mikrotubulus szervez6désében (Ayaydin és
mtsai. 2000). Lucerna levélprotoplasztok esetében bebizonyosodott, hogy a
Medsa;CDKA;1/A;2 komplex csupan auxin és citokinin egyittes jelenlétében volt
aktiv (Pasternak és mtsai. 2002). Lucerna levélkorongok szintetikus auxinnal (2,4-D)
torténd kezelése jelentds hiszton H1 kinaz aktivitas erésodést okozott a p13%““*-kétott
kinadzfrakcié esetében. Ez az aktivitas nagymértékben gatolhatd volt az egyideji
abszcizinsav kezeléssel (Mészaros és mtsai. 2000). Mindezek a kisérletek nagyban
alatdmasztjak, hogy szabalyoz6 elemek egész sora jatszik szerepet a lucerna CDK-k
pillanatnyi aktivitasanak kialakitasaban.

Novenyekben a sejtosztédas folyamata képes valaszolni a hormondlis és
stressz szignalokra, mint amilyen az auxin, az abszcizinsav, vagy ozmotikus stressz,
melyekrél tudott, hogy Ca*'-fliggd jelatviteli utakat hasznalnak (Xiong és mtsai.
2002).

3.7. Eleszté ciklin-fiiggé kinaz inhibitorok

Az Aaltalam is vizsgalt fehérje megértéséhez a sejtciklus alapjai utan a
sejtciklus egy masik fontos komponensével, a ciklin-fliggé kinaz inhibitorokkal kell
foglalkoznunk.

Az elsé CDK inhibitort a ruml1+-t hasadé élesztébdl mutattak ki (Moreno és
mtsai 1994). Ez a fehérje felel6s a sejtciklus startpontjanak id6zitéséért, oly mddon,

hogy nem engedi a sejteket belépni a ciklusba, amig el nem érték a kritikus témeget.

22



Irodalmi attekintés

A ruml+-hianyos sejtek képtelenek a sejtciklus megallitasara nitrogén éheztetés
soran, sét letalis mitdézisokba lépnek be anélkil, hogy az S fazisba léptek volna.
Masik hasonl6é inhibitor a SIC1 (Nugroho és Mendenhall 1994), aminek
tultermeltetése megnyult, de morfolégiailag az alacsony CLB ciklin szint(i élesztékhéz
hasonlé fenotipust okoz. Mutatva, hogy egy CDC28-Clb komplex gatlo faktor. A
SIC1-et nem termeld sejtek életképesek, de megné bennik a kromoszomatdrések és

kromoszOomavesztések gyakorisaga.
3.8. Allati ciklin-fiiggé kinaz inhibitorok

Allatokban két csaladja talalhatd a CDK inhibitoroknak, a Kip/Cip csalad és az
INK4 csaladd (Sherr és Roberts 1999). A Kip/Cip inhibitorok gatlé hatasa szélesebb
spektrumu, mig az INK4 inhibitorok inkabb a G1 CDK-kat, a CDK4-et és CDK6-ot
gatoljak. A CDK inhibitorok az eml&s sejtekben oly mdédon szabalyozzak a G1 CDK-k
aktivitasat, hogy fizikailag gatoljak a CDK m(kddését vagy szubsztrat/ATP
hozzaférését (Pavletich 1999). Masrészrél az allati CDK inhibitorok szilkségesek a
CDK-CycD komplex fehérjéinek 6sszekapcsolodasahoz (Sherr és Roberts 1999).
Ezen felll a sejtek mozgasaban is szerepet jatszanak a Kip/Cip inhibitorok, ez a

szerepik fuggetlen a CDK-ciklin kélcsonhatasoktél (Denicourt és Dowdy 2004).
3.9. Noveényi ciklin-fiiggé kinaz inhibitorok

A noveényi sejtciklus legkésébb felismert komponensei a CDK inhibitorok.
Novényekben csupan egy inhibitor csalad talalhaté, a tagok az aminosav szekvencia
alapjan igen nagymeértékben eltérnek mind az éleszt6, mind az allati inhibitor
fehérjéktél. Epp csak elkezdédétt a névényi inhibitorok alapveté tulajdonsagainak
tisztazasa. El6szér Wang és munkatarsai izolaltak névényi CDK inhibitort
Arabidopsisbol. Elesztd kettés hibrid rendszer segitségével kerestek CDKA (az
egyetlen A-tipusi Arabidopsis CDK), illetve CycD3;1 kdlcsénhatd fehérjéket,
melyeket ICK-knak (interactors of CDK) neveztek el. A csalad elsé két megtalalt és
jellemzett tagja az ICK1 és ICK2 (Wang és mtsai 1997, 1998; Lui és mtsai 2000), a
tovabbiakat immar KRP (Kip related protein) néven De Veylder és munkatarsai 2001-
ben irtak le. A hét Arabidopsis KRP in silico megtalalhaté aminosav szekvencia

motivumait a 5a abran mutatjuk be. Amennyiben a névényi KRP-k, illetve az emlés
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p27Kip1 aminosav sorrendjét hasonlitiuk 6ssze, az az érdekesség tinik a
szemunkbe, hogy léteznek ugyan homolog régidk a két fehérje kozoétt, azonban ezek
a szakaszok teliesen masképp helyezkednek el a novényi fehériékben. Amig
emlésbkben ezek a motivumok az amino-terminalis végen, addig a ndvényi
fehérjékben a karboxi-termindlison talalhatéak. Ugyanakkor ismert az a tény, hogy
mind a két esetben ez a szakasz felelés a CDK-kkal val6 kolcsonhatéasért.
Megemlitendd, hogy a CDK-k, ciklinek, E2F, RBR és egyéb kdzponti sejtciklus
szabalyozék mindegyike sokkal félismerhetébb homologidval bir az Aallati
megfeleldjével dsszehasonlitva. Folmerll tehat, hogy ez a nagyfoku eltérés fontos
lehet a névényi és allati differencialédas kozétti alapvetd kildnbségek molekularis
szintli magyarazataban. Az ICK1/KRP1, illetve ICK2/KRP2-rél mind in vitro (Wang és
mtsai 1997) mind in vivo (De Veylder és mtsai 2001) bebizonyitottak, hogy képes
gatolni a p13““ illetve plOCksAtl-kotott kindz komplexeket. Ezenfelil a KRP1
mikroinjektalasa Tradescantia bibeszdr sejtekbe hatassal van a mitézisra, késlelteti a
metafazist (Cleary és mtsai 2002).

Ahhoz, hogy megérthessik a CDK inhibitor fehérjék szerepét hasznos
tudnunk, hogy mely mas, kiléndsen sejtciklus fehérjékkel hatnak kdlcson. A CDKA,
illetve CycD3;1 fehérjékkel vald direkt kdlcsbnhatast mar a kezdetekben kimutattak.
Meghataroztak, hogy egy 31 aminosav hosszu szakasz felelés mindkét
kélcsdnhatasért, és az ezen régid elbtti konzervalt rész csak a D-tipusu ciklin
kélcsbénhatasért (Wang és mtsai 1998). Err6l a szakaszrol mutattak ki a p27Kip1
esetében, hogy részt vesz a CDK2 kotésben (Russo é€s mtsai 1996). A hét
Arabidopsis KRP mindegyike és a dohany NtKiSla kélcsdnhat a D-tipusu, de nem
asszocialdédik a mitotikus ciklinekkel (De Veylder és mtsai 2001; Jasinski és mtsai
2002a). Az A-tipusu CDK-val valé KRP kdlcsénhatasok is bizonyithatéak, ha nem is
minden esetben (KRP6, KRP7) tokéletes bizonyossaggal. Ugyanakkor a B-tipusu
CDK-kkal valé kolcsonhatast senki nem tapasztalt (Zhou és mtsai 2002, De Veylder
és mtsai 2001), s6t mostanaban allapitottdk meg, hogy a rekombinans HA-KRP2-t
novényben kifejeztetve, ezzel nem tisztithatd a CDKB komplex, csak a CDKA
(Verkest és mtsai 2005). Ez alapjan az irodalom ma azt allitja, hogy csupan az A-

tipust CDK szabalyozéasaban jatszanak szerepet a KRP fehérjék. Mint majd a tézis
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tovabbi részében lathatjuk, az eredményeink alapjan, mi az ellenkez6jét gondoljuk
(Pettk6-Szandtner és mtsai 2006).

A KRP1 fehérje sejten bellli elhelyezkedéseérdl tudjuk, hogy a sejtmagban
talalhatd, fuggetlendl attél, hogy a fehérje tartalmazza-e a nukleéris lokalizaciés
szigndlt (Zhou és mtsai 2003). Feltétlenil meg kell emliteni, hogy az inhibitor altal
szabdlyozott CDKA-ra nem jellemzd a kizarélag magi elhelyezkedés, valamint, hogy
az eddig kevésbé vizsgalt KRP-k kdzo6tt tobbnek nincs magi lokalizaciés szignalja (2.
abra). Ugyanakkor azt is bizonyitottak, hogy a levélszérokben kifejezett KRP1 fehérje
képes elvandorolni a kérnyezd sejtekbe, és ott megvaltoztatni a sejtméretet (Weinl és
mtsai 2005). Ez a megfigyelés felveti annak a lehetéségét, hogy a KRP
génkifejez6dés erbssége ,atsugarozhat” a szomszédos sejtekre, igy 6sszehangolva

Az inhibitor fehérje degradaciojardl nem sok részlet ismert, de tudott, hogy a
magas KRP1, illetve KRP2 mRNS szint a transzformans ndvényekben egyaltalan
nem jelenik meg magas fehérje mennyiségben (Zhou és mtsai 2003; Verkest és
mtsai 2005). Ezek alapjan tudhatd, hogy mindkét fehérje instabil fuggetlenul a
degradacios PEST motivumtél. Ugyanigy tudott, hogy kettés-hibrid vizsgélatokban az
N-terminalisan csonkolt inhibitor sokkal er6sebb kélcsénhatdé partner minden
partnerfehérjéjével. Raadasul a N-termindlisan csonkolt KRP1 fehérjeszintje
névényben is jelentésen magasabb. Ennek ellenére azonban nem gatolja nagyobb
mértékben a CDK aktivitast (Zhou és mtsai 2003).

Verkest és munkatarsai 2005-ben irtak, le, hogy a fehérje stabilitAsaban
szerepet jatszhat a foszforilacié, ugyanis a KRP2 in vitro degradacioja mind a 26S
proteoszéma gatlé MG132-vel, mind pedig a CDK gatlé olomucinnal gatolhato.

A KRP gének expressziojarél altalanossagban elmondhaté, hogy
merisztematikus szdvetekben viszonylag alacsony és az 0sztdédé részektdl tavolodva
emelkedik (Ormenese és mtsai 2004) . A KRP1 inkabb levélben expresszalodik
magasan, mig a KRP2 inkadbb a szarban, azonban altalanosan igaz, hogy a KRP-k
kifejez6désére nem jellemz6 a szévetspecificitas (Ormenese és mtsai 2004). A
sejtciklus soran a ciklusba valdé belépéskor csokken a KRP-k mRNS szintje a
cukoréheztetési blokkhoz képest (Menges és mtsai 2005). A KRP1/ICK1 inhibitor gén
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a stressz hormon, abszcizinsav (ABA) hatasara jelentés meértéki(i génkifejezé6dés
ndvekedést mutatott, mikdzben a CDK aktivitas csokkent (Wang és mtsai. 1998).

Alapveté kérdés a CDK inhibitorok szerepe a névények ndvekedésében és
fejlédésében, kilén-kulon, illetve egylttesen. Kilondsen érdekes a névényekben
talalhatd KRP gének magas szama (Arabidopsis thaliana-ban hét azonosithatd). A
KRP-k szerepének megismerésében segithetnek a kettés-hibrid és expresszids
adatokon kivil a fehérje taltermeltetési kisérletek is.

Annyit biztosan allithatunk, hogy az Arabidopsis KRP1, KRP2, KRP4, illetve a
NtKISla (dohany KRP) CDKICr (Chenopodium KRP), névényi CDK inhibitorok,
hasonl6 fenotipust okoztak. Akkor, ha a karfiol mozaik virus, névényekben erés
konstitutiv génkifejezddést biztositd, 35S promoédterével fejeztették ki azokat. Az
inhibitor fehérje tultermeltetése a névényekben jelentds valtozasokat okozott a sejtek
szdmaban és méretében, valamint a kulénb6zd szdvetek, illetve levélszErok
sejtieinek DNS tartalmaban azaltal, hogy az endoreduplikaciét gatolta (Wang és
mtsai. 2000; De Veylder és mtsai. 2001; Jasinski és mtsai. 2002b; Zhou és mtsai.
2003; Schnittger és mtsai. 2003). A sejtosztddas ezen valtozadsai komoly
kovetkezményekkel jartak a novények levél- és viragfelépitésében és a novéeny
ndvekedésében (Wang és mtsai.2000; De Veylder és mtsai. 2001; Jasinski és mtsai.
2002b).

A legjobban vizsgalt KRP1 levélszér-specifikus expresszibja esetén a
levélszér kevésbé elagazé lesz, s6t a levélszéroket hatarold sejtek is
megndvekednek, féltehetbleg a fehérje sejt-sejt kdzotti vandorlasa réven (Weinl és
mtsai 2005). A pollenspecifikus taltermeltetés esetén a pollen életképessége, a
sejtmagszam és a fertilitasi képesség is csokkent (Zhou és mtsai 2002).

Nem sokat tudunk a CDK-k ciklinnek KRP-k kolcsonhatésairdl, illetve ezek
dinamikdjardél névényekben, mindenesetre azt megfigyelték, hogy a 35S:KRP1 fuziot
hordozo6 transzgénikus novényekben a CycD3;1 és CycD2;1 transzkripcids szint
megemelkedett, jelezve, hogy egy visszacsatoldsi mechanizmus muikédhet
ellensulyozva ezzel a KRP génkifejez6dés hatasat. Ugyanigy a CycD3;1 egyidejl
tultermeltetése képes menekiteni a KRP1 tultermeld fenotipust (Jasinski és mtsai
2002b). Ezek a medgfigyelések is bizonyitjak, hogy a D ciklinek és KRP-k
kdlcsdnhatasa fontos biologiai hatassal birhat.
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Az endoreduplikacid, azaz a sejtek DNS tartalmanak osztodas nélkuli
megkett6z6dése altalanos ndvényi jelenség, ami a differenciacié6 soran a
sejtmegnyulas és a megndvekedett metabolitikus aktivitas velejardja (Traas és mtsai
1998). A sejtméret kialakulasaban is fontos tényezd a DNS tartalom (6sszefoglalva
Kondorosi és mtsai 2000). Megfigyelték, hogy a kukorica endospermiumban, ahol az
egymast koveté endoreduplikaciok sora jatszddik le, az S-fazissal kapcsolatba
hozhatd kinazok aktivitasa megnétt, mig az M-fazisosaké lecsokkent (Grafi és
Larkins 1995). Az endoreduplikalodé endospermiumbadl nyert fehérjekivonat képes
gatolni az M-fazisu kindzokat, utalva valamely inhibitor jelenlétére. A legtdbb
differencialédott Arabidopsis sejt poliploid (Galbraith 1990). Tobb flggetlen kisérlet
soran bebizonyosodott, hogy a KRP tlltermeltetés levélben gatolia az
endoreduplikaciot. (De Veylder és mtsai 2001; Jasinski és mtsai 2002a; Zhou és
mtsai 2002). Hasonloképpen a levélszérokben specifikusan kifejez6dé KRP is gatolja
az endoreduplikaciot (Schnittger és mtsai 2003). Ezen kisérletek alapjan fontos
szerepet tulajdonitanak a KRP-knek az endoreduplikaciéban, valamint sejthetd, hogy
ezt a szerepet elsésorban a CDKA, valamint a D-tipusu ciklineken keresztll éri el.
Erdekes jelenség a mar emlitett levélszér hatarolo, KRP-t nem tlltermelé sejtek
meéretének megndvekedése, ami egyertelmlien az endoreduplikacidnak tudhatd be
(Weinl és mtsai 2005). Ehhez hasonld megfigyelés, hogy a KRP2-t erésen tultermeld
ndévények leveleiben gatolt, mig a gyengén tultermelbben serkentett a az
endoreduplikacio (Verkest és mtsai 2005). Mindkét esetnek az lehet a magyarazata,
hogy a mitotikus sejtciklus a vad tipusnal korabbi allapotnal gatlodott, mikozben a
DNS replikacié zavartalanul folyt, ily modon a sejtek id6 elétt beléptek az
endociklusba (Weinl és mtsai 2005; Verkest és mtsai 2005). Mint korabban utaltam
ra a mikroinjektalt Tradescantia bibesz8rok mitézisara is hatassal volt a KRP1.

(Cleary és mtsai 2002). Ezeket az eredményeket 6sszefoglalva lathatjuk az 3. abran.
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Vad tipus | 4 CDKA/Cyc
, G1/S
\ Normalis szabalyozas:
CDKA/Cyc -DNS replikacio
G2/M > -Mitozis
/' -Novekedés és fejlodés
CDKA/Cyc
Egyeéb folyamatok

CDKA/Cyc 5 -Csokkent sejtosztodas

G1/S -Csokkent ploidia szint
-Csokkent novekedés
CDKA/Cyc i -Fogazott levelek

G2/M -Kevéshé elagazé levélszorok

CDKA/Cyc 2 -Sejthalal bizonyos
Egyéb folyamatok sejt tipusoknal

CDKA/Cyc
G1/s8
CDKA/Cyc -Korai endociklus
G2/M » -Megnédvekedett ploidia
szint
CDKA/Cyc
Egyéb folyamatok

3. Abra A transzgenikus kisérletek alapjan a CDK inhibitorok szerepe a sejtciklus, és a
differenciacié szabalyozasaban

A KRP elengedhetetlen a névények normalis fejlédéséhez. Kiilonb6zé fenotipust okoz azonban az
erds, illetve gyenge KRP tultermeltetés névényekben. A vad tipusu névényben tapasztalhat6 KRP-k
altali szabalyozast a kiilénb6z6 CDK koplexek gatlasa altal szaggatott vonallal jel6ltik. A kilonb6zé
mennységl KRP-t tultermeld névényeknél tapasztalhaté CDK gatlast folyamatos vonallal jeloltik.

3.10. A hormonok szerepe a ndvenyi sejtciklusban

A ndvényi ndvekedés és fejlédés szabalyozasanak fontos belsd tényezbi a
névényi hormonok. Két klasszikus névényi hormonrol, az auxinrdl és a citokininrdl
mar az 6tvenes évek o6ta tudjuk, hogy elengedhetetlenek a névényi sejtosztédashoz
és DNS-szintézishez. Ennek ellenére rengeteg ellentmondé eredmény Kkerult
nyilvanossagra a pontos funkciéjukra vonatkozbéan. Beszamoltak olyan kisérletrdl,
ahol a sejtkultira auxin megvonasra nem blokkolddott kitlintetett sejtciklus fazisban,

ahol a sejtek G2 fazisban rekedtek meg , és olyanrdl is, ahol a sejtek az auxinhiany
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hatasara a G1-blokk kodvetkezett be. A citokinin éheztetéses vizsgéalatok szintén
kulonb6z6 eredményeket adtak. A hormonkezelésekre adott eltéré valaszok
valoszinlileg a felhasznalt sejtek kuldnbdz6 eredetének, fizioldégias sajatossaganak
és tartasi koérilményének készénhetbek.

Az auxinok és citokininek sejtosztédasra gyakorolt pontos hatasat csak a
novényi sejtciklus szabalyozas kutatdsok eredményeinek alkalmazaséaval derithetjik
ki. A sejtciklus egyik kulcsmolekulaja az A-tipusu CDK és a hormonok kozotti
kapcsolatot vizsgaltak Arabidopsisban a cdc2aAth prométer - és az altalanosan
hasznalt, kék szinreakciét add riportergén - a R-glikoronidaz (GUS) konstrukcié
felhasznaldsaval. A kisérlet soran az auxin indukalta a promatert, citokinin hatasara a
GUS aktivitasndvekedés kisebb mértéki volt, mig a két hormon egylttesen
magasabb aktivitast eredményezett (Hemerley és mtsai 1993). Lucerna leveleken a
hormonkezelés nyoman a CDK komplexek kinaz aktivitasaban bekdvetkezé
valtozasok mérése hasonlo eredményeket adott. A 2,4-D (szintetikus auxin) kezelés
a hormonmentes kontrollhoz viszonyitva megemelte a kinadz aktivitast, kinetin (egy
citokinin) 6Gnmagaban alig okozott valtozast, mig a két hormon egyuttes alkalmazasa
szinergisztikus hatast fejtett ki a tisztitott CDK komplexek in vitro aktivitasara
(Mészaros és mtsai 2000). A dohany parenchima sejteken végzett vizsgalatok
egyfajta magyarazattal szolgalnak az auxin és citokinin szinergesztikus hataséara. A
dohanysejtekben a 2,4-D kezelés eredményeként megnétt a cdc2 fehérjeszintje, a
kindz aktivitas novekedéshez azonban kinetin is szikséges volt. A CDK tirozin
foszforilaltsagat ellenérizve azt tapasztaltak, hogy a kinetin hozzaadasara
bekbvetkezd kinaz aktivitas emelkedéssel parhuzamosan csékkent a foszfotirozin jel
erdssége. Ha a tisztitott CDK komplexet, a Tyr15 foszfort eltavolitand6é heterolog
cdc25 foszfatazzal kezelték, és igy szintén kindz aktivitas emelkedést értek el (Zhang
és mtsai 1996). Lucerna levél protoplasztok esetében is bebizonyosodott, hogy a
Medsa;CDKA;1/A;2 komplex csupdn auxin és citokinin egyittes jelenlétében volt
aktiv (Pasternak és mtsai. 2002).

A gibberelinsavat a rizs ndvekedését stimulalé hatasa alapjan fedezték fel a
30-as években. A napjainkban végzett vizsgalatok mar magyarazatot tudnak adni
erre a régota ismert jelenségre. A gibberelinsavval kezelt rizs interkalaris

merisztémajaban tobb sejtciklus-szabélyozadsban szerepet jatsz6 fehérje mRNS
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szintie megnétt. igy emelkedett az expresszidja cdc20s-2-nek, a cycOsl-nek,
cycOs2-nek és a rizs Cak homolognak, az R2-nek is. A sejtciklus-szabalyoz6 gének
indukcidja a G1/S és G2/M fazisok lerdvidiléséhez vezetett, és ez véglilis gyorsabb
novekedést eredményezhet (Sauter 1997).

Az aszcizinsav (ABA), ellentétben az eddig ismertetett hormonokkal, gatolja a
sejtosztodast és a DNS-szintézist. Alma- és borséembriok ABA jelenlétében nem
lépnek ki a nyugalmi allapotbdl, a GO fazisbdl (Levi és mtsai 1993). Az ABA
sejtosztodast gatlo tulajdonsaganak a hatterében a CDK komplexre kifejtett hatasa
allhat, ugyanis a lucerna leveleken kivitelezett kisérletekben az auxin és citokinin
okozta p13°““’-kotott kindzok aktivitas novekedését az ABA megakadalyozta
(Mészaros és mtsai 2000). Ez a gatlas kovetkezhet a novényi KRP expresszio
névekedésébdél, mert az Arabidopsiban ABA kezelés nyoman az KRP1 mRNS emelt
szinten volt jelen, és a KRP1 gatolta a p13®*! tisztitott CDK komplexek in vitro kinaz
aktivitdsat (Wang és mtsai 1998). Ezen eredmények alapjan elképzelhetd, hogy az
ABA okozta G1-es blokk a névényi KRP gének indukcidjan keresztil valdsul meg.

3.11. A Ca** szerepérdl

Mint lattuk, a novényekben a sejtciklus folyamata képes valaszolni az olyan
hormonalis és stressz szignalokra, mint amilyen az auxin, az abszcizinsav vagy
ozmotikus sokk, melyekrdl tudott, hogy Ca*'-figgd jelatviteli utakat hasznalnak
(Xiong és mtsai. 2002.). A Ca®" szerepérdl a novényi sejtek osztddasa soran
meglehetésen kevés vizsgalati eredmény all rendelkezésre (Hepler és Callaham
1987; Lino és mtsai. 1989). A Ca**-kotd érzékeld fehérjék, a kalcium-fliggé fehérje
kindzok (CDPK-k) kulénlegesen érdekesek, mivel ezek a kalmodulin-szeri domén
fehérje kindzok (CPK-Kk) szerepet jatszanak a hormon és stressz valaszok atvitelében
(6sszefoglalasként lasd Cheng és mtsai. 2002). Az Arabidopsis genom 34 CPK-t
kodolé gént tartalmaz, kinaz katalitikus alegységgel, autoinhibitor “6sszekétd”
alegységgel, amit egy kalmodulin-szerli Ca*-kété szabalyozé alegység kévet
(Hrabak és mtsai. 2003). A Ca®* hatasan tul reverzibilis foszforilaci, beleértve az
autofoszforilaciét is, foszfolipidek és az udagynevezett 14-3-3 fehérjek is

szabdlyozhatjak a CPK kinaz aktivitast (Cheng és mtsai 2002).
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Az els6 lucerna CPK fehérje biokémiai jellemzése soran bebizonyosodott, hogy a
fehérje autofoszforilaciéja fokozza a kinadz aktivitasat (Bogre és mtsai 1988).
Megemlitendd, hogy a lucerna CPK képes foszforilalni a protein kinaz C (PKC)
szintetikusan el6allitott szubsztrat peptidjeit (Olah és mtsai. 1989). Csoportunk a
késbbbiek soran egy lucerna CPK gént (MsCPK3) klénozott (Davletova és mtsai.
2001). Ez a gén hdsokk és magas auxin (2,4-D) koncentracié hatasara aktivalodik. A
rekombinans fehérje Ca®*-fliggé aktivitast mutatott és gatolhaté volt W7 kalmodulin
inhibitorral. A névényekre jellemz6 CPK-k szubsztratspecificitasa és foszfatidil-szerin
altali aktivalhatésaga alapjan feltételezhetd, hogy PKC-szer(i szerepet télthetnek be
a novényi sejtekben (Olah és mtsai. 1989, Farmer és Choi 1999). Black 2000-es
Osszefoglald cikkébdl ismert, hogy a PKC aktivitas hatasara a kilénb6zd emlés
sejttipusokban megemelkedik a p27Kipl szint. A ciklin-fliggd kinaz inhibitorok
elismerten kulcsfontossaguak a PKC-indukalt CDK aktivitas gatlasban, valamint a

sejtek ezzel 6sszefiiggd G1 fazisban térténé megakadasaban.
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4. CELKITUZESEK

A csoporthoz tértént csatlakozasomkor mar hat kilénb6zé lucerna CDK és
harom ciklin gént izoladltak laboratériumunkban(Magyar és mtsai 1997).
ketts-hibrid rendszerben térténé vizsgalata volt (Horvath és mtsai 1998). igy PhD
hallgatoként a kilénb6z6 lucerna CDK-k kdlcsénhatd partnereinek éleszté kettds-
hibrid rendszer felhasznalasaval torténd azonositasa lett a feladatom.

Dolgozatomban azokrél a munkakrél szamolok be, amelyekkel a kdvetkezd
kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen kélcsbnhat6d partnerei vannak a kulénbdzé lucerna CDK-knak élesztd
kett6s-hibrid rendszerben?

2. Mely mas noévényi sejtciklus komponensekkel hatnak kélcson az igy kapott
partnerek?

3. Milyen hatasok befolyasoljak a CDK inhibitor gén kifejez6dését?

4. Képes-e gatolni a CDK inhibitor (KRP) a kilénb6zé Ilucerna CDK
komplexeket?

5. Milyen aktivitasbeli kdvetkezményei vannak az inhibitor foszforilacidjanak?

6. Milyen szerepe lehet a Ca*-figgé kinazoknak és az inhibitor fehérjének a

Ca?* jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozasa kozotti kapcsolat

megteremtésében?

7. Hol foszforilaljak a KRP-t a kiilénbdz6 kinazok és mi ennek a hatasa?
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. A KRPMt (p27Kip1 related protein) gén klénozasa

Eleszté kettds-hibrid szlirés soran a KRPMt gén egy cDNS darabjat sikerdilt
izolalnunk egy Medicago truncatula AHybriZAP cDNS konyvtarbdl (Gyorgyey eés
mtsai 2000.). A kisérlet soran csaliként a Medsa;CDKA;1 lucerna PSTAIRE kinazt
hasznaltuk. Saccharomyces cerevisiae PJ69-4A éleszt6 térzset (James és mtsai,
1996) transzformaltuk a pGBT9/Medsa;CDKA;1 plazmiddal. A sikeresen
transzformalt éleszté sejteket triptofan mentes minimal taptalajon névesztettik. A
feln6tt élesztd teleprdl triptofAnmentes miniméal tapoldatban 16 o6ran keresztil
novesztettilk, majd 500 ml komplett YPAD tap oldatban (20 g I Difco pepton, 10 g I
élesztd kivonat, 20 g I'* glikéz, 40 mg I* adenin-szulfat) novesztettilk a sejteket,
amig elérték a 2 x 10’ sejt mI™* koncentraciét. Ekkor a sejteket 20 ug Medicago
truncatula cDNS-kdnyvtar DNS-sel transzformaltuk Gietz és Woods (1998) altal leirt
modon PEG/litium-acetat modszerrel. A transzformalasokat addig ismételtiik, amig a
fliggetlen transzformalasi események szama elérte az 5x10° -t. A transzformansokat
-Trp, -Leu, -His, -Ade minimal taptalajon ndvesztettiik, ahol a triptofan és leucin
prototréfia a két plazmid egytittes jelenlétét, mig az adenin és hisztidin prototrofia a
.csali” és a ,zsakmany“ fehérje kblcsbnhatasat jelzi.

A teljes hosszusagu fehérjét kodold6 DNS-t A-fag konyvtarbdl izolaltuk, oly
maddon, hogy a kettds-hibrid sz(irés soran kapott inhibitor fehérje C-terminalis részét
kodolé cDNS-t hasznaltuk fol a hibridizalasra. A Church, G. M. és Gilbert, W altal leirt
mobdszert kovettik, a fag-plakk izolalasok soran, a mosast 0.5 x SSC oldattal
végeztilk 68 C°on (Church és Gilbert 1984). Az igy kapott cDNS nukleotidsorrendijét

meghataroztuk, ez a GenBank adatbazisban a DQ093069 hivatkozasi szamot kapta.
5.2. Eleszté kett6s-hibrid matrix kisérletek

Az élesztd kettds-hibrid matrix vizsgalatokhoz a kdvetkezé vektor
konstrukciokat hasznaluk ,csaliként”: pGBT9/KRPMt, pGBT9/KRPMt(97-224). A
kdvetkezbket ,Zzsakmanykeént”: pGAD424/Medsa;CDKA1;1, pGAD424/
Medsa;CDKA;2, pGAD424/ Medsa;CDKC1, pGAD424/ Medsa;CDKB1;1, pGAD424/
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Medsa;CDKE;1, pGAD424/ Medsa;CDKB2;1, pGAD424/Medsa;CYCA2;1,
pGAD424/Medsa;CYCB2;2, pGAD424/Medsa;CYCB2;3, pGAD424/Medsa;CYCD3,
pAD-GAL4 2.1/Medtr;CYCD4, pAD-GAL4 2.1/Medtr;CYCD5, pAD-GAL4
2.1/Medtr;,CYCT;1 (Fulop és mtsai 2005). A pAD-GAL4 2.1, pGBT9 és pGAD424
vektorok a Stratagene-tél, illetve a Clontech-t6l szarmaznak. Saccharomyces
cerevisiae PJ69-4a élesztd térzset (James et al., 1996) transzformaltuk a megfeleld
konstrukciokkal Gietz és Woods altal leirt médon. A transzformansokat -Trp, -Leu, -
His, -Ade minimal taptalajon ndvesztettik. A fehérje kdlcsdnhatasok kvantifikalasara
ONPG-ot (orto-nitrofenil-galaktozid) hasznaltunk, mint szinreakciot adé vegyuletet. A
relativ B-galaktozid egység meghatarozasa Horvath és munkatarsai altal leirt médon

tortént (Horvath és mtsai 1998).

5.3. Szekvencia 6sszehasonlitasok, filogenetikai fa, in silico

predikciok

BLASTP (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) keresést végeztink a GenBank
adatbazison a KRPMt fehérje szekvenciajanak fdlhasznalasaval. Minden olyan
novényi gént, ami szignifikans homologiat mutatott kivalasztottunk. A kévetkezé
hivatkozasi szammal ellatott géneket talaltuk: AAP54233 (KRP10Os), NP_918370
(KRP20s), XP_467930 (KRP30s), BAD38526 (KRP40Os), AAX85449 (KRP1zZm),
AAV76001 (KRP4Ee), CAD29648 (KRP1lLe), CAD29649 (KRP2Le), CAA05215
(CDKICr), BAB20860 (CDKIPs), AAS13374 (CDKI1;1Gm), AAS13376
(CDKI2;1Gm). Majd ezt kévetben a T-Coffee multiple sequence alignment package
hasznalataval aminosav szekvencia illesztést végeztink
(http://www.ch.embnet.org/software/TCoffee.html) (Notredame és mtsai 2000). A
foszforilacios helyek meghatarozasara a NetphosK 1.0 szervert hasznaltuk
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/) (Blom és mtsai 2004). A PEST
motivumokat a PESTFIND programmal kerestik meg.

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/pestfind.html)
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5.4. Noveények és sejtvonalak, kezelések

Kisérleteink sordn Medicago sativa ssp. varia A2 sejtszuszpenziot
hasznaltunk. A kultdrat MS tapoldaton (Murashige and Skoog 1962) 1 mg I'* 2,4-D és
0.2 mg I kinetin jelenlétében, hetenkénti passzéllassal tartottuk fenn, 20-22 C°
hémérsékleten 140rpm razatas mellett. A szévetek ugyanezen lucerna vonal sterilen,
illetve Gveghazban tartott névényeirdl szarmaztak.

Harom nappal az A2 sejtszuszpenziok passzélasa utan a sejteket 100 uM
ABA-val kezeltik és mintakat vettink 0.5, 1, 2, 24, 48 6Ora idépontokban vettink.
Ugyanilyen id6s A2 sejtszuszpenziot hasznaltunk a sokezelésre is, 50-300 mM NaCl-

dal kezeltik a sejteket 2 6ran keresztul.
5.5. Sejtciklus szinkronizalas

A szuszpenziot passzallas utan egy héttel tapoldattal négyszeresre higitottuk,
ezzel 5x10° ml™* sejtszamot llitottunk be. A sejtek szamolhatésaga érdekében az
aramlasos citometrianal leirtak szerint protoplasztaltuk. A higitas utan hat éraval a
sejtciklust 10 mM végkoncentracioju hidroxiurea hozzdadasaval blokkoltuk. 36 o6ra
mulva a sejteket Ulepitettilk, és haromszor 15 percig mostuk az eredeti térfogattal
azonos mennyiségl friss tapoldattal, a hidroxiurea eltavolitasa érdekében. A mosast
kévetben a sejteket az eredeti térfogattal megegyez6, hidroxiurea mentes
tapoldatban szuszpendaltuk, és kézepes (140 rpm) razatas mellett a szuszpenziés
sejtek megkezdték szinkronizalt osztodasukat. A tovabbi vizsgalatokhoz kétorankent

mintat vettink.
5.6. Aramlasos citometria

2x 300 pl szuszpenziot 800 rpm-mel 2 percig centrifugaltunk eppendorf
centrifugaban. A sejtekrél leszivtuk a fellluszo6t, majd 300 ul protoplasztélé oldatban
(3 mM MES pH 5.7, 5 mM CacCl,, 0.3 M mannitol, 2 % cellulaz R-10, 1 % pektinaz) 1
6ran-at 28 C°-on lassu razatassal emésztettilk 6ket. Ezt 2 perc 800 rpm-en térténd
centrifugalas kovette. A felllisz6 eltavolitAsa utan a protoplasztokat 1ml MS
(Murashige and Skoog 1962). oldattal mostuk, és azonos korulmények kozott
centrifugaltuk. A protoplasztokhoz végul 1ml Galbraith puffert (20 mM MOPS pH 7.0,
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30 mM Natrium-citrat, 45 mM MgCl, 0.1 % Triton-X100) adtunk. Ezt kdvetben a
protoplasztok 10 percet jégen alltak, majd ovatos szuszpendalassal kiszabaditottuk a
sejtmagokat. Az izolalt sejtmagok 54 ul 37 %-os formaldehid hozzaadasaval 4 C° -on
egy hétig tarolhaték anélkil, hogy kart szenvednének. Az &aramlasos citometrias
mérés elétt 5 perccel 20 pg mlt etidium-bromid hozzaasasaval festettik a
sejtmagokat. Az &ramlasos citometriAs mérést Becton-Dickinson, FACSCalibur

berendezésen végeztik.
5.7. Mitotikus index meghatarozas

200 ul sejtszuszpenziot 2 percig 1000 g-vel centrifugéltunk. A fellluszot
leszivtuk, majd a sejteket 1ml PBS (150 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;HPO,, és
2 mM KH,PO,)/4 % formaldehiddel egy éran at szobahdn fixaltuk. A rogzitett sejtek 4
C°-on két napig tarolhatok, karosodas nélkiil. A sejteket festés el6tt haromszor PBS-
fenilindol) cseppentettiink, majd ehhez egy csepp el6készitett sejt-PBS keveréket
adtunk. 5-10 perc szobahén tértént festés utan leszivtuk a DAPI oldatot. A sejtekre
egy csepp mounting solution-t (Fluoromount G, Southern Biotech Associates)
raktunk, és targylemezzel lefedtiik. A targylemezek hatarozott nyomasaval az
Osszetapadt sejteket eltavolitottuk egymastol. A targylemezeket sotétben néhany
hénapig tarolhatok, karosodas nélkil. A sejteket UV fényben DAPI filter készlettel
fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk. A mitotikus sejtek szazalékat 500 sejt

vizsgalataval adtuk meg.
5.8. Fehérjekivonat készitése

A szuszpenziés sejteket, illetve a leveleket kétszeres térfogatnyi feltaro
pufferben (25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 75 mM NaCl, 15 mM MgCl, 15 mM EGTA, 15
mM p-nitrofenilfoszfat, 60 mM B-glycerofoszfat, 1 mM DTT (ditio-treitol), 0.1 %
Nonidet P-40, 0.1 mM NazVO4, 0.5 mM NaF, 1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid, 10 ug
ml™ leupeptin, aprotinin, és antipain, 5 ug mi™ pepstatin és chymostatin) kvarchomok
jelenlétében eldorzsoltik, majd 4 CP°-on 13000 rpm fordulattal 15 percig

centrifugaltuk, eppendorf centrifugaban. A felllisz6kat kindz reakcidkra azonnal
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felhasznaltuk. Az immunoblott analizisre szant mintakhoz megfelel6 mennyiségl
5xSDS-minta puffert (10 mM DTT, 15 % SDS, 1.5 % brémfenolkék, 50 % glicerol)
adtunk, és —20 C°-on taroltuk.

5.9. Pull-down vizsgalat és immunoblott analizis

A pull-down vizsgalat soran koéralbeltl 100 ug bakterialisan termeltetet Hise-
KRPMt kotottuink 200 pl Ni-NTA-Sepharose (Nikkel-nitrilotriacetat) agyhoz. Ezt
inkubaltuk 1 mg A2 sejtszuszpenziobdl szarmazd teljes fehérjekivonattal 5 6ran at
4T -on. Ezutan az agyat 6tszér 5 ml ,egyszerisitett” feltaréval (25 mM Tris-HCI pH
7.5, 75 mM NacCl, 15 mM MgCl, 15 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.1 % Nonidet P-40, 0.1,
0.5 mM NaF) mostuk. Az agyat 500 ul 2xSDS minta pufferben vetttik fol. Forraltuk 10
percig, ebbél 50 ul-t hasznaltunk a Western-blot vizsgalatokhoz. Negativ kontrollnak
Ni-NTA-Sepharose agyat inkubaltunk 5 ml 10 pg pl™ teljes élesztd fehérjekivonattal 2
oraig 4T -on, majd 10 mM imidazolt tartalmaz6é 1xTBS-sel (25 mM Tris-HCI pH 7.5,
150 mM NaCl) mostuk. Ezutan ugyanugy hasznaltuk, mint a Hise-KRPMt-t tartalmazé
Ni-NTA agyat.

A fehérjemintakbdl 50 pl, illetve az A2 fehérjekivonatbdl 50 pg-ot futtattunk 10
%-0s SDS-poliakrilamid gélen. Az ily modon elvalasztott fehérjéket transzfer
pufferben (50 mM Tris bazis, 50 mM bdrsav) polivinilidén-difluorid membranra
(Millipore) transzferaltuk 10 V feszlltséggel egy éjszakan at.

A membrant 2 6ran at szobahén 5 % tejpor-0.05 % Tween 20 TBS-ben
pufferral telitettiik. Az els6 ellenanyaggal 1 ug ml™* koncentracioban telité pufferben 2
oran at szobahén inkubaltuk, majd haromszor mostuk TBST-vel (TBS puffer, 0.2 %
Tween 20). A masodik ellenanyagot (Anti-Rabbit whole IgG-POD, Sigma) a gyarté
ajanlasa szerint higitottuk a telité pufferben, és ezzel 1 6ran at kezeltiik a membrant
szobahén. Ezutan a fent vazolt médon ismét mostuk a membrant. TBS-sel térténd
Oblités utan a gyartd protokollja szerint kiviteleztik az ECL [Megndvelt
Kemilumineszcencia (Enhanced Chemiluminescence)] (Pierce, SuperSignal West

Pico) reakciot.
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5.10. Immunoprecipitalas, p13°'°! affinitastisztitas

Immunoprecipitdlaskor 50 pug A2 fehérjekivonathoz 1 pg, a kisérletben
megjeldlt, poliklonalis ellenanyagot adtunk, és 1 6ran at jégen inkubaltuk. Ezutan 25
ul ProteinA-Sepharose-zal kevertettik 1 6ran at 4 C° -on. Az éagyhoz nem
specifikusan kot6détt fehérjéket haromszori RIPA (20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 100 mM NaCl, 2 mM NaF, 1 mM NazVO,, 0,1 % NP-40) és
egyszeri ATP mentes kinaz puffer (50 mM Tris pH 7.5, 15 mM MgCl;, 2 mM EGTA)
mosassal tavolitottuk el.

p13%°! affinitaskotéshez a p13°*“! 4gyat Brizuela és munkatarsai nyoman
készitettlik (Brizuela és mtsai 1987). Az affinitastisztitAshoz 50 ug fehérjekivonatot 1
6ran at 4 C° -on kevertettlink 20 ul aggyal. A kotést haromszori mosé pufferrel, és

egyszeri kinaz pufferrel térténdé mosas kdvette.

5.11. Bakteridlisan tultermeltetett fehérjék tisztitasa

A KRPMt, KRPMt(88-223), KRPMt(93-223), valamint a 91. szerin mutacidkat
tartalmaz6 KRPMt fehérjéket az Invitrogen altal leirt rendszer segitségével
tisztitottuk. A megfelel6 klonokat tartalmaz6é pET28a vektort BL21De3 Escherichia
coli térzsbe transzformaltuk, majd 400 ml kultdrat névesztettiink 50 pg ml*
kanamycin tartalma TB-ben [Terrific Broth (12 g I'* tripton, 24 g I'* éleszt6 kivonat, 4 g
It glicerin, 2.31 g I'* KH,PO4, 12.54 g I K,HPO,)] 37 C°-on, amig az ODggo 0.5 korilli
értéket ért el. Ezutan a sejteket 0.5 mM IPTG-vel 2 6ran at 37 C°on indukaltuk, majd
Sorvall GSA rotorban 5000 rpm-mel 30 percig 4 C°-on centrifugaltuk. A sejteket 15
ml 1 % Tritonix100-at és 10mg ml™ lizozimot tartaimazé TBS pufferben 1 6ran at
szobahén kevertettik. A feltarast cenrifugalas kdvette Sorvall SS-34 rotorban 19000
rom-mel 20 percig 4 C°on. A feliliszéhoz annyi imidazolt adtunk, hogy a
végkoncentricidéja 1 mM legyen, majd Ni-NTA-Sepharose 0.2 ml (Qiagen) agyhoz
kotottik 1 6ra szobahdn torténd kevertetéssel. A kotést kdvetdben négyszer mostuk
az agyat 20 ml 1 % Tritonix100 TBS pufferrel. A kotott fehérjéket az imidazol
koncentracié lépcsézetes emelésével TBS pufferben lemostuk. Késébbiekben ATP

mentes kinaz pufferrel szemben dializaltuk.
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5.12. In vitro kinaz reakcio6

Az affinitas tisztitott, illetve immunoprecipitalt komplexet 10 ul a jeldlt
mennyiségl és mindségl rekombinans inhibitor fehérjét tartalmazé ATP mentes
kindz pufferrel inkubaltuk 30 percig 4C -on. Majd 30 pl kinaz pufferben (50 m Trisz-
HCI pH 7.6, 15 mM MgCl, 5 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 uM ATP) és 0.25 MBq y>*P-
ATP jelenlétében 30 percig szobahén tartottuk. A kinazreakciot 7.5 ul 5 x SDS-minta
puffer hozzdadasaval allitottuk le. A fehérjemintdkat SDS-poliakrilamid gélen
elvalasztottuk, és szaritAs utan autoradiogramot készitettiink. A kvantitativ
analizishez a Molecular Dynamics Phosphorimager 445 Sl berendezését és
szoftverét hasznaltuk. A szubsztratspecificitds vizsgalatanal hiszton helyett a
megadott fehérjéket - 2 ug p107Rb (SantaCruz), illetve 2 ug rekombinans MsRRB C-

terminalisat - hasznaltuk szubsztratként.
5.13. RNS tisztitas, c-DNS szintézis, Real-time PCR

A Kkllénb6zbd szdveteket két-hetes csirandvénekbdl, Uveghazi lucerna
névényekrdl gyuljtottik, illetve Medicago A2 sejtszuszpenzidt hasznaltunk. A
szovetek azonnal folyékony nitrogénbe kertltek, majd -80T -on taroltuk 6ket az RNS
extrakcibig. Trizol reagenssel 6ssz RNS-t izolaltunk (Amersham Pharmacia Biotech,
Little Chalfont, UK). Az RNS-t DN-a4z kezelésnek vetettik ald, majd oszlopon
tisztitottuk (Chromaspin 400; Clontech). Az RNS mintékat -80C -on téroltuk a c-DNS
szintézisig. Az egyes szalu cDNS szintézist Superscript RT Il kittet (Gibco BRL),
valamint 3 ug total RNS-t hasznaltunk, oligo (dT)-18 primerrel a gyartd instrukcioit
kovetve. A cDNS-t 1:3.5 aranyban higitottuk nukleaz-mentes vizzel. Minden PCR
primer parhoz ugyabdl a cDNS mintdbdl hasznaltunk azonos mennyiségeket a real-
time PCR vizsgalatokhoz. A kovetkezd génspecifikus primereket terveztik és
hasznaltuk:

KRPMt RT Fw (5'-gccaattaccaggcgtactttt-3°);

KRPMt RT Rev (5'-aattcgcgtgaaattgggatag-3);

MsCPK3 (X96723) RT Fw (5'-ctaggaaaaggtttggaagatgtgaa);
MsCPK3 RT Rev (5'-cctaattctttacctagtgtgtagaattgttt-3);
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MsTCTP  (translationally controlled tumor protein X98681) Fw (5-
agcttctgtcagactcttacccataca-3°);

MsTCTP Rev (5 -caactcccttagtaacccactttcc-3°)

20 pl-es reakcio térfogatot 300 nM primer koncentraciét, 7 ul cDNS-t (ami 40 ng totél
RNS-nek felel meg) és 10 pl 2x SYBR Green PCR Master Mix-et (Applied
Biosystems) hasznaltunk. A Real-time PCR-t ABI Prism 7000 Sequence Detection
System-mel (Applied Biosystems) 96-lyuku reakcios lemezen végeztik a gyartd
instrukcioi alapjan (10 perc 95C, és 45 ciklus 95T 15 mas odperc és 60T 1 perc).
Minden reakciot harmas ismétlésben, templatmentes kontrollal végezrink. Az
amplifikacié eredményességét az ABI Prism Dissociation Curve Analysis Software-rel
(Applied Biosystems) ellenériztik. Két fliggetlen kisérletet végeztink minden
esetben, az RNS-izolalastdl kezddédbéen. A 2-AACt mobdszert alkalmaztuk az
eredmények kiértékeléséhez (Livak and Schmittgen, 2001). Az expresszid belsd
kontroljanak a konstitutiv Medicago sativa TCTP gént hasznaltuk. Az
0sszehasonlithatosag kedvéért a szerveknél a kapott eredményeket a legkisebb
expressszioju szervvel, a szarral, normalizaltuk. Az ABA és NaCl kisérletek esetében

a kezeletlen 3 napos sejtszuszpenziéban mért ACt eredményekkel normalizaltunk.
5.14. A rekombinans KRPMt foszforilalasa MsCPK3-mal

Az in vitro foszforilalashoz 30 pl reakciéelegyet hasznéaltunk, ami 25 mM Tris-
HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl,, 50 mM NaF, 0.5 mM CaCl,, 5 ug KRPMt szubsztratként,
10 puM ATP, 0.25 MBq y-*?P-ATP és 0.4 pg tisztitott GST-MsCPK3 fuziés fehérjét
tartalmazott (Davletova és mtsai 2001). A Ca**-mentes reakciéelegy esetében 5 mM
EGTA-t hasznéltunk a CacCl, helyett. A reakciokat az MsCPK3 hozzaadasaval
inditottuk és egy Oran &t, illetve a jelzett iddépontig inkubaltuk szobahdén. A
reakcidelegybdl 5 pl-t hasznaltunk foszforilalt KRPMt -ként. A kisebb mennyiségek
hasznalatakor, illetve a foszforilalatlan KRPMt esetén az adott oldatokat CPK pufferel
(25 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM MgCl;, 50 mM NaF, 0.5 mM CacCl,, 10 uM ATP,
0.25 MBq y-¥P-ATP) egészitetiik ki 5 pl-re. A foszforilalt KRPMt fehérje aranyat az 5
ul reakcioelegy, illetve az SDS-poliakrilamid gélbél izolalt foszforilalt KRPMt

Cserenkov sugarzasanak aranyabdl szamitottuk ki.
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5.15. Kétdimenzios foszfopeptid térképezés és foszfo-aminosav

vizsgélat celluléz vékonyrétegen

A rekombinans inhibitor fehérjet MsCPK3-mal, illetve immunoprecipitalt
MedsaCDKA;1/A;2 kinAzkomplexszel foszforilaltuk 3 6ran keresztil. A radioaktivan
jeldlt 26 kDa proteint 12 % SDS-poliakrilamid-gélbdl kivagtuk. A gélbél izolalt fehérjét
tripszinnel emésztetik, majd folvittik a celluldz vékonyrétegre. Az elsé dimenzidban
elektroforézissel, majd a masodik dimenziéban vékonyréteg kromatografiaval
valasztottuk el a peptideket a Boyle és munkatarsai altal leirt médon. (Boyle,W.J. és
mtsai 1991). A Molecular Dynamics Phosphorimager 445 Sl berendezését
hasznaltunk a foszforilalt peptidek kimutatasahoz.

A jelélt peptideket kinyertik a vékonyrétegbdl, majd sésavval hidrolizalva a
Jelinek és Weber altal leirt médon vékonyréteg elektroforézist végeztink P-Ser, P-
Thr, P-Tyr kontrollok hasznélata mellett (Jelinek, T. and Weber, M.J. 1993).
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6. ELOZMENYEK

6.1. Lucerna CDK homoldgokkal kélcsdnhato fehérjék azonositasa

éleszto kettos-hibrid rendszerrel

Munkdm kezdetekor a csoportunkban rendelkezésre all6 sejtciklus géneket
(hat cdc2 homoldg, valamint négy ciklin gén) klonoztuk éleszt6 kettds-hibrid
vektorokba. Kezdetben a rendelkezésre all6 gének kdlcsdnhatasi matrix vizsgalataval
kivantunk tébbet megtudni a sejtciklusban betéltétt szerepiikrdl. Sajnos azonban
semmiféle egyértelml koélcsdnhatast nem sikertlt kimutatnunk. A ciklinek és cdc2
homoldégok kézil a cdc2 homoldgok csaliként térténé félhasznalasa volt egyszeriibb
és kivitelezhetébb, mivel némely ciklin fehérjék élesztd kettds-hibrid rendszerben
jelentés transzaktivalé hatast mutattak.

Valamennyi lucerna cdc2 homoldggal veégeztem éleszt6 kettds-hibrid szlrést. Minden
esetben 2-3 x 10°%o0s transzformacios gyakorisag eléréséig kerestilk a kolcsénhatd
partnereket.

A MedsaCDKA;1 gén csaliként valé folhasznalasaval izolaltunk két Uj delta
ciklint, melyeket szabadalmaztattunk. Ezen kivil egy kukorica cDNS kdnyvtarbél a
ZmCKS gént, amely egy erdsen konzervalt fehérjét kédol, mely megtalalhaté az
élesztdktdl a novényeken at az emldsokig. Elesztdben ez a gén a p13°Y!, ami a
kindzkomplex 0Osszerendezédésében jatszik kézponti szerepet. Err6l a geénrdl
bebizonyitottuk, hogy a varakozasoknak megfeleléen képes kélcsénhatni mind az A,
mind a B-tipusu CDK fehérjékkel. Ezen kivil ekkor izolaltuk a maig egyetlen lucerna
ciklin-figgd kinaz gatlé fehérjét, a KRP-t.

A MedsaCDKC;1 segitségével egy teliesen Uj tipusu ciklint sikerllt
azonositanunk, amely szerepet jatszik az RNS-polimeraz |1l karboxi-termindlis
doménjének (CTD) foszforilaci6jaban. ezaltal a transzkripciés elongécid
stabilizalasaban. (Fulop és mtsai 2005).

A MedsaCDKB1;1 segitségével egy sotlirésben szerepet jatsz6, HAL3 névre
keresztelt gént, valamint kukoricabol ismételten a ZmCKS-t sikerult azonositanunk.

A cdc2MsE segitségével a COP9 szignaloszoma egy komponensét. a c-Jab-ot

izolaltuk. A c-Jab-ot, bar nagyon érdekes iranyba vihetne el benniinket a sejtciklus
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megeértésében, nem vizsgaltuk, mert ismerten nagyon gyakori (aspecifikus)
kolcsbnhato partner, mely szamos alkalommal megjelent a kettés-hibrid szlrések
soran.

A MedsaCDKB2;1 megismert kélcsonhat6 partnerei egy miozin tipusu fehérje
(Mészéaros és mtsai 2000), egy chalcone-flavon-izomeraz és egyéb, eddig ismeretlen
funkciéjua fehérjék. Itt érdemes megemiliteni, hogy csoportunk egy korabbi munkajabdl
ismert, hogy a MedsaCDKB2;1 a mitézis soran a mikrotubulusok mentén
lokalizalédik, ami megmagyarazza az erés kdlcsénhatast a miozinnal (Ayaydin és
mtsai 2000).

A kutatécsoport kozponti érdekl6désébe kerllt a lucerna retinoblasztoma
homolog fehérje altalam izolalt koélcsonhaté partnerei kozil egy kettes tipusu
foszfataz regulator alegység (MsPP2AregB”). A fehérie kiemelked6 fontossaga
abban all, hogy emlés6k esetében ismert az a tény, hogy a kilénb6zé
retinoblasztéma fehérjéket kildonbdzd tipusu foszfatdzok defoszforilaljak (Tamrakar
és mtsai 2000). A p130 Rb-t PP1 tipusu, mig a p107 Rb-t PP2A tipusu foszfatazok
defoszforilaljak. Szintén emlitést érdemel az a tény, hogy a kétszikliekkel szemben
az egyszikiekben két kiuléonbdzb retinoblasztdma homolog fehérje talalhatd, és ezek
kozul az altalunk részletesen tanulmanyozott rizs RBR1 hat kdlcson az
MsPP2AregB”-vel, azonban a rizs RBR2 nem. Ezen fontos informacié birtokaban
lehetévé valik transzgenikus rizs névényekben a retinoblasztoma homolog fehérjéek

foszforilaltsagi allapotanak, igy aktivitasuknak differencialt modositasa.
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7. KISERLETI EREDMENYEK

7.1. Teljes hosszusagu lucerna KRP izolalasa és in silico jellemzése

A MedsaCDKA;1 gén ,csaliként” térténd felhasznalasa az éleszt6 kettés-hibrid
rendszerben a lucerna koényvtar szlirésekor egy olyan részleges cDNS klént

eredmeényezett, mely predikcidink szerint egy CDK inhibitor fehérje C-termindlis
részét kédolta. Ezt a klont egy A-fag cDNS kényvtar szliréséhez felhasznalva kaptuk
meg a teljes hosszlsagu kodolo régiot tartalmazé cDNS-t. A 970 bp hosszu kién
(GenBank hozzaférési kéd: DQ093069) egy 672 bp hosszusagu olvasasi keretet

tartalmaz, és egy 224 aminosav hosszu 25.3 kDa témegu, 9.30 izoelektromos pontu
fehérjét kddol.(4. abra).
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4. Abra A KRPMt (DQ093069) DNS és aminosav sorrendje.

A mas CDK inhibitorok egy részében is féllelhetd motivumokat kiemeltem. Az utols6 harom ilyen régio
minden novényi KRP-ben megtalalhaté. Az C-terminalis két szakasz valészinlsithetéen a CDK
kotésben jatszik szerepet, a harmadik motivum szerepe nem vilagos, de potencialis SUMO-ilaciés
helyet tartalmaz. Pirossal kiemelt aminosav: a kettés-hibrid szlirés soran kapott részleges klén
kezddpontja.
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s

talalhatunk, melyekben csupan egy C-termindlis KYNFD...GRYEW aminosav
motivum kdz6s. Errél a motivumrol azonban ismert, hogy az allati ciklin-fliggd kinaz
inhibitorok (p27 Kip1) esetében a CDK megkdtéséért felelések (Russo és mtsai
1998). Megjegyzend® azonban, hogy az emlés homolégok esetében ez a régio a
fehérje N-terminalisan helyezkedik el. A hét Arabidopsis KRP fehérje felépitésének
hasonlosagai alapjan 6 konzervalt motivumot irtak le De Veylder és munkatarsai,
melyek mindegyike megtalalhatd a KRPMt fehérjében is (De Veylder és mtsai, 2001).

A GenBank adatbazis alapjan a KRPMt leginkabb az Arabidopsis KRP4
fehérjéhez hasonlit (51% hasonld, 36% azonos aminosav). Az adatbazisokban
féllelheté névényi KRP-k mélyebb vizsgalata soran egy tovabbi, hetedik motivumra
lettiink figyelmesek, ami az Arabidopsis KRP3 és KRP4, valamint a rizs KRP1,
KRP3, Lycopersicon esculentum KRP 1, KRP 2, és az Euphorbia esula KRP 4
fehérjekben talalhatd meg. Ez a motivum is kizarolag a ndvényi CDK inhibitorokban
fordul el6, a lucerna KRP fehérje esetében a szekvencigja a kovetkezb:
RSARETTPVHLI. (5b. abra). A ndévényi homoldgok alapjan a kdvetkez6 altalanositott
szekvenciat azonositottuk: RT/ST/SRET/STPCSLI.

Mint azt a filogenetikai torzsfa alapjan lathatjuk (5¢ abra), a lucerna KRP
fehérjéhez az Arabidopsis KRP3 és KRP4, Lycopersicon €s Euphorbia inhibitorok
mutatjdk a legnagyobb hasonlésdgot. A homoldgia ellenére kilonbségként
értékelendd, hogy a lucerna fehérje er6s PEST degradacios szignalt tartalmaz
(Pestfind érték +24.12), mig ilyen nem talalhaté meg az Arabidopsis KRP3 és KRP4-
ben. Ezen kivll sejtmagi transzport szignalt is tartalmaz a lucerna fehérje, ami
szintén hianyzik az Arabidopsis homologokban. Ezen fontos kilénbségek alapjan
allithatjuk, hogy a Medicago truncatula inhibitor egy Uj tipusi KRP fehérjecsalad
tagja, az Arabidopsis variansokkal o6sszehasonlitva. A Medicago truncatula
adatbazisban két feltételezhet6 KRP fehérje talalhatd, az egyik igen homolég az
altalunk vizsgalttal, bar csak 92 % a hasonlosag és 89 % az azonos aminosavak
aranya. Feltételezhetd, hogy ezek allélikus variansok, mivel a ,normal” azonossag
két kilonb6zd fajbdl szarmazd KRP esetében 30% kordli, illetve az Arabidopsis KRP-
k egymassal val6 azonossaga sem tobb, mint 40%. Az adatbazisban talalhatd masik

lucerna KRP csupan az elsé harom, minden KRP-ben megtalalhaté, konzervalt
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szakaszt, igen rovid és gyenge PEST motivmot (Pestfid érték +6.25) tartalmaz. A
legkdzelebbi Arabidopsis homolégja a KRP1/ICK1.

a)
kDa
KRPI (ICK1) {i} 3 B 223
N
KRP2 (ICK2) - SASSS, {3 ={Z =1} 24.0
KRP3 {4 ] 7 {3z Wi} 249
M N [
KRP4 [} {5} G e 7 A 5= H 1} 37
N
KRPS [(E {2} {a A {3 {2 W 1} 21.4
P
KRP6 773 A=z H 1] 21.6
N P N
KRS — L—3ZHTF 220
N
[ o] & 7l ] 7 e 3 e 2 W1 F
b) Motivum 1 Motivum 2 Motivum 3 Motivum 7

KRP Mt 211-PLPGRYEW 198-FMEKYNFD 182-EFEEFCAKHE 136-RSARETTPVHLI

Motivum 4 Motivum 5 Motivum 6
74-YLQLRNRR 44-SDGVRTRA 1-MGKYMKKLKSK

CDKHCr

KRP30s

KRPSAL

KRP4AL
KRPMt

KRP3At

KRP4Ee

KRP2Le

KRP10s

KRP20s

KRP1AtICKT

KRP40s
KRP2ALICK2

-L KRPBAt
KRPTAL
4‘—| Kis1Nt
His2Mt

CDKIZ 1Gm

CDKIM 1Gm

0.1

5. Abra Az ismert névényi KRP fehérjék szerkezeti folépitése és torzsfaja

a) A KRP fehérjék doménszerkezete in silico homoldgiak alapjan. A KRPMt 6sszehasonlitasa
Arabidopsis inhibitorokkal. A konzervalt szekvenciarészeket szamozott téglalapokkal (1-t6l 7-ig), a
PEST domént csikozott téglalapokkal jeldltem. A tovabbi szimbolumok jelentése: N: sejtmagi
lokalizacios szignal; P: CDK konszenzus foszforilaciés hely. A szamitott molekulatmeg (kDa) a jobb
oldalon talalhato.

b) Bar a ciklin-fligg6 kinaz inhibitorok hasonlésaga alacsony szint(, alapos in silico analizissel néhany
konzervalt régié azonosithaté bennik. llyen régidknak a lucerna inhibitor fehérjében féllelhetd
aminosav motivumait tartalmazza a panel.

c). Az ismert noévényi ciklin-fliggd kinaz inhibitorok térzsfaja, ClustalW analizis segitségével.
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7.2. A KRPMt gén kifejez6dése

A kovetkezbkben megvizsgéltuk Real-time PCR-rel a KRPMt gén
kifejez6désének szovetspecificitasat, valamint meghataroztuk azt, hogy kulénb6z6
kezelések milyen hatassal vannak a gén expresszidjara. Megallapitottuk, hogy
minden vizsgalt szévetben, illetve sejtszuszpenzidban kimutathaté a transzkriptum,
jelenléte az inteziven osztodd szovetekben valamelyest fokozéodik (la. tablazat).
Megemlitendd, hogy a sejtszuszpenziéban ennek 6regedésével parhuzamosan is
emelkedik a KRPMt gén kifejez6dése. Karakterisztikus valaszt tapasztaltunk az ABA
stresszhormon kezelésre, mivel 100 uM ABA hataséara a génexpreszié két éra mulva
az alapszint 8.6-szorosara emelkedik. Ez a magasabb mRNS szint még 1-2 nappal
késbbb is megmutatkozik, ha csdkkend intenzitassal is (1b tablazat). A NaCl (50-
300mM) kezelés szintén jelent6sen néveli a KRPMt génkifejezb6dését. 14.9-szeres
atirodasi novekedeést figyeltink meg az alacsony (50mM) sO koncentracional (1c
tablazat).

Hasonlo, bar kevésbé jelentés indukcid figyelhet6é meg az MsCPK3 gén
esetében is, az ABA hormon hatasara 3.1-szeres novekedés, a NaCl kezelésnél 6.5-

sz0ros novekedés tapasztalhato (1b-c tablazat).
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a)
Standard

Mintak Relativ mRNS szint deviacio

Csiranévény 6.5 0.31

Sziklevél 8.6 0.24

Szar 1 0.03

Levél 7.5 0.17

Virag 5.3 0.13

Gyokeér 4.0 0.18

N—éheztetés 7.5 0.32

4 napos nodulacié 2.0 0.02

14 napos nodulacio 4.6 0.13

3 napos sejtszuszpenzid 5.3 0.11

10 napos sejtszuszpenzié [6.5 0.29

b) c)

o Relativ mRNS szint NaCl konc. | Relativ mRNS szint
\d8 (ora) KRPMt (stdev) |MsSCPK3 (stdev) KRPMt (stdev) | MSCPKS3 (stdev)
05 1.5 0.08) 1.1 0.06) 50 mM 14.9 (1.31) 6.5 (0.56)
1 1.3 0.03) 12 022 100 mM 9.8 (0.18) 4.0 (0.39)
8.6 (0.36) 55 (052) 200 mM 4.9 (0.38) 4.0 (0.49)

24 6.4 031 57 048) 300 mM 4.6 (0.08) 2.8 (0.29)
48 4.3 (0.12) 3.1 (0.15)

1. Tablazat KRPMt gén kifejez6désének vizsgalata

A vizsgéalt gén mRNS szintjét real-time PCR analizissel allapitottuk meg, és az igy mért értéket
hasonlitottuk a konstitutiv MSTCTP (X98681) gén adott mintdban mért expresszidjahoz.

a) A KRPMt gén kifejez6dése kiilonbdzd szdvetekben és kiildnbdzd koru sejtszuszpenzidkban. Az
mRNS szint a legkisebb génkifejez6dést mutatd szar értékeivel normalt.

b) A KRPMt és az MsCPK3 gén atirédasa aktivalodik abszcizinsav kezelés hatasara.

Harom nappal a lucerna A2 sejtszuszpenzié passzalasa utan a sejteket 100 uM ABA-val kezeltik, a
jelzett id6pontokban mintakat vettiink. A kilénb6zd mintakban a vizsgalt gének mRNS szintjét a
kezeletlen 3 napos kontroll sejtszuszpenziéval normaltuk.

c) A KRPMt és MsCPK3 gének aktivalédasa so stressz hatasara.

NaCl-dal (50-300 mM) kezeltiik 2 6ran keresztil. A kilénb6zd mintakban a vizsgalt gének mRNS
szintjét a kezeletlen 3 napos kontroll sejtszuszpenzidval normaltuk.
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7.3. A KRPMt fehérje kélcsénhatasainak vizsgalata éleszté kettos-

hibrid rendszerben

A CDK inhibitor fehérje valészini kdlcsonhato partnereinek azonositasa
céljabol élesztd kettés-hibrid tesztelést végeztiink. Ez azért bir jelentbésséggel, mivel
tudott, hogy a CDK-k nem énmagukban aktivak, hanem a kiilénb6zé ciklin partnerek
aktivaljak 6ket, illetve a ciklinek a CDK-k szubsztratspecificitasara is hatassal vannak
(John és mtsai. 2001). Ily mdédon a megismert kélcsdnhat6 fehérjék alapjan kézelebb
kerllhetiink az inhibitor teljes funkcidéjanak megismeréséhez. Ismert, hogy az
Arabidopsis KRP fehérjék a PSTAIRE kindzzal (CDKA;1) és a D-tipusu ciklinekkel
kolcsdnhatnak, viszont a PTTLRE kindzokkal (CDKB) nem (Lui €s mtsai 2000; De
Veylder és mtsai 2001).

A kisérlet soran a KRPMt-t a kettés-hibrid konstrukciok kozil a GAL4 DNS
kotd alegységét kddolo vektorba kldnoztuk, igy kertltik el a ciklinek és mas fehérjék
esetleges zavarO transzaktivalé hatdsat, ami lehetetlenné tenné a kodlcsdnhatasok
vizsgélatat. A 6. abran a 6 ismert lucerna CDK-val (MedsaCDKA;1- MedsaCDKB2;1),
illetve a hét eddig ismert ciklinnel valo kdlcsdonhatasi matrixot lathatjuk. A fehérjéek
riportergén segitségével ellenérizhetjlk a koélcsbnhatast. A telepek adenint és
hisztidint nem tartalmazé6 taptalajon is nének, ha kapcsolat alakul ki a két fehérje
k6zott. A modszer lehetbéséget nyujt a kdélcsbnhatasok erésségének relativ
meghatarozasara: erre a B-galaktozidaz enzim mérése szolgal. A telepeken lathato

szamok ennek aktivitasat mutatjak, relativ B-galaktozidaz egységben kifejezve.
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Medsa;CDKA;1 I
Medsa;CDKA;2 -z
Medsa;CDKB1;1
Medsa;CDKB2;1|
Medsa;CDKC;1 pA
Medsa;CDKE;1
Medsa;CycB2;3 ot
Medsa;CycB2;2 |I}
Medsa;CycA2;1
Medsa;CycD3 =<
Medtr;CycD4 ==
Medtr;CycD5
Medtr;CycT;1
Transzaktivalas

6. Abra A KRPMt élesztd kettSs-hibrid matrix vizsgalata

Az éleszt6 telepek tiptofant, leucint, hisztidint és adenint nem tartalmazé taptalajon nének, jelezve a
telies hosszusagu, illetve az elsé 96 aminosavat nem tartalmazé KRP fehérje kdlcsOnhatasat a
MedsaCDKA;1-gyel, a D-tipust ciklinekkel, B-tipusu ciklinekkel és a MedsaCDKA;2-vel a csonka
KRP(97-224) esetében. A szamok a relativ 3-galaktozidaz egységben mért kdlcsdnhatasi er6sségeket
jelzik.

Mint a 6. abra szemlélteti két D-tipusu ciklin (MedsaCycD3 és MedtrCycD4)
tekinthetd a KRPMt fehérje er6sen kdlcsénhatd partnereinek, mig a kélcsénhatas
gyenge a MedsaCDKA;1 kindz és a harmadik D-tipusu ciklin (MedtrCycD5)
esetében. Erdekes modon KRPMt fehérje csonka valtozata képes volt
kolcsdnhatasba lépni olyan partnerekkel is, melyekkel a teljes hosszusagu fehérje
nem asszocialodott [Medsa;CDKA;2 kindz és két mitotikus ciklin (Medsa;CYCB2;3 és
Medsa;CYCB2;2)] (6. dbra). A Medsa;CDKA;2 kindzzal val6 kélcsonhatds nagyon
egyszerlen a kolcsdnhatas er6stdésével magyarazhatd. Bar igen érdekes a
mitotikus ciklinek kdlcsbnhatdsa a csonka KRPMt-vel, nem tudunk ra igazan
meggy6z& magyarazattal szolgalni. Megallapithatjuk, hogy a csonka KRP sokkal (7-,
illetve 2-szer) er6sebb kdlcsénhatd partnere a MedsaCDKA;1-nek, illetve a D-tipusu
ciklineknek, mint a teljes hosszusagu fehérje. Hasonld kdlcsdnhatast tapasztaltak az
Arabidopsis KRP-k esetében is (Wang és mtsai 1998). Ennek az oka minden
bizonnyal abban keresendd, hogy a KRP N-terminélisdnak hianya fokozza a fehérje
stabilitasat, mas széval valamilyen fehérje lebontast jelz6 szignal kell legyen az elsé
96 aminosavon (Zhou és mtsai 2002). Ez lehet egy ubiquitinaciés hely, vagy olyan
foszforilacios hely, melynek modositasa ubiquitinalodast vagy egyéb fehérjelebontasi

utat indukal. Ennek az eldontése tovabbi kisérleteket igényelne. Annak ellenére,
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hogy az ubiqutinalas valdszinUsithetd, ennek a bizonyitasa eddig egyetlen
laboratériumban sem valésult meg kétséget kizar6 médon. Azonban ha Arabidopsis
fehérjekivonattal a rekombinans Arabidopsis KRP2 fehérjét kezeljik, akkor lebomlik,
és ez a folyamat az MG132 nev( specifikus 26S proteoszéma inhibitorral, vagy a
CDK inhibitor olomucinnal gatolhat6 (Verkest és mtsai 2005). Ezek a kisérletek sok
érdekes kovetkeztetés levonasat teszik lehetévé. Az egyik ezek kdzll az, hogy az in
silico doménkereséssel nem minden esetben jutunk kozelebb a célhoz, hiszen a
KRP1 esetében, ahol in planta bizonyitott az N-termindlis régi6 szerepe a fehérje
lebontasaban, ez sem PEST motivumot, sem CDK foszforilaciés konszenzus helyet
nem tartalmaz. A KRP 2 esetében, ahol legaldbb in vitro bizonyitott, hogy a
lebontasban mind az ubiquitindlédasnak, mind a foszforilacionak szerepe lehet,
taldlhatunk ugyan PEST motivumot, de nem azonosithaté CDK foszforilacios
konszenzus szekvencia, ami megmagyarazhatna a CDK kinaz szerepét ebben a
folyamatban. A KRPMt fehérieben szintén nem prediktalhatdo CDK konszenzus
foszforilacios hely. Azonban, mint majd a késébbiek soran lathatjuk, bar az N-
terminalis 96 aminosav hianya nincs hatassal az inhibitor hatasra. Ez a régio
tartalmaz ,in vitro” foszforilacios helyet, amit kisérleteinkben mind a CDKA;1/A;2,
mind a CDKB1;1 és CDKB2;1 kindzok félismertek, és ugyancsak képes foszforilalni

az CPK3Ms kalcium-figgb fehérje kinaz.

7.4. A rekombinans KRPMt fehérjéevel egyalitt tisztithatok a CDKA és
CDKB kinazok is

A kllénb6z6 CDK-ciklin kdlcsdnhatasokat elemezve korabban megéllapitottuk,
hogy a Medsa;CYCD4 erds kélcsonhatdé partnere mindkét B-tipusi CDK-nak
(Mészaros és mtsai 2000). Az el6z6 fejezetben ismertetettek alapjan megallapithatd,
hogy a D-tipusu ciklinek mindegyike kélcsénhat a KRPMt-vel, azaz logikus volt
valamiféle indirekt kolcsbnhatast foltételeznink a B-tipusi CDK-k és az inhibitor
fehérje kozott. Ennek eldontésére egy pull-down vizsgéalatot végeztink, melynek
segitségével azt elemeztik, hogy az amino-terminalisan taggelt Hise-KRPMt agyhoz
kotve milyen CDK tipusokat képes megkdtni. A kisérlet azzal az eredménnyel
szolgalt, hogy minden vizsgalt CDK KRPMt-hez val6é koétédését képesek voltunk
kimutatni (7. abra). Erdekességként megemlitendd, hogy a Medsa;CDKB2;1, ami a
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Medsa;CYCD4 leger6sebb kélcsénhaté partnere, gyakorlatilag kvantitativan
tisztithato a teljes A2 szuszpenzidbdl. A Medsa;CDKB1;1 esetében olyan poliklonalis
ellenanyag allt rendelkezésiinkre, ami két hasonld méretl fehérjét is felismer a teljes
extraktumban. Ebben az esetben a kisérlet azzal az eredménnyel is jart, hogy
sikerult bebizonyitani: az eredeti predikcié szerint is a kisebb molekulatémegu fehérje
lehet a valédi Medsa;CDKB1;1 kindz, mivel az KRP agyon mar csak ez marad kotve
a mosasokat kovetden. Szintén emlitést érdemel a Medsa;CDKA;1/A;2 esetében
megfigyelt hattér az elb6zbleg telijes élesztd sejtkivonattal telitett agyon, melynek
jelenléte arra is utalhat, hogy a kett6s-hibrid kdlcsénhatas nem szikségszerien
k6zvetlendl jon létre, hanem egy élesztd sajat ciklinén keresztil. Megvizsgaltuk,
hogy vajon az ily modon izolalt CDK-k aktivak-e, és valéban képesek voltunk gyenge
hiszton H1 foszforilaciot kimutatni az agyhoz kotott fehérjefrakcidval.

50 Lig A2 Ni-NTA NI NTA 50 ug A2 Ni.NTA Ni-NTA  50ug A2 Ni-NTA Ni-NTA

fehérje RPMt fehérje KRPMt feherle KRPMt
CDKA1 1 CDKB1 1 CDKBZ 1

7. Abra A KRPMt fehérjével kdlcsdénhaté CDK-k immunoblott vizsgéalata

KRPMt pull-down kisérlettel kimutathaté, hogy a rekombinans KRPMt fehérje kdlcsénhat mind az A,
mind a B-tipusi Medicago CDK komplexekkel. (Ni-NTA= Ni-NTA-Sepharose teljes éleszté fehérje
kivonattal telitve; KRPMt Ni-NTA = Ni-NTA-Sepharose-hoz kétott KRPMt)

7.5. A KRPMt fehérje gatlé hatasa fiigg a gatolt kinazkomplextél in

vitro

Sok kilénbdzd kisérletben bizonyitottak korabban, hogy a KRP fehérje képes
gatolni a p13! vagy pl0°FS™™.kotott kindzok hiszton H1 foszforilald aktivitasat
(Wang és mtsai 1997; Lui és mtsai 2000; De Veylder és mtsai 2001). Ezeknek a
kisérleteknek minden szépséguk ellenére jelentés hatranyuk, hogy a SUCH1, illetve a
CKS1 altal tisztitott komplexek feltehetbleg tartalmazzak mind a PSTAIRE, mind
pedig a PTTLRE kinazokat, s6t egyéb kinazok jelenléte sem kizart. Ezért mi azt a
megkozelitést alkalmaztuk, hogy kiilénb6zé CDK és ciklin ellenanyagok segitségével
immunoprecipitadltuk az egyes kindz komplexeket A2 lucerna szuszpenziobol és

vizsgéltuk a KRPMt fehérje ezekre gyakorolt hatdsat. Amint ez a 8. abran is lathat6 a

53



Kisérleti eredmények

p13%'°tkotott frakcid és a PSTAIRE kinaz par (Medsa;CDKA:;1/A1;2) gatlasa nagyon
hasonld volt mind a két alkalmazott inhibitor koncentraciéban.

a) 449 b) 140

120 - 120

-
=]
=4

1

=]
=
i

80

Relativ kinaz aktivitas (%)
|
Relativ kinaz aktivitas (%)

0

pi3suct  Medsa; =~ Medsa; = Medsa; = Medsa; ~ Medsa; B Hiszton H1 =~ MsRBR
CDKA;1/A;2 CDKB;1:1 CDKB;2;:1 CYCAZ1 CYCB2

8. Abra A rekombinans KRPMt fehérjének eltéré hatasa van az egyes kinaz komplexekre

a) A KRPMt képes gatolni, vagy esetenként aktivalni a killénb6z6 kinaz komplexeket az in vitro kinaz
vizsgélatokban. A hiszton H1 foszforilaciés aktivitasokat 10 pmol (fekete oszlopok), illetve 50 pmol
(szlirke oszlopok) KRPMt jelenlétében vizsgaltuk és az eredeti, KRPMt inhibitorral nem kezelt kinaz
aktivitisok szazalékaban abréazoltuk. A vizsgalt komplexeket p13*“* —Sepharose &gy, illetve az x
tengelyen foéltiintetett CDK, illetve ciklinek ellen termeltetett ellenanyagok segitségével tisztitottuk.

b) A Medicago retinoblasztéma-homolog-fehérje (MSRBR) szubsztratként térténd foszforilacidja a
Medsa;CDKAL;1/A1;2 kinaz komplex felhasznalasaval hasonlé mértékben gatolhaté a rekombinans
KRPMt fehérjével, mint a hiszton H1 foszforilaciéja

A meglepd és tovabbgondolast igénylé eredmény az volt, hogy a
Medsa;CDKB1;1 komplexet nem gatolta, sét bizonyos kisérletekben aktivalta a
KRPMt fehérje jelenléte. A Medsa;CDKB2;1 mitotikus kindz volt a legérzékenyebb az
inhibitor fehérje jelenlétére, 50 pmol inhibitor elegend volt ahhoz, hogy a hiszton H1
foszforilacios képesség 90%-at megszlintesse.

A ciklin ellenanyagokkal precipitalt komplexek kozil az anti-Medsa;CYCB2-vel
tisztithatd aktivitdsra nem volt hatassal, az anti-Medsa;CYCA2,1-vel tisztul6 kinaz
aktivitast pedig viszonylag kis mértékben csokkentette az inhibitor fehérje. Raadasul
megigyelhetjik, hogy a gatlas fuggetlen az alkalmazott inhibitor koncentraciojatol.

Megvizsgaltuk azt is, hogy hogyan viselkednek a kilénb6zé kinazok a
sejtciklus kildnbdzb szakaszaiban, oly moédon, hogy S-fazisban, illetve G2/M-
fazisban lévé sejtekbdl tisztitott kinaz komplexeket gatoltunk KRPMt-vel (2 tablazat).
Hiszton H1-et hasznalva foszforilacios szubsztratként, a G2/M-fazisu sejtekbdl anti-
Medsa;CYCAZ2 ellenanyaggal immunoprecipitalt kinaz komplexet jelentésen gatolta a
rekombinans KRPMt fehérje. Errél a ciklinr6l tudott, hogy a Medsa;CDKA;1
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kolcsbnhato partnere (Roudier és mtsai 2000). Ezzel szemben az S-fazisu sejtekbdl
tisztitott komplex nem reagalt az inhibitor fehérje jelenlétére. Az anti-
Medsa;CDKA;1/A;2 esetében is a G2/M fazisu sejtekbdl izolalt fehérjék bizonyultak
érzékenyebbnek, ugyanakkor 24%-os gatlas volt megfigyelheté az S-fazisu sejtekbdl
izolalt komplex esetében is. Hasonlé eltérések figyelheték meg a p107 RB C-
termindlis doménjének foszforilacidja soran is. Lé&thatd, hogy a human
retinoblasztdéma fehérje foszforilacioja minden esetben érzékenyebb volt a gatlasra,
kiveve az anti-Medsa;CYCA2 ellenanyaggal G2/M-fazisu sejtekbél tisztitott kinaz
aktivitasat (2. tablazat).

Mivel a retinoblasztoma-homolég fehériék (RBRk) elsédleges foszforilacios
célmolekuldi a CDK-knak, megvizsgaltuk a rekombinans MsRBR foszforilacidjanak
véltozasat KRPMt jelenlétében. Mint a 8b abra mutatja, hogy a lucerna RBR fehérjét
a hiszton H1 szubsztrathoz hasonléan foszforiladlja a vizsgalt Medsa;CDKA;1/A;2
kindz, és a KRPMt gatlo hatasa sem tér el a hiszton H1 esetében tapasztalttol.

Ezek az eredmények mutatjak, hogy in vitro a KRPMt inhibitor fehérje
kuldnb6zoképpen modositja az egyes kinazok, illetve kinaz komplexek aktivitasat. Ez
azt jelezheti, hogy az inhibitornak Osszetett szerepe van, és képes a kuloénb6z6

szerepl sejtciklus regulatorokat kiilonb6z6 mddon szabalyozni.

Relativ hiszton H1 Relativ p107 Rb
Az immunoprecipitalt kinazkomplexek  [foszforilacié 50 pmol KRPMt [foszforilacié 50 pmol
gétlésa jelenlétében KRPMt jelenlétében
Medsa;CycA;2-kotott kinazok. S-fazis
(G1=21%; S=74%; G2=5%)* 95% 78%
Medsa;CycA;2-kotott kinazok. G2/M-fazis
(G1=10%; S=10%; G2=80%; M=24%)* 48% 87%
Medsa;CDKA;1/A;2 S-fazis
(G1=21%; S=74%; G2=5%)* 76% 48%
Medsa;CDKA;1/A;2 G2/M-fazis
(G1=10%; S=10%; G2=80%; M=24%)* 36% 23%

2. Tabldzat A KRPMt gétlo hatdsa a sejtciklus kiilonb6z6 szakaszaiban

A rekombinans KRPMt fehériének er6sebb hatasa van a G2/M-fazisu sejtekbdl izolalt kinaz
komplexekre, mint az S-fazisu sejtekbdl tisztitottakra. A hiszton H1 és p107Rb foszforilaciés kisérletek
soran  kilonb6zd kinazokat ftisztitottunk anti-Medsa;CYCA2;1 és anti-Medsa;CDKA;1/A;2
ellenanyagokkal, szinkronizalt Medicago A2 sejtekbdl.

*A klldnb6z6 sejtfazisokban [év6 sejtek ardnyat aramlasos citometriaval, illetve mitotikus index
szamitasaval hataroztuk meg.
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7.6. A KRPMt foszforilalasa egy kalmodulin-szerii domén fehérje

kindz (MsCPK3) altal fokozza annak gatl6o hatasat

Az aminosav sorrend informaciok alapjan tdbb Arabidopsis (KRP5, 6) és
Chenopodium KRP varians esetében De Veylder és mtsai (2001) CDK konszenzus
foszforilacios helyeket mutattak ki a fehérjék N-terminalis szakaszan. A kézelmultban
ugyanez a csoport bizonyitotta be, hogy a p10“*** 4ltal tisztitott CDK komplexek
képesek foszforilalni az Arabidopsis KRP2 inhibitort (Verkest és mtsai 2005). CDK
konszenzus foszforilacids szekvencia in silico nem talalhaté a Medicago inhibitorban,
csakugy, mint a KRP2At-ben sem. Ezen adatok, illetve a kinazreakciok ,masodlagos”
eredményei alapjan azonban tudtuk, hogy a konszenzus szekvencia hianya dacara,
a lucerna CDK-k in vitro foszforilaljak a KRPMt-t.

Csoportunk korabbi eredményei alatamasztottak azt a feltételezést, hogy a
CPK-k (kalcium-fiiggd fehérje kinazok) lehetnének az 6sszekotdk a Ca?*-jelatvitel és
a sejtosztédas szabalyozasa kozott (6sszefoglalva: Dudits és mtsai 1998). A lucerna
inhibitort kddold cDNS izolalasat és rekombinans fehérje tisztitasat kdvetben
lehetbvé valt a kdvetkezd hipotézis tesztelése: a CPK képes-e foszforilalni a KRPMt-
t, és ez vajon modositja-e az inhibitor aktivitasat? Amint ezt a 9. abran lathatjuk, a
kalmodulin-szeri domén fehérje kinaz (MsCPK3) foszforilalja a rekombinans KRPMt-
t. Az 1 o6ras kinaz reakci6é soran a CPK koérilbelll a teljes fehérjemennyiség 0.2%-at
foszforildlta (9a &bra). A MsCPK3 ATP és Ca*'-fliggé KRPMt foszforilacioja
jelentésen csokkenti az immunoprecipitédlt Medsa;CDKA;1/A;2 komplex hiszton H1
szubsztraton mutatott kindz aktivitasat (9b abra). A foszforilalatlan és foszforilalt
KRPMt inhibicids képességének 6sszehasonlitasabdl vildgosan kitlinik, hogy ez a
poszttranszlacids modositds drasztikusan emeli a KRPMt gatlé hatasat.
Természetesen a nem foszforilalt rekombinans fehérje is aktiv a kinazreakciok soran,
de a foszforilacié6 mar kis koncentraciok esetén is biztositja a maximalis gatlast (9c
abra). Ugyanigy elmondhatd, hogy a viszonylag kis mennyiségi foszforilalt KRPMt is

képes erre (9d abra).
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9. Abra A Ca2+-fﬁgg(5 fehérje kinaz (MsCPK3) foszforilalja, ezzel aktivalja a KRPMt-t

Az aktivacid hatdsa az immunoprecipitalt Medsa;CDKA;1/A;2 komplex csokkent hiszton H1
foszforilaciés képességében mutatkozik meg.

a) A beépllt radioaktivitas kvantifikalasa és autoradiogramm.

A KRPMt fehérjét foszforildlja az MsCPK3 kinaz. Egyéranyi inkubalas soran a rekombinéns fehérje 0.2
%-a foszforilalédott.

b) Az el6foszforilacié okozta aktivalas autoradiogrammon.

Az MsCPK3 Ca**-fiiggd fehérje kinaz ATP és Ca”*-fliggé modon foszforilalja a KRPMt (40 pmol), ez a
poszt-transzlaciés modositas jelentésen ndveli a fehérje gatldé képességét.

c) A KRPMt koncentracio és foszforilacio fliggd gatldé hatasa.

Az el6foszforilalt KRPMt erdsebb gatlé hatast mutat mar kis mennyiségek esetében is (fekete
oszlopok). A szirke oszlopok a killénbdz6 mennyiségli nem el6foszforilalt KRPMt hatasat mutatja.

d) Az MsCPK3 altali foszforilacié gyorsan aktivalja a KRPMt (40 pmol) inhibitor funkciojat, amely mar 5
perc utan eléri a maximalis értékét.

7.7. A KRPMt foszforilacioja

Mind az A, mind a B-tipusu CDK-k képesek foszforilalni a rekombinans KRPMt
fehérjét, annak ellenére, hogy in silico nem jel6lhetd meg benne egyértelmi CDK
konszenzus szekvencia. Az in silico predikcié és a gyakorlat ellentmondasos voltat
Arabidopsis KRP-k esetében is kimutattam mar, és hasonl6 kettésség jellemzé a

sejtmagi lokalizaciés szignal jelenlétére, illetve hianyara is, mint ezt az irodalmi
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attekintésben is emlitettem. Kisérleteink egy nagyon jelentds részét forditottuk,
kezdetben csekély sikerrel, a KRPMt foszforilacios helyének meghatarozasara.
El6szér a CPK altali foszforilacié helyét probaltuk MALDI témegpektrometrias
analizissel meghatarozni. Sajnos ez a kétdimenzids gél-elektroforézissel tisztitott
foszfo-fehérje esetében nem sikerilt. Ezek utdn foszfo-peptid térképezést
alkalmaztunk, annak reményében, hogy ily moddon legaldbb azt sikerll
bebizonyitanunk, hogy a CDK-k, illetve a CPK a varakozasoknak megfeleléen két
kulonbdz6 helyen moédositja a fehérjénket. A rekombinans KRPMt fehérjét inkubaltuk
a két kilénb6dzd kinazzal, majd a foszforilalt fehérjét gélbdl izolalva, tripszinnel
emeésztettik és vékonyréteg elektroforézist, valamint vékonyréteg kromatografiat

végeztink vele. (10. abra)

MsCPKa3 altal foszforilalt MedsaCDKA;1/A;2 altal foszforilalt
+ KRP Mt peptidek térképe i KRP Mt peptidek térképe

1
e 2. .3

Vékonyreteg kromatografia
—
Vékonyréteg kromatografia

Start Start

Vékonyréteg elektroforézis Vékonyréteg elektroforézis

10. Abra A két kiilonb6z6 kinazzal (MsCPK3 ill. MedsaCDKA;1/A;2) foszforilalt KRPMt foszfo-
peptid térképe

A rekombinans foszforilalt fehérjét gélbdl izolalva tripszinnel hasitottuk, majd cellul6z vékonyrétegen
el6szor elektroforetizaltuk, majd vékonyréteg kromatografaltuk.

Ez a térképezési eljaras azonos képet mutatott a két kindz esetében, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy két kdzeli aminosavon torténik a foszforilacié. Ennek
eldontésére a foszforilalt foltokat” izolaltuk, és s6savval hidrolizalva foszfo-aminosav
térképezést végeztink. A 11. &bran lathatdé, hogy bar ebben sem sikerdlt
kilénbséget kimutatni, az azonban egyértelmien megallapithatd, hogy minden
foszforilalt aminosav szerin. Kovetkezésként levonhatd, hogy mind az A-tipusu CDK,

mind a CPK egy, vagy esetleg tobb szerinen foszforilalja a KRPMt-t.
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11. Abra A KRPMt foszforilaci6ja soran kapott foszfo-peptidek foszfo-aminosav térképe

Az el6zd abran lathatd foszfo-peptideket izolaltuk, majd sdsavval hidrolizaltuk. A foszfo-peptidek
aminosavainak vékonyréteg kromatogafias elvalasztasa alapjan megallapithatd, hogy minden peptid
szerin foszforilaciot tartalmaz.

El6zetes kinazreakciok eredménye azt mutatta, hogy mig a teljes hosszusagu
KRPMt fehérje jol, addig az, élesztd kettés-hibrid kisérletbél szarmazd csonka
KRPMt(97-223) fehérje egyaltalan nem foszforildlhatdé a két kindzzal. Ez az
informaci6 adott lehetéséget a tovabbi in silico analizisre.

Mivel tudtuk azt, hogy a CPK képes folismerni a PKC konszenzus szekvenciakat,
ezért megvizsgaltuk az esetleges PKC konszenzus motivumok jelenlétét a
fehérjénkben. A keresés harom ilyen szekvenciat eredményezett:

S-91 RQHSAKR

T-134 AEDTERS

T-160 RPITRRT

Ezek alapjan kijelenthetd, hogy egyetlen olyan foszforilacios hely van, ami
szerin (tehat megfelel a foszfo-aminosav elemzés eredményének) és a 97. aminosav
elétt talalhatd (igy nem talalhatd meg a nem foszforilalhatd, N-terminalis csonka
fehérjében). Annak a bizonyitdsara, hogy ez a szerin a foszforilacio helye
elkészitettik a KRPMt(88-223) rekombinans fehérjét és a 12a abran bemutatott
foszforilaciot kaptuk. Megallapitottuk tehat, hogy a RQHSAKR motivum szerinjét az
A-tipusid CDK, illetve az MsCPK3 is képes foszforillni. Ezek utan Kunkel

mutagenezissel a 91. pozicidban |év6 szerint mutaciét hordoz6 primereket
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felhasznald6 PCR és Dnpl restrikcios enzim segitségével aszparaginsavra,
glutaminsavra, illetve alaninra cseréltiik. A 12a-b abran lathatjuk, hogy a CDKA;1/A;2
illet MsCPK3 is csupén a teljes hosszusagu, illetve 88-223 aminosavat tartalmazé
KRP fehérjét képes foszforilalni, de a pontmutéciot tartalmazo fehérjéket, illetve a 91.
szerint nem tartalmazé KRPMt(97-223) nem.

a) b)

. KRPMt KRPMt(88-223) KRPMt(97-223) KRPMt KRPMt KRPM{ KRPM{ KRPMt KRPMt Hiszton
& o : : 91A 91D  91E  (g8-223) (97-223) HA

c)

Hiszton KRPMt KRPMt KRPMt KRPMt KRPMt KRPMt
91A 91D 91E  (88-223) (97-223)

: 3 ¥
- A : T

12. Abra A kiilonb6z6 hosszGsagi KRPMt fehérjék, illetve a mutansok foszforilaciéjanak
vizsgalata

a) A MedsaCDKA;1/A;2 foszforilalja a teljes hosszlUsagu és a 88-223 aminosavat tartalmazé KRPMt
fehérjét, de nem a KRPMt(97-223) delécibs valtozatot.

b) A MedsaCDKA;1/A;2 nem foszforilalia a 91. szerin helyett alanint, aszparaginsavat, illetve
glutaminsavat tartalmazé mutans KRPMt fehérjéket.

¢) A MsCPK3 nem foszforilalja a 91. szerin helyett alanint, aszpartatot, illetve glutamétot tartalmazé6
mutans KRPMt fehérjéket, valamint a KRPMt(97-223) fehérje szakaszt, azonban szubsztratja a teljes
hosszlsagu és a 88-223 aminosavat tartalmazé KRPMt fehérje.

d) A MedsaCDKA;1/A;2 kinaz Hiszton H1 és MsRBR foszforilaciés aktivitasanak gatlasa.

A KRPMt 91. szerinjének aszparaginsavra torténé cseréje mar kis koncentracional is jelentésen
fokozza a fehérje aktivitdsat. Az abran lathat6 hiszton H1 foszforilacié kvantitalasa utan megallapithato
az, hogy a kontrollhoz képest milyen mértékben csdkken a kinaz aktivitds (10pmol KRPMt: nincs
valtozas (100%), 10pmol KRPMt (91D): 55 %. 50pmol KRPMt: 58%, 50pmol KRPMt(91D): 46%).
Hasonlo, bar kisebb erésségli az RBR fehérje foszforilacidjara gyakorolt gatlas is.

Az elBszor elkészitett 91. aszparaginsavat tartalmazé mutansrél sikeresen
bebizonyitottuk, hogy a varakozasoknak megfeleléen foszforilaciot mimikald
mutansként viselkedik, azaz er6sebben gatolja a MedsaCDKA;1/A;2 komplexet, mit

az eredeti 91. poziciéban szerint tartalmazo fehérje (12d abra).
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13. Abra A vad tipusu illetve a kiilénb$z6 mutans KRPMt-k MedsaCDKA;1/A;2 komplexet gatlo
hatdsa
10 pmol (fekete oszlopok), illetve 50 pmol (sziirke oszlopok) rekombinans fehérje hasznalata esetén.

A 13. abréan jol lathato, hogy a varakozassal ellentétben a 91. szerin alaninra
valo cseréje is fokozta a gatlast, holott ennek elvileg egy ,dominans negativ”
mutacionak kellene lennie. Ezek alapjan sajnos nem lehetiink egészen biztosak
abban, hogy nem a bakteridlisan expresszalt fehérjék szerkezeti és tisztitasi
kilénbségeibdl addédik az a valtozas, amit mi a foszforilacio mimikalasanak vélink.
Megemlitendd, hogy a leginkabb oldhaté, legkdnnyebben termeltethet6 és tisztithatd
fehérje éppen a 91. pozicidbban glutaminsavat tartalmaz6 KRPMt varians. Ennek
ellenére kijelenthetd, hogy a 91. szerin egy kiemelkedéen fontos szereppel

rendelkezd, és mindkét vizsgalt kinaz altal foszforilalhaté aminosav a molekulaban.
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8. EREDMENYEK ERTEKELESE

Az el6zbekben bemutatott kisérleti eredmények bizonyos, a tovabbiakban
részletezendd elbkisérletek, valamint az irodalmi attekintésben is emlitett ismeretek
alapjan kovetkeztetéseket vonhattuk le a KRPMt fehérjével, illetve &ltalanossagban a
névényi sejtciklussal kapcsolatban.

Mai tudasunk alapjan biztosan allithatjuk, hogy a CDK inhibitorok kézponti
szerepet jatszanak a sejtciklus szabalyozasaban, a sejtméret kialakulasaban, az
endoreduplikacidban, a programozott sejthalalban, és a kilénbdz6 szervek, mint a
levél a virdg kialakulasdban (Wang és mtsai. 2000; De Veylder és mtsai 2001,
Schnittger és mtsai 2003). Ugyanigy ismert az a tény is, hogy a D-tipusu ciklinekkel
nem csak kolcsénhat a fehérje, de képes revertalni a D-tipusu ciklint tualtermel®
novenyek fenotipusat (Jasinski és mtsai 2002b). A fentiekben bemutattuk egy
Medicago CDK inhibitor fehérje izolalasat és részletes jellemzését. Osszehasonlitva
a leginkabb jellemzett Arabidopsis KRP-kkel, sok hasonlésagot, illetve néhany
kulonbséget, vagy Ujdonsagot allapithatunk meg. Az aminosav homoldgiak alacsony
szintje, illetve az, hogy feltételezhetéen a KRP-k igen fontos szerepet jatszanak a
ndévények differencialddasaban (ami alapjan koénnyen elképzelhet, hogy a
klénb6z6 struktarak mogoétt valdédi névényfejlédési stratégiak kodzti kilénbségek
vannak) nagyon megnehezitik azt, hogy egyes KRP-ket megfeleltessiink egymasnak.
Megéallapithatd azonban, hogy a KRPMt egy olyan (j inhibitor fehérje, amely
leginkabb a KRP4At-hez hasonlit strukturalisan, de olyan fontos motivum, mint a
degradacioban szerepet jatszé PEST motivum hianyzik az Arabidopsis
megfelel6jébdl. Ez a kuldbnbség azért is fontosnak tekinthetd, mert mas Arabidopsis
KRP-kben, mint példaul a KRP5At, megtalalhatok ez a motivum. A KRP5At azonban
sok mas szempontbdl tér el: lényegesen rovidebb, a konzervalt motivumok
elhelyezkedése is tavolabb all a KRPMt-tél, valamit hianyzik beléle az altalunk Gjonan
azonositott hetedik aminosav motivum (5a abra). A filogenetikai fa alapjan (5c abra)
azt mondhatjuk, hogy az altalunk vizsgélt fehérje, az Arabidopsis KRP-k kevéssé
jellemzett fehérjéihez kozeli szeparalt dgon helyezkedik el. Valésziniileg ennél a
fehérje csaladnal még a megszokottnal is nagyobb o6vatossaggal kell kezelnink a

szamitdégépes predikcidkat, mert, mint lattuk az Eredmények és az Irodalmi attekintés
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fejezetekben is, szamtalan azonositott motivumrél kidertlt azok nem esszencialis
volta, illetve a foszforilacio esetében is megallapithatd, hogy a CDK konszenzus
szekvencia hianyabdl nem kovetkezik, hogy a KRP-k ne lennének kiting
szubsztratjai a névényi CDK-knak.

A gének expresszigjanak vizsgalata gyakorta kozelebb visz a funkciéjuk
megértéséhez. igy példaul régrél tudott, hogy az Arath;KRP1/ICK1 gén az ABA
stresszhormon hatasara megnévekedett mMRNS szintet mutat (Wang és mtsai 1998).

Hasonl6 eredményeket kaptunk mi is a Medicago inhibitor gén esetében (1b
tablazat). Azt tapasztaltuk, hogy 3 napos A2 sejtszuszpenziét 100 uM
abszcizinsavval kezelve a masodik 6rdban mar csaknem nyolcszorosara emelkedett
az mRNS szint. Nem meglep6 az sem, hogy a sé-stresszre is jelentésen emelkedett
a KRPMt expresszios szintje, mintegy tizenttszoérdés mértékben. Ugyanakkor meg kell
emliteni, hogy az ozmotikus stresszt mimikalé PEG kezelésre csak alig emelkedett a
KRPMt expresszios szintje.

Tudjuk, hogy az abszcizinsav (ABA) sokféle stressz szignal kodzvetitésében
részt vesz, tobbek kdzott az ozmotikus- €s so-stresszében is (Chinnusamy 2004). A
mi csoportunkban kerilt bebizonyitasra, hogy mig a szintetikus auxin és kinetin
kezelés képes volt a levelkorongokban a CDK aktivitas igen jelentés mértéki
novelésére, addig ezt a hatast 50uM ABA gyakorlatilag teljesen megszintette
(Mészaros és mtsai 2000). A KRPMt expressziés ndvekedése a stresszhormon
hatasara, illetve az ABA kinaz aktivitdsra gyakorolt hatdsa kozotti 6sszeflggeés
alapjan onként addédik a foltételezés, hogy a sok egyéb faktor kozul, melyek
alkalmasak lehetnek arra, hogy a kinaz aktivitast csokkentsék talan, a KRP az egyik
legmegfelelébb. A kiUlonbdzb6 szdvetekben mérhetdé KRPMt mRNS szintekbdl
messzemend kovetkeztetésekre nem juthatunk. Azt mindenesetre a lucerna inhibitor
esetében is megallapithatjuk, hogy a differencialt szévetekben is viszonylag jelentés
mennyiségben termelédik kuldndsebben erés szdvetspecificitdas nélkil. Ehhez
kapcsolodoan egy érdekes expressziOs vizsgalat eredményeit emliteném meg,
melyek véleményem szerint jelentésen hozzajarulhatnak a jovében a KRP-k
szerepének pontosabb megértéséhez. Gentben, Dirk Inzé professzor intézetében
végzett kutatomunkam egyik f6 feladata volt a rizs Ujonan azonositott, alapvetd

sejtciklus  génjeinek vizsgélata, kvantitativna. PCR segitségével. Az egyik
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legérdekesebb eredmény szamomra az volt, hogy mig a szinkronizalt rizs
szuszpenzidban gyakorlatilag semmi igazan érdekes adat nem sziletett a rizs KRP-
kkel kapcsolatosan, addig ett6l teljesen eltér6 eredményt kaptunk a levél
differencialodast modellez6 kisérletiinkben. llyen vizsgalatokhoz a rizs levél egészen
kivald modell, mivel egy 10 cm-es levél esetében az elsé centiméter teljesen
merisztematikus, gyorsan 0szt6do sejtek halmaza, a mésodik keverten tartalmazza a
mar differencialodott és még osztédd sejteket, majd a késbbbiekben az egyre
régebben differencialodott sejtek talalhatok. A klasszikus sejtciklus gének, mint a
CDK-k, ciklinek és a CKS mindegyike igen magas génkifejez6dést mutat a
merisztematikus zOnaban, és ez az expresszid innen tavolodva exponencialisan
csokken. A KRP-k esetében viszont azt talaltuk, hogy a merisztémaban is jelentés a
kifejez6désik: ennek magyarazata az lehet, hogy a jelentds osztédasi kapacitas
esetén minden, ebben szerepet jatszé fehérjét viszonylag nagy mennyiségben kell
termelni, vagy azért, hogy a sejtciklus progressziojat biztositsa, vagy azeért, hogy
ezeket a nagy mennyiségben jelenlévd ,pozitiv’ regulatorokat kordaban tartsa. A
masodik centiméteres szegmensben, ahol a sejtek differenciaciéja megindul, a KRP-
k expresszidja legalabb haromszorosara n6 (KRPA3). Ez az eredmény teljesen
dsszhangban van azzal, hogy itt a vizsgalt CDK-k és ciklinek szintje 6tddére-tizedére
csokken. Ha a rizs sejtciklus gének kilénb6zd csaladjainak 6ssz-mRNS szintjét
hasonlitjuk 6ssze, akkor megallapithatd, hogy mig merisztematikus levélsejtekben és
a rizs sejtszuszpenziéban a CDK-k és ciklinek expresszidja 5-6-szor magasabb, mint
a KRP-¢, addig a méasodik centimétertél a KRP-k mRNS szintje mar magasabb a

tobbi sejtciklus génénél (14. abra).
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14. Abra A rizs kdzponti sejtciklusgénjeinek transzkripcioja fiatal rizs levél egy centiméteres
szakaszaiban

Az eredményeket real-time PCR mddszerrel, 10 cm hosszu levélbél izolalt szegmensek vizsgalataval
kaptuk.

A sejtciklus kutatas egyik fontos dogmaja, miszerint a CDK-k aktivitdsat és
szubsztratspecificitasat is a veluk kolcsonhat6 ciklinek hatarozzdk meg. A ciklinek
mellet azonban batran megemlithetjik a KRP-ket is, mint olyan fehérjéket, melyek
legaldbb az aktivitast képesek befolyasolni. A kdlcsonhatdsok foltérképezésére az
élesztd kettés-hibrid, valamint a pull-down kisérleteket hasznaltuk. Mar az elsé KRP
izolalasa soran vilagossa valt, hogy a fehérje a CDKA, valamint a D-tipusu ciklinek
kolcsbnhato partnere (Wang és mtsai 1998). Ehhez hasonléan a teljes hosszUsagu
lucerna inhibitor fehérje is képes koélcsdnhatni a MedsaCDKA;1-gyel, valamint a
harom altalunk koraban izolalt D-tipusu ciklinnel. Kettés hibrid rendszerben a teljes
hosszusagu KRPMt nem mutat mérhetdé asszociaciét sem a lucernaban talalhato
masik PSTAIRE kindzzal (a MedsaCDKA;2-vel), sem a B-tipusu CDK-kal vagy tébb
vizsgélt ciklinnel (A-, B-, T tipus). Ezek az eredmények nem meglepbek, ha
0sszehasonlitjuk az egyéb noévéenyi KRP-kkel kapott eredményekkel. A KRPMt(97-
223) N-terminalisan csonkolt, az eredeti kettds-hibrid szlirésbdl szarmazo6 fehérje
jelentésen erdésebb koélcsdnhatast mutat a MedsaCDKA;1-el, illetve a D-tipusu
ciklinekkel is (7-szer , illetve 2-10-szer) (6. abra). A teljes hosszusagu fehérje
kdlcsénhatasi er6ssége ezekben az esetekben épp az érzékenység hataran lehet.

Ez az oka annak is, hogy a masik PSTAIRE kindzzal (a MedsaCDKA;2-vel) csak a
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KRPMt(97-223) fehérje adott detektalhaté kblcsdnhatast. Bar a CDKB-kkel, valamint
az A- és T-tipusu ciklinekkel a csonka KRPMt sem hatott kdlcson, a B-tipusu
mitotikus ciklinekkel erb6s asszociaciot detektaltunk. Ennek az eredménynek az
értékelése, bar a jelenség fontosnak tlinik, sajnos meghaladja a tudasunkat.
Mindenesetre itt megemlitem, a csonka, illetve teljes hosszlUsagu KRPMt gétlo
hatdsa kozott nem talaltunk kuloénbséget egyetlen kindzkomplex esetében sem,
kivéve a ciklin ellenanyaggal (anti-Medsa;CYCB2-vel) tisztithatd aktivitas esetét. Itt a
teljes hosszusagu inhibitor nem mutatott mérhetd effektust, mig a KRPMt(97-223)
rekombinans fehérje, ha kis mértékben is (65% maradék aktivitas), de gatolta azt.

Megemlitend® furcsasag az is, hogy a szakirodalomban ko6zolt KRP-k
izolaldsa soran nagy gyakorisaggal kaptak hasonld, ,csonka“ valtozatot, ami utalhat
arra is, hogy ezek létez6 ,splicing” variansok. Ez utébbi mellett szél az, hogy rizs
adatbazisokban 5 flggetlen EST talalhatdé egy olyan KRP-re, ami csupan 86
aminosav hosszu, és ezek mindegyike szarazsag-indukalt cONS konyvtarakbol kerult
izolalasra. Elképzelhetonek tartom ezek alapjan, hogy létezzen a KRP-knek egy
veészféek” szerepe, ami minden CDK-t a ciklin partnertél figgetlenil gatol. Oly médon,
hogy egyrészt hianyzik réla a hatasat csokkenteni képes gyors degradacioét biztositd
amino-terminalis szakasz, valamint nem csak a D-tipusu ciklinek és kiilénb6z6 CDK-
k komplexeit, de a mitotikus ciklinek komplexeit is gatolja. Az A&ltalunk izolalt
KRPMt(93-223) esetében ugyan hianyzik az aktivitast jelentésen fokoz6 91. szerin,
aminek a jelent6sségét késbbb részletezem, de a fent emlitett 86 aminosav
hosszusagu rizs KRP taratalmaz két PKC foszforilacios konszenzus szekvenciat is
az els6 20 aminosavnyi szakaszaban, melyek foszforilacioja potencialisan képes
lehet a fehérje aktivitAsanak fokozasara.

A kettés-hibrid eredmények megerdsitésre és kiegészitésre szorulnak, ha
azon eredményeinkre gondolunk, miszerint az egyik B-tipusi CDK a legérzékenyebb
a KRPMt jelenlétére, és ismert, hogy az egyik D-tipusu ciklin (a Medtr;CYCD4), ami a
KRPMt egyik leger6sebb kélcsénhatdja, szintén kimutatottan asszocial a
MedsaCDKB2;1-gyel (Mészaros és mtsai 2000). A Medtr;,CYCD4-r6l még azt is
tudjuk, hogy szemben a D-tipusu ciklinektél vart Gl-es expresszidval, ennek a
ciklinnek G2/M-ben erbsddik a kifejez6dése, ami 6sszhangban van a B-tipusi CDK —

val val6 koélcsénhatassal. Mivel a kettés-hibrid rendszer nem alkalmas arra, hogy
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élesztd ortoldgja, ezért egy in vitro kimutatdsi modszert, a pull-down vizsgélatot
alkalmaztuk. Ennek soran a rekombinans His,-KRPMt-t Ni-NTA-Sepharose agyhoz
kotottik, majd ezt az agyat inkubaltuk lucerna A2 sejtszuszpenzidébdl készilt teljes
fehérjekivonattal. A feltételezhetd kdlcsdnhatasok kialakuldsa utan az agyat alaposan
mostuk és az agyon marado fehérjéket Western-blott analizissel vizsgaltuk. A kapott
eredményeink a varakozasainknak megfeleleltek, és igen fontos (] informacidkat
hordoztak. Elvartuk ugyanis, hogy a Medtr;CYCD4 val6 kdlcsénhatason keresztil a
KRPMt a B-tipusu CDK-kat is képes legyen Kkitisztitani a névényi fehérjék kdzul. Ezt
nem sikerillt ez idaig kimutatni az Arabidopsis KRP-k egyikérdl sem. Az 7. abran jol
lathatd, hogy a MedsaCDKB2;1 gyakorlatilag kvantitativan visszanyerheté a Hise-
KRPMt-t Ni-NTA-sepharose agyrél. Fontos a koélcsbénhatas magas specificitasa is:
bar az anti- MedsaCDKB2;1 ellenanyag a teljes lucerna extraktumban két fehérjét
ismer fel kozel azonos affinitassal, a KRPMt-vel tisztitott komplexben a masik
“szennyez6nek” nyomai sem mutathatok Kki.

Ezek alapjan a kélcsdnhatasi vizsgalatok alapjan egy meglehetésen bonyolult
szabalyozasi rendszer kdrvonalazodott eléttink. Annak elddntésére, hogy mely kinaz
komplexekre milyen hatast gyakorol a lucerna inhibitor, in vitro kinaz reakciokat
végeztink rekombinans KRPMt, illetve KRPMt(97-223) jelenlétében. A kisérleteink
soran hasznaltuk a p13°°’-kététt kinazfrakciét, mint az irodalom alapjan KRP-k
vizsgalata soran eddig kizar6lagosan hasznalt tisztitasi megoldast. Ennek a
mobdszernek az altalanos elfogadottsagabdl szarmazé elénye mellett, sajnos megvan
az a hatranya, hogy a kinaz aktivitas tisztitasara hasznalt SUC1 nem specifikusan
kéti a kilénbdz6 tipusu CDK-kat, illetve kicsi az affinitdsa a B-tipusu CDK-khoz (De
Veylder és mtsai. 1997), igy az sem tokéletesen biztos, hogy a kapott komplexben
nincsenek-e egyéb kinazok is. Ezen problémak elkerilésére és azért, hogy a
kilénbdz6 CDK-k, illetve a kilénbdz6 CDK-k kilonbdz6 ciklinekkel alkotott komplexei
kozotti esetleges eltéréseket megismerhessik, immunoprecipitalassal tisztitottuk a
kilénbdz6 komplexeket, majd ezek hiszton H1 foszforildlo képességét vizsgaltuk
meg. A 6. abran bemutatott kisérletek eredményeibdl Kkitlinik, hogy a KRPMt
kuldnb6z6 mértékben gatolja a kulénb6z6 modokon tisztittott komplexek aktivitasat.
Két kinaz komplexre (az anti-Medsa;CDKB1;1 és az anti-Medsa;CYCB2
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ellenanyagokkal tisztithaté fehérjeegylttesekre) nem volt gatldé hatassal, sét a
Medsa;CDKB1;1 bizonyos esetekben még aktivalddott is. Az aktivalodas kérdésének
eldontése tobbek kozott azért marad nyitott, mert ez a kindz a hiszton H1-et kevéssé
fogadja el szubsztratnak, és ez a CDK is képes foszforilalni a hisztonhoz hasonlé
méretli KRPMt-t. A bizonytalansagok ellenére megéallapithatjuk azt, hogy a KRPMt
képes koélcsénhatni a Medsa;CDKB1;1 komplexszel, feltehetéen a CYCD4-en
keresztll, és ez a kélcsdnhatas elsbsorban nem gatlast okoz. Ez az eredmény annal
is érdekesebb, mivel a p27Kipl-rél, a KRP-k egyik névaddé homologjardl tudott, hogy
az eml6s rendszerekben a CDK4/ciklinD altal alkotott komplexet képes stabilizalni
(Sherr és Roberts, 1999). Elképzelhetd tehat valamely hasonld jelenség
névényekben is. A Kkisérletekben szereplé tébbi kinazkomplex esetében
megfigyelhetd volt a gatlas. Jol lathatd, hogy a p13““!-kétott kinazfrakcid, valamint
az immunoprecipitalt MedsaCDKA;1/A;2 kinazkomplex nagyon hasonléan viseledik,
ami ismerve a CDK-k sejten belilli mennyiségét és a p13°** kotési preferenciajat
nem meglepd, hisz az A-tipusi CDK-k tekinthetéek mennyiségi szempontbol
egyértelmlen a f6 frakcidnak. A legersebb gatlast - némileg meglepé médon - a
CDKB2;1 esetében kaptuk (90% gétlas). Ez az eredmény azonban csupan az
irodalmi adatok miatt tlinik meglepetésnek. Ha figyelembe vesszik azt a tényt, hogy
a pull-down kisérlet soran ez a CDK tisztul a legjobban a KRPMt-vel, valamint, hogy
ennek a CDK-nak nem sikerllt a CYCD4-en kivil mas ciklin partnert talalnunk
élesztd kettds-hibrid vizsgalatok soran, akkor mar inkabb természetes jelenségnek
tinik. A MedsaCYCA2;1 ciklin elleni ellenanyaggal tisztithatdé kinaz aktivitast is
gatolta a rekombinans inhibitor fehérje, bar kisebb mértékben, mint az CDKA kinazt.
Errél a ciklinrdl tudjuk, hogy képes kdlcsdnhatasba |Iépni a lucerna A-tipust CDK-kkal
(Roudier és mtsai 2000). Ez alapjan a gatlas nem meglepd, erre a kinazfrakciora ugy
tekinthetlink, mint a lucerna CDKA kinazfrakci6 egy alcsoportjara.

Ismert az, hogy az eukariéta sejtekben a sejtciklus szabalyozasa soran a
ciklin-flggd kinazok sok kilénbdzd szubsztratot foszforilalnak. Az allati és névényi
sejtek esetében az egyik legfontosabb ilyen szubsztrat a retinoblasztoma
tumorszuppresszor fehérje, illetve ennek névényi homoldgjai. A retinoblasztoma
homoldg fehérjek kézponti szerepe leginkabb a G1/S atmenet soran ismert. Ekkor az

addig alacsony foszforilacids szintl és ezért E2F transzkripcios faktort kété Rb-t a a
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CDK-k hiperfoszforilaljak. Ennek eredménye a kotott E2F szabadda véalasa, igy a
DNS szintézisért felelés fehérjék génjeinek atirédasa megkezdédhet. Az E2F
transzkripios faktor névényi homoldgja is ismert, valamint a névényi retinoblasztoma
fehérjével valé kapcsolata is bizonyitott (Nakagami és mtsai. 1999, 2002, Boniotti €s
Gutierrez 2001). A retinoblasztbma homolégok szabdalyozasaban fontos szerepet
jatszanak a D-tipusu ciklinek, melyek LXCXE-motivumokkal (klasszikus Rb-k&té
konszenzus szekvencia) képesek kdlcsonhatni velik. Ezen ismeretek alapjan
varhatd, hogy a D-tipusu ciklinekkel kapcsoléddé KRP-k a CDK-k hisztontdl eltérd
szubsztratjainak foszforilacidjara is hatassal vannak.

Szerettink volna tdbbet megtudni a KRPMt-nek a CDK kindzok
szubsztratspecificitdsra gyakorolt hatasarél. Ennek érdekében tdbb kisérletet
végeztink kilénb6dzd retinoblasztdma homolog fehérjék folhasznalasaval. A Kisérleti
eredmények szakaszban a 8b abran azt mutattuk be, hogy akar Ilucerna
retinoblasztdma homoldg fehérje, akar a hiszton H1 a szubsztrat, a foszforilaciot
hasonl6 mértékben géatolja az adott vizsgalati kortilmények kozott a rekombinans
KRPMt.

Annak elddntésére, hogy a sejtciklus kuldonb6z6 szakaszaiban Iévé CDK-ciklin
komplexekre hogyan hat a lucerna inhibitor fehérje, S-fazisu és G2/M-fazisban Iévé
sejtekbdl izolalt MedsaCDKA;1/A;2 komplexet, illetve a Medsa;CYCA2;1-gyel
asszocialt kinazkomplexet tisztitottunk. A 2. tabladzat tanisaga alapjan a G2/M-ben
levd sejtekre jellemzd kinaz aktivitas érzékenyebb a KRPMt gatlé hatasara, mint az
S-fazisu sejtek komplexei. Abban az esetben, ha az A-tipusu ciklinnel egyutt
tisztithatdo kindz aktivitds valtozasokat nézzik, megallapithatd, hogy az S-fazisu
sejtek kinaz aktivitasa hiszton foszforilaci6 esetén nem gatolt jelentésen, a G2/M-
fazisu sejtekben azonban a megnovekedett kindz aktivitashoz megndvekedett
gatolhatésag tarsult. A CDKA esetében is hasonld jelenséget latunk, azzal a
kilénbséggel, hogy ebben az esetben az S-fazisu kinaz aktivitasa is jelentésen
csbkkentheté a KRPMt-vel, mintegy 50%-0s mértékben. Ezekben a kisérletekben
még a human p107 Rb-t hasznaltuk szubsztratként. EImondhatd, hogy ezen kisérleti
koérilmények kozoétt a  retinoblasztdbma homoldég foszforilacioja jelentésen
érzékenyebb volt a gatlasra, mint a hiszton H1 moédositasa. Erdekes azonban, hogy

az A-tipusu ciklinnel tisztithaté kindz aktivitds G2/M-ben kevésbbé volt gatolhatd, ha
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hiszton H1 helyett retinoblasztomat hasznaltunk szubsztratként. Ennek a jelenségnek
az oka talan abban lelhet6, meg, hogy ebben a sejtfazisban az A ciklinek szerepe
lecsdkken, vagy itt mar mas, ujonan megjelené CDK-kkal is kapcsolatba Iép.

Ismert, hogy a kalcium egy fontos sejten belllli masodlagos jelatvivé, mely
mind a G1/S, mind pedig a G2/M fazisok koz6tti atmenetben és a mitdzisbol vald
kilépésben is szerepet jatszik (Khal és Means 2003)

A névényekben a Ca®*-fliggd utakat és a sejtciklust Gsszekapcsold jelatviteli
molekulak még nem ismertek. Sok lehetséges atvieli ut kozul a fent ismertetett
kisérletek alapjan azt valészindsithetjik, hogy a lucerna kalcium-fliggé, kalmodulin-
fluggetlen kindz, az ugynevezett kalmodulin-szeri domén fehérje kinaz (MsCPK3)
képes fokozni a KRPMt gatlé képességét. In silico vizsgalatok, valamint kisérletes
eredmeényeink is bizonyitottdk, hogy a KRP-k tartalmaznak foszforilaciés helyeket. Az
Arabidopsis KRP2 in vitro foszforilaci6ja a p10“*=* fehérjével tisztithaté kinazok altal
szerepet jatszhat a KRP2 proteoszoma-fliggd lebontasaban (Verkest €s mtsai 2005).
Err6l a fehérje atirédast koévetd modositasrél feltételezik, hogy a mitozisbdl az
endociklusba valo belépésben, a CDK funkciéjanak megvaltoztatadsan keresztiil
jatszik szerepet (Verkest és mtsai 2005). Ezzel szemben a Medicago inhibitor Ca**-
figg6 MsCPK3 kinazzal valo6 foszforilacioja fokozza a fehérje CDK gatlo képességet,
feltételezhetbéen igy gatolva meg a sejtek sejtciklusban valdé elérehaladasat.
Csoportunk mar kordbban is feltételezte, hogy az allati PKC (fehérje kindz C) és a
novényi Ca*'-figgd fehérje kindzok kozott jelentds hasonlésagok vannak. Az
MsCPK3 CDK inhibitor foszforilacidja, illetve ennek gatlast erésité hatasa szintén az
allati és a novényi kinazok kozotti funkcionalis hasonlésagokra utal. Ahogy Black
osszefoglald cikkében is olvashatd, a PKC altali CDK inhibitor foszforilacio cstkkenti
a CDK aktivitast, és ily modon a sejtciklus G1 fazisban térténd blokkoldédasat okozza
(Black 2000). Sajnalatos médon kisérleteink egyelére nem bizonyitjak egyértelmuen,
hogy a kalcium jelatvitelben szerepet jatsz6 MsCPK3 valéban képes a sejtciklus
megakasztasara. Mindenesetre a CDKA;1 kinazzal k6zdsnek tiind foszforilacios hely
ellenére sem valo6szin(itlen, hogy a KRP fehérje egyrészrél a gatolt kinaz &ltal is
szabalyozott, de ez a gatlbképesség fokozddas stressz, illetve egyéb kalcium
jelatviteli athoz kapcsoldédd hatasok esetén tovabb fokozodik és a sejtciklus

ledllasahoz vezet.
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A KRPMt foszforilaciojat igen részletesen tanulmanyoztuk, és a tovabbiakban is
kivanunk még ezzel a kérdéssel foglalkozni. Bizonyitottuk, hogy egy Ca*'-fiiggd
fehérje kinaz in vitro képes a KRPMt funkcidjat jelentésen érintdé foszforilalasra. A
kisérleti eredményeink azt bizonyitjak, hogy ez a 91-es szerinen térténd foszforilacio,
meglepé modon nem csak az MsCPK3, de a MedsaCDKA;1 kinazt hasznalva is
bekovetkezik. Azonban a CDKA altali inhibitor foszforilacio esetére nehéz teljesen
tiszta kisérleti rendszert folallitani, mivel, mint lattuk a KRP nem csak szubsztrat, de
egy kolcsonhato fehérje is, mely gatolja a CDK-t. Azt mindenképpen elmondhatjuk,
hogy ha a KRPMt és a kinazkomplex el6inkubalasat ATP tartalmu reakciépufferben
végezzik, akkor altalaban erbsebb gatlast kapunk. Azt is megallapithatjuk egy
szinkronizalt dohany BY2 sejtszuszpenzidén végzett kisérlet eredményeibdl, hogy a
dohany CDKA kindz annal inkdbb gatolhatd, minél nagyobb a kiindulési aktivitasa.
Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a CDKA képes aktivalni a sajat inhibitor
vesszik az irodalmi attekintésben a ciklin-fliggé kinazok foszforilaciéjanal leirt
rendkivul bonyolult pozitiv és negativ visszacsatolasokkal tarkitott szabalyozast. A
leginkabb valdszinusithetd szabalyozas talan az, hogy a KRP normal esetben képes
a CDK-k “finomhangolasara”, azonban stressz esetén ez a gatl6 képesség tovabb
erdsitve képes a sejtek kinaz aktivitasat a sejtciklus megallasaig csékkenteni.

Az elkészitett KRPMt mutansok vizsgélata soran sikerilt bebizonyitanunk,
hogy a 91. szerin minden kétséget kizaréan foszforilalhatd, mind az MsCPK3-mal,
mind a MedsaCDKA;1/A;2 kindzokkal. A dominans pozitiv mutaciok esetében mind
az aszparaginsav, mind a glutaminsav alkalmazasa képes volt fokozni a KRPMt gatlo
képességét (ezek az aminosavak negativ toltésikkel és méretikkel a szerinen
bekévetkezd foszforilaciét mimikaljak), azonban az alanin-szerin csere esetén,
melyet egy kevésbé aktiv, nem foszforilalhatd mutansnak gondolunk, is jelentésebb
gatlast kaptunk, mint a vadtipusu fehérjénél. Ezen eredmények, valamint a bakterialis
fehérjetermeltetésbdl adédo bizonytalansagok miatt nem allithatjuk minden kétséget
kizaréan, hogy a 91. szerin foszforilacié szerepe kizarélag a fehérje aktivalasa. Ismét
megemliteném, azt, hogy a csonka KRPMt, illetve a csonka Arabidopsis KRP-k is
képesek a CDK gatlasara, tehat azt biztosan kijelenhetjik, hogy a KRPMt poszt-
transzlaciés modositas nélkil is képes gatolni a CDK aktivitast. Tovabbi vizsgalatokat
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igényel még az az egyeldre csak eldkisérletként értékelheté eredménylink, hogy a
MedsaCDKB1;1 nem foszforilalla sem a KRPMt(93-223), sem a KRPMt(88-223)
rekombinans fehérjét. Ez arra utal, hogy Verkest és munkatarsai altal nemrégiben
Arabidopsis KRP2 esetében leirt degradaciot okozo foszforilaciot feltételezziink a
KRPMt esetében is, mely azonban nem az A-tipusi CDK, hanem B-tipusu kindzok
altal szabalyzott. Az eddigi kisérleteinket dsszefoglal6 modellt mutatjuk be a 15.

abran.
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15. Abra A lucerna sejtciklus vazlatos modellje

A lucerndban az emléstknél megismert sejtciklus komponensek legtdbbje megtalalhats. Az
6sszefoglaldé abran a sejtciklus elérehaladasa soran kilonbdzé idében megjelené CDK-kat tlintettik
fol ciklin kélcsénhaté partnereikkel (Mészaros és mtsai 2000), a szabalyoz6 KRPMt inhibitorral és a
szubsztrat reinoblasztéma-homolég fehérjével (Rb). A MedsaCDKA;1 a sejtciklus egész folyaman
aktiv, képes komplexet alkotni a kiilénb6z6 sejtfazisokban kifejez6dé ciklinekkel. A G2-fazisban
elészor a MedsaCDKB;1 jelenik meg és Iép koélcsbnhatasba a D4-ciklinnel. Ezt kévetéen a G2/M
fazisban erds aktivitast mutat a MedsaCDKB;2 és a D4-ciklin egyittese. Abrazoltuk a KRPMt in vitro
klnazreakmokbol megismert gatlg, illetve stabilizald funkcidit, valamint az altalunk feltételezett szerepét
a ca’ *-fliggé jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozas 6sszehangolasaban. Megallapitottuk, hogy a
KRPMt a sejtciklus minden fazisdban gatolla a MedsaCDKA;1 kinazt. Az inhibitor hatasara
legérzékenyebb a G2/M fazisban szerepet jatszé6 MedsaCDKB;2, azonban a MedsaCDKB;1 és a vele
kélcsbnhatd D-tipusi ciklin esetében az inhibitor fehérje stabilizaldé szerepet jatszhat. A KRPMt
foszforilalatlan és foszforilalt allapotban is aktiv, valoszmusﬂheto hogy a kalcium-fliggé kinazok
aktivalé hatasu foszforilacidja Osszekottetést jelent a ca’ *fligg6 jelatviteli utak és a sejtciklus

szabalyozasa kozott.
Aktivalas: —» gétlés:—l—fokozott gétlés;
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9. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran t6bb alapvet6 sejtciklus gént izolaltunk lucernabdl elséként, melyek
kozul jelen dolgozatban elsésorban a lucerna ciklin-fliggé kinaz inhibitor, a KRPMt
jellemzését mutattuk be. A disszertacio fent leirt eredményei a kévetkezd fontosabb

Ujdonsagokat tartalmazzak:

1. A KRPMt egy Uj névényi CDK inhibitor fehérje, mely a aminosav sorrend
hasonlésag alapjan nem sorolhaté be egyértelmlien egyetlen eddig jellemzett
Arabidopsis KRP ortologjaként sem. A legjelentésebb aminosav azonossagot (30%)
a KRP4-gyel és KRP3-mal mutatja, megtalalhaté benne a korabban azonositott hat
konzervalt aminosav szakasz. Az in silico vizsgalatok alapjan képesek voltunk egy
hetedik konzervalt motivumot is foltérképezni a 3. és 4. motivum kdzott. A KRPMt
sejtmagi lokalizaciés szignalt és a degradacioért felelés PEST motivumot is

tartalmaz.

2. A KRPMt gén kifejez6désérdl megallapitottuk, hogy minden vizsgalt lucerna
szdvetben, illetve sejtszuszpenzidban kimutathaté. A KRP-krdl altalanossagban is
elmondhato, hogy differencialddott szovetekben a merisztematikus régiotol tdvolodva
fokozott génkifejez6dést mutatnak. A génkifejezddés jelentdsen erdsddik sdstressz,

valamint a stressz valaszokban szerepet jatszdé hormon, az abszcizinsav hatasara is.

3. Az inhibitor fehérjérél éleszté kettés-hibrid vizsgélattal bizonyitottuk, hogy
képes kdlcsonhatni a lucerna CDKA;1-gyel, illetve a D-tipusu ciklinekkel. Az N-
terminalis 96 aminosavat nem tartalmazo6 fehérje jelentésen erésebb kélcsénhatdja
mind a CDKA-knak, mind a D-tipusu ciklineknek, mint a teljes hosszusagu. Ezenkivl
képes kolcsbnhatdsba Iépni a mitotikus B-tipust ciklinekkel is. Pull-down
kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a B-tipusi CDK-k is egyditt tisztithatbak a
rekombindns KRPMt-vel, feltehetéen a ciklin D4, mint k6zds kélcsdénhatd fehérjén
keresztil. Ezekkel a tisztitasi kisérletekkel el6szér bizonyitottuk, hogy egy KRP
képes kdlcsonhatni B-tipusu CDK-kal is.

4. A KRPMt kilénbdz6 mértékben képes gatolni a lucerna ciklin-figgé kinaz
komplexeket, valamint a sejtciklus kilénbdz6 szakaszaiban lév6 sejtekbdl tisztitott

kindz egyuttesekre is differencialtan hat. A KRPMt gatlasara legérzékenyebb CDK a
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MedsaCDKB2;1. Els6ként bizonyitottuk be, hogy B-tipusi CDK-t gatolhat KRP. A
MedsaCDKB1;1-et és a mitotikus ciklinekkel (a MedsaCYCB-vel) nyerhetd kinaz
frakci6t a KRPMt nem géatolja. A MedsaCDKA kinadzkomplexet, a p13°““!-kétott
kindzokat, valamint az A-tipusu ciklinekkel egyittes kindzokat hasonlé képpen gétolja
az inhibitor fehérje. Megallapitottuk tovabba, hogy a KRPMt erésebb inhibirora a
G2/M-fazisban 1év6 CDKA aktivitasnak, mint az S-fazisu sejtekbdl izolaltnak. A
kinazok kilénb6z6 szubsztratajinak vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy nincs
jelentés eltérés a gatlas er6sségében akkor, ha hiszton H1 helyett lucerna
retinoblasztdma homolég fehérjét hasznalunk szubsztratként. Ugyanakkor a human
pl07 retinoblasztdma homoldg fehérje foszforilacibja a sejtciklus S és G2/M-

fazisaiban is érzékenyebb volt a KRPMt-vel térténé gatlasra, mint a hiszton H1.

5. A KRPMt foszforildlhatd, mind a névéenyi CDK-k, mind pedig a kalmodulin-
szeri domén fehérje kinaz, az MsCPK3 altal. Foszfopeptid és foszfoaminosav
térképezési kisérleteink alapjan valdszinisithetd, hogy a CDKA és az MSCPK3
hasonlo helyen és hasonlé szereppel foszforilal. Ugyanakkor feltételezzik, hogy a
CDKB1;1 foszforilacioja mas helyen kovetkezik be, és szerepe nem a fehérje

aktivitasdnak ndvelése, hanem a proteoszoéman keresztili lebontas elinditasa.

6. A kalmodulin-szeriT domén fehérje kinaz, az MsCPKS3, okozta
foszforilaciordl  bizonyitottuk, hogy jelentésen ndveli az inhibitor fehérje
gatloképességét, mar a fehérje kis mértekli foszforilacidja esetén, illetve kis
mennyiségl inhibitor fehérje alkalmazasa esetén is. Ez a jelenség felveti a KRP-k,

Ca?*-fliggé jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozas kdzotti 6sszekotd szerepét.

7. Bebizonyitottuk, hogy a fehérje 91. szerin aminosava biztosan szerepet
jatszik a molekula foszforildlasdban. Bemutattuk, hogy az MsCPKS3 kinaz csupan a
teljes hosszusagu, illetve a 88-223. aminosavat tartalmaz6 KRPMt-t foszforilalja, de a
97-223 (azaz a 91. szerint nem tartalmazot) nem. Az elkészitett 91. aminosav
mutécios valtozatok vizsgalata alapjan valdszindlsithetd, hogy az ezen aminosavon

bekdvetkezd foszforilacié valéban fokozza a fehérje gatlé képességeét.
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11. THESIS OF PH.D

11.1. Introduction and aims

We have long been fascinated by the beauty and intricacy of cell division. Only
during the last two decades have the building blocks of a molecular system and
the machinery that regulates the cell cycle been revealed. The central component
of the molecular machinery for regulating the cell cycle is the cyclin-dependent
kinase (CDK). The CDK itself is subject to multiple layers of control. Specific CDKs
are activated by forming complexes with their cyclin (Cyc) partners, and are
required at different phases of the cell cycle. In addition to cyclin binding, the
activity of CDKs is also regulated by CDK inhibitors, the status of phosphorylation
in CDKs and ubiquitin-mediated proteolysis of these proteins. It is now clear that
plants use the same CDK-based machinery as animals and yeast to control the
cell division cycle. Cell cycle regulators sharing sequence and functional
similarities with the animal counterparts have been identified in plants. Despite the
similarity at the fundamental level, plants have many obvious differences from
animals in terms of the regulation of cell proliferation during growth and
development.

In order to cope with their sessile life style, plants display developmental
characteristics permitting a flexible response to environmental factors. Plant
development is mainly postembryonic, and cell division is restricted to
meristematic regions. Endoreduplication resulting from DNA replication without
subsequent mitotic cell divisions is widespread in differentiated cells. Most plant
cells are totipotent and are able to change their fate at any moment in response to
external signals. Due to the rigid cell wall, cell migration does not play any role in
development in contrast to the development of many animal tissues and organs.

In plants, cell cycle progression can respond to hormonal and stress factors such
as auxins, abscisic acid and osmotic shock which are all known to induce Ca?*-
dependent signalling pathways. The role of the Ca®*-status in the division of plant
cells has been studied in a limited number of experimental systems. Among the

Ca?*-binding sensory proteins, the calcium-dependent protein kinases (CDPKSs)
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are of particular interest because these calmodulin like domain protein kinases
(CPKSs) play a role in the transmission of stress and hormonal signals.

In my thesis | present the results which attempt to answer the following questions:
Which are the interacting partners of the different alfalfa CDKs in yeast two-hybrid
system?

1. Which of the known cell cycle components are able to interact with the
newly identified proteins?

2. Which factors can influence the expression of the CDK inhibitor gene?

3. Is the KRPMt a potent inhibitor of the Medicaco CDKs?

4. What are the functional consequences of the phosporylation of the CDK
inhibitor protein?

5. What can be the role of the Ca?*-dependent kinases and the inhibitor
protein in the crosstalk between the Ca**-dependent signal pathways and
the control of the cell cycle?

6. On which amino acid residue is the KRPMt phosphorylated, and what does

it cause?
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11.2. Results and discussion

In this thesis | report the cloning of an alfalfa CDK inhibitor (KRPMt) cDNA that
encodes an active inhibitor protein with a differential effect on various kinase
complexes. Phosphorylation of the KRPMt protein by an alfalfa MsCPK3 recombinant
kinase results in the increase of KRP function in vitro. This finding supports a
hypothesis that modulation of CDK activities by inhibitor protein as a substrate of the
Ca?*-dependent kinase provides a molecular mechanism for crosstalk between Ca®*-
signalling and cell cycle control.

1. We used the yeast two-hybrid system to identify genes encoding proteins able
to interact with the PSTAIRE-type Medsa;CDKA;1 alfalfa kinase. Among such
clones we identified a cDNA clone that encoded an alfalfa protein with
characteristic peptide motifs previously found in cyclin-dependent kinase
inhibitors from A. thaliana. The conceptual translation of the longest open
reading frame predicted a polypeptide of 224 amino acids with a molecular
weight of 25.3 kDa. Based on similarities in structural organization of KRPMt
to the Arabidopsis KRP protein family, and the 6 conserved motifs previously
described, this alfalfa protein could be identified as the Kip-related protein of
Medicago truncatula (KRPMt). Searching the GenBank database revealed that
KRPMt shows the highest amino acid similarity (51%) and identity (36%) to the
Arabidopsis protein KRP4. During the in-depth analysis of KRP and KRP-like
sequences available in the public databases, we found an additional motif,
which is present in the Arabidopsis KRP3 and KRP 4 as well as the rice KRP
1, KRP 3, Lycopersicum KRP 1, KRP 2 and Euphorbia KRP 4 sequences.
This motif is unique to KRP genes and in the case of Medicago includes the
following amino acids: RSARETTPVHLI.

2. The expression of the Medicago inhibitor gene was analysed in various plant
organs and cell suspension cultures. This gene was active in all analysed
tissues including cultured alfalfa cells where the gene expression showed a
gradual increase during the ageing of the suspension culture. The KRPMt
gene exhibited a characteristic response to ABA resulting in considerable

transcript accumulation. Exposure of cell culture to 100 uM ABA resulted in an
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8.6-fold increase in KRPMt transcript accumulation at 2 hours after hormone
treatment. These high mRNA levels were detected in the treated cells after 1
or 2 days to the lower extent. The NaCl treatments also activated the KRPMt
gene significantly. A 14.9-fold increase in transcript accumulation could be
observed after moderate salt stress.

We tested the binding specificity of the alfalfa inhibitor with several Medicago
CDKs and cyclins. The full length KRPMt protein was shown to interact with a
variant of PSTAIRE kinases, namely Medsa;CDKA;1 and various D-type
cyclins. The strongest interaction was detected between the inhibitor and the
Medsa;CycD3 proteins. Interestingly, we found that the spectrum of interaction
partners was significantly altered when the truncated inhibitor protein lacking
the N-terminal region of 96 amino acids was analysed in the yeast two-hybrid
system. This alteration of the KRPMt protein extended its capability to interact
with additional partners such as the Medsa;CDKA;2 kinase and two mitotic
cyclins (Medsa;CycB2;3 and Medsa;CycB2;2). As we knew previously, the
Medsa;CycD4, which is a strong interacting partner with the KRPMt protein
can interact with both alfalfa B-type CDKs. Therefore we checked with a pull-
down assay whether the recombinant KRPMt can interact with the A and B
type CDK complexes. Our results clearly show that the recombinant KRPMt is
able to pull-down both type of CDKs, moreover the Medsa;CDKB2;1 which is
the strongest interacting partner of the Medsa;CycD4 can be quantitatively
purified with His-KRPMt.

. We tested the response of specific kinase complexes immunoprecipitated from
extracts of cultured alfalfa cells. The degree of inhibition of kinase activity in
the p13°““! fraction and complex of PSTAIRE kinase pair (Medsa;CDKA;1
/A1;2) was similar to the concentrations used with the recombinant KRPMt
protein. It is an unexpected finding that the Medsa;CDKB1;1 complex was not
inhibited, but even activated in some cases in the histone H1 kinase activity
assay. The Medsa;CDKB2;1 mitotic kinase turned out to be the most sensitive
target. In the presence of 50 pmol of inhibitor protein, only 10% of the histone
H1 phosphorylation activity was retained. In addition to differences among the

sensitivity of various CDK kinase complexes, the inhibitory function was

79



Thesis of Ph.D.

different in complexes that were isolated from S-phase or G2/M phase cells.
Using histone H1 as a phosphorylation substrate, the kinase complex
iImmunoprecipitated by anti-Medsa;CycA2 was significantly inhibited when the
G2/M cells were analysed. This cyclin is known to interact with
Medsa;CDKA;1. In contrast, the complex isolated from partially synchronized
S phase cells failed to respond to the inhibitor protein in vitro . In the case of
the Medsa;CDKA;1/A;2 complex, the G2/M phase extracts were also found to
be more sensitive; however, 24% inhibition could be seen the in protein
fraction immunoprecipitated from S-phase cells. Since the retinoblastoma-
related proteins (RBRs) are primary targets for CDKs, we tested the
phosphorylation of the recombinant MsRBR in the presence of the KRPMt
protein. The alfalfa RBR protein can be phosphorylated by this kinase and
there was no difference in inhibitory function of KRPMt when histone H1 or
MsRBR C-terminal protein fragment were used as a substrate in the
Medsa;CDKA;1/A;2 kinase reaction in vitro. These studies demonstrate the
differential influence of KRPMt protein on activities of various CDKs,
emphasizing a multiple role of the inhibitor protein with functional selectivity
towards the cell cycle regulatory complexes.

. The calmodulin-like domain protein kinase (MsCPK3) phosphorylates the full
length recombinant KRPMt protein. After 1 hour kinase reaction approximately
0.2% of the total recombinant protein was phosphorylated by the CPK protein.
The ATP and Ca**-dependent phosphorylation of KRPMt inhibitor significantly
reduced the histone H1 phosphorylation function of the immunoprecipitated
Medsa;CDKA;1/A;2 complex. Comparison of the effectiveness between the
non-phosphorylated and phosphorylated KRPMt indicated an essential
increase in inhibitory function as the result of this protein modification. The
non-phosphorylated recombinant protein was also found to be active in these
assays. The increased inhibitory effect of the phosphorylated KRPMt can be
observed in small concentrations of the post-translationally modified protein. A
relatively small proportion of the phosphorylated protein was able to reach

maximum inhibition.
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6. Phosphopeptide mapping of the KRPMt protein by 2D separation on a thin-
layer cellulose plate was performed and the isolated peptides were
subsequently hydrolysed. From these experiments we were able to conclude
that MsCPK3 and MedsaCDKA;1 phosphorylates the KRPMt protein on one or
more N-terminal serines. Phosphorylation by both types of CDK proteins
occurs, despite the fact that in silico predictions were not able to find any CDK
phosphorylation site motifs. However, the phosphorylation of CDKB1;1 is likely
to be a possible degradation signal.

7. We were able to prove that the 91% serine residue of KRPMt is
phosphorylated. The MsCPK3 kinase was able to phosphorylate the full length
KRPMt and the inhibitor protein fragment which contains amino acids 88-223.
The KRPMt fragment which lacks the first 96 amino acids was not a potent
substrate of the calmodulin-like domain protein kinase. We produced the site
directed mutant variants of the 91% serine (alanine, aspartate, glutamate).
Whith these mutants we assume that the phosphorylation of this serine
residue plays an inportant role in the activation of the KRPMt protein; however,
the unphosphorylated form is also active.

We propose a hypothetical model based on results of interaction studies between
different Medicago CDKs, cyclins and KRP in yeast two-hybrid and pull-down assays,

as well as in vitro phosphorylation and inhibitor studies.

81



Thesis of Ph.D.

@ @ ¥ @ w

KR KR KRP kP

e, el W e = — PEscu; o S
cyclin A tychn A&  cyclin A cyclin B
D-eyclin D'“TEF D-eyclin D-cyclin
\ MedsaCDKA:1 '~ [ ) h | 5
MedsaCDKA1 - MedsaCDNE; 1 f )MEGSICDKA 'I| IM'!dsaCDKBQ.-,
+ KRPMt
e —» P —p

, / ! )' (m )'P " )- )'P o "'

_Hpac DAC ) (_HDAC _1'

>

c KRP BIpreleonT
(Qu]emm-e) Differentiation

Apoptosis

The cell cycle model of alfalfa. Different kinases and cyclins are expressed and interact in different
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RBR protein can also be affected by the inhibitor. According to our model, Ca* -dependent protein
kinase (MsCPK3) and the CDK inhibitor (KRPMt) could link ca’ *-signalling and cell cycle control in
plants. This scheme |IIustrates the role of CDK inhibitors and calmodulin-like domain protein kinases in
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