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Roviditések jegyzéke
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Bevezetés

1. Bevezetés

Az utoébbi évtizedekben a biolégia robbanasszer( fejlédésen ment keresztl,
melynek kdszdénhetbéen biolégiai ismereteink korabban elképzelhetetlen médon
gyarapodtak. Ennek talan egyik legmeggy6z6bb példaja a sejtciklus szabalyozas

molekularis mechanizmusanak feltarasa.

A sejtciklus mar a mult szazad kézepén is foglalkoztatta a bioldgusokat. A
fénymikroszkbépos megfigyelésekkel szerzett ismeretek azonban nagyon
korlatozottak voltak. A morfolégiai jellegzetességek alapjan a sejtciklust interfazisra
es mitozisra osztottdak. Az interfazisban a sejt méretének noévekedésén tul
karakterisztikus valtozasok nem lathatok. Ezzel szemben a mitdzisban a

homogénnek tiné DNS-allomany kondenzalédik, és megjelennek a kromoszémak.

A morfologiai vizsgalatokkal a sejtciklus legrévidebb szakaszat, a mitézist,
tobb j6I megkulonbdztethetd fazisra osztottak, mig az interfazis csak egy fekete
doboz maradt. Részletesebb képet e szazad kézepén Howard és mitsi.-nak (1.)
kisérletei réveén kaptunk. Vizsgalataik nyoman tudjuk, hogy az interfazis harom
szakaszbdl tevédik dssze, igy a sejtciklust ma G1, S, G2, M fazisokkal irjuk le. A
DNS-szintézis és a mitézis kozoétti sziinetek az angol gap szébél eredéen a G1
illetve G2 nevet kaptak, mig az S és M értelemszerlien a szintézis és a mitozis
szavak roviditései.

A sejtosztédas normalis lefolyasanak tobb feltétele is van. Mindenekelbtt
kedvezd kilso feltételek szukségeltetnek, elengedhetetlen a sejt megfelelé mérete,
az orokitbanyag tokéletes megkett6z6dése, és a metafazisos kromoszémak

mitotikus orsén térténd elrendezédése is szigortan szabalyozott.

Hogyan biztositjak a sejtek a sejtciklus egyes fazisainak meghatarozott
sorrendjét? Hogyan ellenérzik a folyamatok eredményességét? Hogyan hozzak
meg a dontést a ciklus leallitasardl, illetve folytatasarél? Mennyire konzervativak
illetve eltéréek a szabalyozas elemei a filogenetikailag tavol allo élélények kozott?
Mi all a hibas sejtosztodasok hatterében? Sok kérdésre egyre részletesebb valaszt

tudunk adni. Sok kérdésre nincs valaszunk, és természetesen mindig Gjabbak



Bevezetés

merllnek fel. Munkankkal a megvalaszolandé kérdések szamat szeretnénk

csOkkenteni.



A sejtcikluskutatas kezdete

1I. Irodalmi attekintés
IL.1. A sejtcikluskutatas kezdete

Miutan altalanosan elfogadotta valt a sejtciklus négy fazisra térténé
felosztasa, az érdekl6dés az egyes fazisok kdzotti atmenetet szabalyozé faktorok
felé fordult. Az elsé eredmények a sejtciklus kulénb6z6 szakaszait reprezentald
sejtek fuzionaltatasaval szulettek. A kisérletek soran kénnyen kezelhetd protozoat
és a hatalmas szincicialis sejtekkel rendelkezé6 Physarum policephalum-ot
hasznaltak. A vizsgalatok nyoman kiderilt, hogy a késé G2 és M fazisban 1évd
sejtek tartalmaznak egy faktort, ami képes a korai G2-ben lévé sejtek mitézisba
lépését felgyorsitani (2). Ennek alapjan az M phase-promoting factor (MPF) nevet
kapta, amit magyarra talan M fazist elésegit6é faktornak fordithatnank. Ezeknek az
élélényeknek nagyon rovid a G1 és S fazisuk, igy ezek az atmenetek nem
tanulmanyozhatdk rajtuk. Emlés sejttenyészet alkalmazasaval az S fazisos
sejtekben talaltak egy S phase-promoting faktort (SPF), amely G1-ben lévd sejtek
S-fazisba lépését gyorsitja fel. Ezen a kisérleti rendszeren végzett munkak a
tovabbiakban azt is felfedték, hogy az MPF minden sejtciklus fazisban képes
kromoszdéma kondenzaciét elbidézni, mig az SPF csak a G1 fazisos sejtekre fejti ki
hatasat (3). A munkak soran nem tisztitottak sem az MPF-t, sem az SPF-t, igy
ezek mibenléte a nyolcvanas évek végéig ismeretlen maradt.

Az MPF biokémiai jellegzetességeit elészor a karmos békan elemezték. Az
mar korabban ismert volt, hogy a Xenopus laevis meotikus petéinek kivonata az
éretlen G2-ben megrekedt petesejtekbe fecskendezve mitdzist indukal. A
folyamatot olyan szembetund valtozasok kisérik, mint a sejtmaghartya lebomlasa
és a kromoszémak kondenzacidja (5). Ezen jellegzetességeket kihasznalva
oszlop-kromatografiaval elvalasztottdk a valtozasokért felelés MPF-t tartalmazo
frakcidkat. A tisztitott komplex szerin treonin kinazaktivitassal rendelkezett, és két
f6 komponense egy 33 kDa és egy 42 kDa tomeg( fehérje volt (6).

A sejtcikluskutatas egy masik kisérleti allata a tengeri sun volt. Még a

karmos béka MPF tisztitasat megelézéen végeztek el a kdvetkezd vizsgalatot. A
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tengeri siin megtermékenyitett petéjét radioaktiv metionin jelenlétében nevelték,
majd poliakrilamid-gélelektroforézissel elvalasztottak a fehérjéket. A szeparalast
kévetd autéradiografiaval kimutattak egy fehérjét, melynek mennyisége a sejtciklus
soran fluktualt. A fehérje szintje a mitézisig fokozatosan emelkedett, majd a mitozis
végén hirtelen eltlint. A fehérjét ezen tulajdonsaga nyoman ciklinnek nevezték el
(4). A jelenségre ekkor még nem volt magyarazat, és nem feltételeztek, hogy

ennek a kulénleges fehérjének kézponti szerepe lehet az MPF-ben.

A biokémiai kutatasok a sejtosztodasban zavart élesztd mutansokon
végzett vizsgalatok eredményeivel egyutt kaptak igazi értelmet (7, 8). A
sejtosztédasban hibas éleszté mutansokban meghatarozott gének kdzétt volt a
hasadd éleszté G1-ben és G2-ben egyarant szerepet jatszd cdc2 kinaza (9) és
ennek sarjadzo éleszté homoldgja, a cdc28 is (10). A cdc2-rél tébb oldalrél is
(11, 12), és ismertté valt, hogy az MPF ciklinjének, a cycB-nek a hasado élesztd
homoldgja a cdc13 a cdc2-vel alkot komplexet (14). Ezen eredmények alapjan mar
leirhattak a sejtciklus-szabalyozas kulcs komplexét. Ezek szerint az MPF-ben a
cdc2 kinaz homolog a sejtciklus soran valtozé mennyiségben jelenlévé ciklinnel
kapcsolodva aktivalodik a G2/M fazisban. A ciklin lebomlasat kovetéen a kinaz
inaktivva valik, ezzel biztositva a komplex aktivitasanak megfelelé id6zitését. A
kinazaktivitdas elengedhetetlen feltétele a ciklin alegységgel valé kapcsoldédasa,

ennek nyoman a cdc2 homolégokat CDK-nak (cyclin dependent kinase) is nevezik.

A cdc2 kinazbdl és cycB alegységbél felépilé komplex minden valészin(iség
szerint a sejtciklus-szabalyozas legkonzervaltabb eleme. Ezen gének homologjait
élesztotél kezdve emberig (13) minden eddig vizsgalt fajpan megtalaltak. Az 6si
egysejtliekben ez a két tagbdl allé komplex koordinalhatta a teljes sejtciklust (15).
Ez az egyszerli komplex az evollcié soran azonban finoman 6sszehangolt t6bb,
jelre reagalé halézatta valt, igy az MPF komponenseinek azonositasa csak a

sejtcikluskutatasok kezdete volt.
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I1.2. Miért vizsgaljuk a noévényi sejtciklus-szabalyozast?

A helyhez kotott életmod kovetkeztében a névényeknek sajatos stratégiat
kellett valasztaniuk a fennmaradashoz. A széls6éséges kérnyezeti hatasokhoz
rugalmas egyedfejlédéssel alkalmazkodtak. A ndvényi egyedfejlédés elsGsorban
posztembrionalis, és a sejtosztdédas csak a merisztematikus régidkra korlatozodik.
Az endoreduplikacié a novényvilagban altalanos jelenség, és a sejtek G2 fazisban
is kilephetnek a sejtciklusbél. A novényi sejtek tulnyomé része egész élete soran
megérzi totipotenciajat, és kérnyezeti hatasokra a mar differencialddott sejtek is
Ujraosztdédhatnak. Merev sejtfaluk kovetkeztében a ndvények fejlédésében a
sejtvandorlas nem jatszik szerepet, igy a morfogenezisik szinte teljes egészében
a sejtosztodasokon és a sejtmegnyulasokon keresztul valésul meg.

A merev sejtfal kovetkeztében maga a sejtosztdédas is jellegzetes modon
jatszodik le. A korai profazisban a kortikularis mikrotubulusokbdl létrejon a leend6
sejtfal helyét meghataroz6 preprofazisos sav. A metafazisra a preprofazisos sav
eltiinik, és annak a helyén a telofazisban megjelennek a sejtfal alapanyagokat
tartalmazo fragmoplasztok. A fragmoplasztok létrehozzak a korai sejtlemezt, amely
sejtfal felé iranyulé névekedéssel eléri az eredeti plazmamembrant.

A fentebb felsorolt jellegzetességek kozul szamosnak a hatterében
feltehetéen sajatsagos sejtciklusszabalyozas is all. Mindezek alapjan joggal
varhatjuk, hogy a ndvenyi sejtciklus tanulmanyozasa Uj ismeretekkel szolgalhat,
nem csak egyszerlen megerésiti az egyéb élélényeken végzett vizsgalatok
eredményeit.

I1.3. Ciklinfligg6 kinazok

Az els6ként azonositott CDK-nak, a cdc2-nek szamos kisebb-nagyobb
mértékben eltér6 homologjat irtak le. A szekvencia elemzések nyoman tudjuk,
hogy mindegyik rendelkezik a kinazokra jellemzé doménekkel. Az altalanos kinaz
jellegzetességek mellett azonban sajatos aminosav szekvenciakat is azonositottak,

igy megtalalhaté a ciklinkétésben kézponti szerepet jatsz6 EGVPSTAIREISLLKE
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aminosav szekvenciarészlet, illetve ennek kulonféle médosulatai. Elsésorban ez a
régio szabja meg, mely ciklinnel képes kapcsolatba lépni az adott kinaz, igy ez a
rész kilénos jelentéséggel bir a CDK-k funkciéjanak meghatarozasaban. A masik
jellegzetes CDK aminosav motivum, az ugynevezett “T hurok” szintén a ciklinkétés
fontos régidja, és ez az aminosav szekvenciarészlet is eltéréseket mutat az egyes
CDK-kban (32).

Elesztékben szamos CDK-t azonositottak, azonban mindkét fajban csak
egy-egy vesz részt kdzvetlenul a sejtciklus szabalyozasban. A hasado élesztében
a cdc2, mig a sarjadz6 élesztében a cdc28 gén altal kodolt kinaz kilénbdzd
ciklinekkel alkotott komplexe felelés a G1/S és a G2/M atmenetekért is (15, 16).

A gerincesekben tébb, mint 10 kilonbézé CDK van, és eltéréen az
élesztéktdl itt mar tdbbnek van funkcidja a sejtciklus-szabalyozasaban. A
bizonyitottan a cdc2/cdc28 funkcionalis homolog cdk1 és cdk2 (17) mellett a cdk4
és cdk6 (18) muikodik kozvetlenill a sejtciklus koordinalasaban. A cdk2 az S, G2,
mig a cdk1 a G2/M fazisban képez aktiv komplexet. A cdk4,6 alegységet
tartalmazé komplexek a nyugalomban I1évé sejtek sejtciklusba Iépését, a GO/G1
atmenetet ellenérzik.

Az els6é névényi cdc2 homolégok meglétére utald kisérletek ota szamos
novényi CDK-t azonositottak (21, 129). A kuldnféle névényfajokbdl izolalt CDK-kat
a szekvenciajuk alapjan legalabb 6t tipusra oszthatjuk (19). Ezek koézll az A és B
tipustiaknak van igazolt sejtciklus-szabalyozo szerepe, a tébbi funkcioja egyeldre
ismeretlen, illetve attételesen mikddnek a ciklus szabalyozasaban (119). A cdc2
klasszikus PSTAIRE aminosav motivumot, mig a B tipusu CDK-k csaladjaban
eddig csak novényekben leirt PPTALRE és PPTTLRE ciklinkété motivumokat
talaljuk (20). Az A tipusu kinazokbol feleptilé komplexek hasonléan az élesztékhoz
és emlésokhoz, a G1/S és a G2/M atmenetben is aktivak. Ezzel szemben a G2/M
fazisokban sajatsagos moédon mind az A, mind pedig a B tipusu CDK-k aktiv

formaban vannak jelen (20, 22).

Allati és élesztd sejteken végzett vizsgalatok eredményeként elmondhato,

hogy ezekben az élélényekben a cdc2 mRNS és fehérje a sejtciklus minden
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fazisaban jelen van. A hasadé éleszt6 esetében sem az mRNS, sem a fehérjeszint
nem valtozik (23). Ettél eltéréen az allati sejteknél a cdc2 transzkripcioja alacsony
G1-ben, majd 6t-tizszeresére emelkedik az S és M fazisok kozétt. Erdekes modon
azonban a fehérje mennyisége allando a sejtciklus soran, nem kdéveti az mRNS
szint valtozasait (24). Mindezeket figyelembe véve a CDK kinaz-aktivitdsanak
ingadozasa elsédlegesen nem a cdc2 mennyiségi valtozasanak a kdvetkezménye.
A létrejovd aktiv komplexek szamat elsédlegesen az elérhetd ciklin partnerek
mennyisége hatarozza meg.

A névényi sejtéikluskutatésok némileg mas képet rﬁutatnak az egyes
fazisokban bekoévetkezé6 CDK mRNS és fehérjeszint valtozasokrél. Az A tipusu
CDK esetében, megegyezden az élesztbéknél tapasztaltakkal, a transzkripcid
szintje és a fehérje mennyisége is azonos a sejtciklus minden fazisaban (20, 25-
28). Ezzel szemben a B tipusi CDK-k mRNS-einek expressziéja a G2/M fazisokra
korlatozédik. A fehérjék a transzkripciot kévetden jelennek meg, és a vizsgalt
rendszerekben a mennyiségik a G2/M fazis utan is magas marad (20, 27, 28).
Jelenleg még ismeretlen, hogy mi a funkcidja ennek a szigortan G2/M-re
korlatozott expresszidbnak, de valdszinlleg a novényeknél altalanos
endoreduplikacid és a ndvényi sejtek esetében normalis G2-ben térténd

differenciacioé lehet a jelenség hatterében.

11.4. Ciklinek

A ciklineket eredetileg ugy irtak le, mint a sejtciklus soran oszcillalo
mennyiségl fehérjéket (4). Miutan szamos ciklin szekvenciajat meghataroztak, és
olyanokat is talaltak, melyek mennyisége allandé a sejtciklusban, a definicio
megvaltozott. Ma ciklinek kbzé soroljuk azokat a fehérjéket, amelyek homologiat
mutatnak a mintegy szaz aminosavnyi “ciklin elemben”-ben (29). A tovabbi
kutatasok nyoman bizonyitast nyert, hogy ez az ugynevezett "ciklin elem” Iép
kapcsolatba a CDK-k PSTAIRE motivumaval, igy elengedhetetlen a CDK-ciklin

komplex kialakulasanal (30, 31). A rontgen krisztallografias vizsgalatok részletesen
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feltartdak azokat a komplex kialakulasa soran végbemend térszerkezeti

valtozasokat is, amelyek végil is a CDK-k aktivitasahoz vezetnek (32).

Az Uj definicié alapjan a ciklinek csaladjaba sok, mar szekvencialis szinten
is nagyon eltéré fehérje tartozik. Sarjadz6 élesztében 22 ciklint irtak le, ezekbél 9
alkot komplexet a sejtciklus-szabalyozasban szerepet kapd cdc28-cal (33). Az
emlésdkben azonositott ciklinek szama még magasabb. Ezeket az aminosav
szekvenciajuk alapjan A-tol J-ig terjed6 osztalyokba soroltak (34). A kesbbbiekben
kiderult, hogy a szekvencia alapjan egy osztalyba kerult ciklinek altalaban
funkcionalis homolégiat is mutatnak, igy az osztalyozas a ciklinek sejtciklusban

betoltdtt szerepérdl is tajekoztatast ad.

Novényekben tébb, mint 60 ciklint talaltak 14 kilénb6zé fajban. Az
osszehasonlité szekvencia-analizist, és az élesztd, allat és ember ciklinekkel valo
filogenetikai kapcsolatat alapul véve a névényi ciklineket A, B, D és H osztalyokra
bontottak (35). A ndvényi ciklinekben is megtalaljuk az egyes ciklin csaladokra
jellemzd aminosav motivumokat. igy a minden ciklinben meglévé "ciklin elem"-ek,
és a késbbb ismertetendd, lebontasban szerepet jatszé elemek mellett, néhany
mitotikus ciklinben leirtak a cdc25 foszfataz kdtéseben szerepet jatszéd ‘P elemet’ is
(48, 49). A D tipusu ciklinek jellegzetes, retinoblasztoma fehérjekété LXCXE
aminosav szekvenciaja az eddig azonositott névényi D ciklinekben is jelen van
(35).

A CDK-k kinazaktivitasanak alapvet6 feltétele a ciklin alegység jelenléte, és
a CDK-ciklin komplex kialakulasa. Mivel a kinaz alegységek fehérjeszintje allandé
a sejtciklus soran, igy a létrejohetd komplexek szamat a megfeleldé ciklin
alegységek mennyisége hatarozza meg. Mindezekbdl kovetkezéen a ciklin
fehérjék szintje szigordan meghatarozott a sejtciklusban. A szabalyozas a

transzkripcio és a fehérjelebontas szintjén valosul meg.

A transzkripcionalis szabalyozas molekularis mechanizmusa nagyrészt
régebb 6ta ismert. Az eddig vizsgalt sejtciklusgének promoter régidiban tébb
aktivalé és represszald elemet azonositottak, és a szabalyozasban betsltott

szerepUket is ismerjuk (120, 121).
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A proteolizis sejtciklus-szabalyozasban betdltott szerepét csak az utébbi
években kezdték 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) lebontasanal, és a
komplexek felépitése és mikodése is jol ismert (36). Ezen komplexek
alegységeinek novényi homologjait mar azonositottak (37). lgaz, hogy a
sejtciklusban betoltoétt pontos szerepuk egyelére ismeretlen, azonban tébb kiserlet
is arra utal, hogy novényeknél is részt vesznek a sejtciklust kontrollalé fehérjék
lebontasaban. Az ubiquitindlason keresztil lebomlé A és B tipusu ciklinek
N-terminalisan elhelyezkedé jellegzetes “destrukcios elem” a ndvényi
homolégokban is megtalalhaté. A dohanysejtekkel vegzett kisérletek pedig
igazoltak, hogy a "destrukcios elem” megléte a fehérje sejtciklusfuggd instabilitasat
eredményezi (38). A D és E tipusu ciklinekben nincs “"destrukcidés elem”,
degradacios szignalként, a "PEST" (prolin, glutaminsav, szerin, treonin
aminosavakban gazdag) régiok szolgalnak. Ezeket a "PEST" szekvenciakat a
néveényi D tipusu ciklinekben is megtalaljuk (35). Mindezen eredmények alapjan
feltételezhetjlik, hogy 'a ndévényi sejtciklust szabalyozé fehérjék lebontasa az

elesztéknél és allatoknal ismert mechanizmusokhoz hasonldéan valésul meg.

A sejtciklus finoman 6sszehangolt szabalyozasanak alapja a ciklinek és
CDK-k sokszinlsége. A ciklinek nem csak az aktiv komplexek kialakulasanak
idejét, hanem a sejten bellli elhelyezkedését is befolyasoljak, valamint a
fehérje-fehérje kolcsdnhatasokon keresztil a komplexek szubsztratspecifitasat is
biztositjak.

Az éleszték és allatok CDK-ciklin parjai jol ismertek, és az is tudott, hogy az
egyes komplexek mely fazisokban aktivak. A sarjadzé éleszté cdc28 kinaz a
G1-ben a CIn1-3 alegységekkel valé kolcsénhatdsa nyoman aktivaloédik. 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 kozremiikodésével beinditia a CLN1,2 gének atirasat. A Cin1,2-cdc28
kinaz komplexek foszforilaljak a Clb-cdc28 inhibitor Sic1 fehérjét, amely ezaital az

SCF komplexen keresztil ubiquitinalodik. Az ubiquitinalt inhibitor a 26S
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proteoszoma altal lebomlik, ami végul is a Clb-cdc28 komplexek aktivalasat
eredményezi. A CIn1,2-cdc28 komplexek sajat regulator alegységiket is
foszforilaljak, megjelolve ezzel az SCF szamara, és igy veéglilis sajat aktivitasukat
szlintetik meg. Az S fazisos CLB5,6 gének expresszidja a G1 végén indul be az
MBF transzkripcios faktoron keresztiil. Ezek utan a cdc28 kinaz az S fazis vegén
kifejez6dé CLB3,4, majd a M-ben expresszalé CLB1,2 ciklinekkel alkot komplexet
(33). (1. abra)

Sarjadzo éleszté

=M

1
e R e TR ., % W
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W W e W %, W,

1. abra A sarjadz6 élesztd és az ember 6, sejtciklus szabalyozé CDK-ciklin komplexei. A vonalak a
komplexek funkciéjanak idejét jelolik. A sarjadzo élesztében az S és M fazis atfedi egymast.

Amint lathattuk, az éleszték sejtciklus-szabalyozasaban egy CDK kinaz alkot
komplexet mas és mas ciklinekkel az egyes fazisokban. A magasabb rendl(
tobbsejtliekben 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 koordinalasaban szerepet vallalé ciklinek szama is magasabb,
mint az éleszték esetében. Mindezek egyuttesen egy finomabban szabalyozhaté
rendszert eredményeznek. A tdbbsejtliek sejtciklus-szabalyozasara példaként

vehetjik a human modellt. Emberben a G1-es ellenérzé pontban a kilénbdzé ciklin

12



Ciklinek

D és Cdk4 illetve Cdk6 parok aktivak. A D tipusu ciklinek "ndvekedési faktor
érzékeldk”, a sejten kivili jeleket tovabbitjak a sejtciklus felé. Expresszidjukat a
novekedési faktorok indukaljak, mRNS és fehérjemennyiségik valtozatlan a
sejtciklus soran (50). A D tipusu ciklinek alkotta komplexek elsddleges feladata a
retinoblasztoma (Rb) féhérje foszforilacioja. Az Rb tumorszuprésszor fehérje G1 és
S fazisokban hiperfoszforilalédik, igy levalik az E2F transzkripcids faktorokrol, ami
altal beindulhat szamos S fazis specifikus gén atirasa. A szabadda vallt E2F
hatasara az S fazis kezdetén megjelenik a ciklin E, komplexet alkot a Cdk2-vel, és
elinditia a DNS-szintézist. Az S fazis késbbbi szakaszaban a ciklin E az SCF
komplex koézremikddésével degradaldédik. Az SCF komplex szamara sajat
katalitikus alegysége jeldli ki azaltal, hogy foszforilalja. A késé S fazisban Cdk1, az
éleszté cdc2 legkdzelebbi homoldgja és a ciklin A 1ép kapcsolatba egymassal, és
viszi tovabb a sejtciklust. A G2/M aktiv kinaz komplexei a mar emlitett Cdk1-CycA
és az MPF-ként ismert Cdk1-CycB (17). (1. abra)

A névényi sejtciklus szabalyozasban szerepet jatszé CDK komplexekrol
meg nincs olyan részletes képunk, mint az ember vagy az éleszték esetében.
Egyelbre nincs kdzvetlen biokémiai bizonyiték a névényi CDK-ciklin komplexekrél,
de szamos kisérlet utal a létezésiikre. igy példaul a névényi CDK-k ciklinfliggé
aktivitasat bizonyitja, hogy a lucerna fehérjekivonatbél tisztitott monomer CDK-k
nem mutatnak hiszton kinazaktivitast (22), ugyanakkor ember ciklin A illetve
lucerna CYCB2;2 ellenanyaggal immunoprecipitalt komplexek sejtciklusfiiggé
kinazaktivitassal rendelkeznek (20, 40). A komputeres szerkezeti modellek is azt
tamasztjak ala, hogy monomer formaban a névényi CDK inaktiv (39). Mindezek
mellett az élesztd kettds hibridrendszer hasznalataval is kimutattak feltételezheté
ndévényi CDK-ciklin parokat (79).

Az emberi sejtek vizsgalatara alapozott modellben bemutatott cikiinek
homoldégjait névényekben is megtalaljuk. Az A és B tipusu noévényi ciklinek is
transzkripcionalisan szabalyozottak (19, 41-43), és expresszidés mintazatuk jol
megegyezik a szekvenciajuk alapjan feltételezettel. Nevezetesen mRNS szintjuk
az S fazis végén, valamint G2 és M fazisokban a legmagasabb. Erdekes kivétel a

lucernabdl izolalt A2-es ciklin csaladba tartoz6 CYCAZ2;1. Ennek expresszidja a D
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tipusu ciklinekhez hasonléan koézel azonos a teljes sejtciklusban, igy a szerzék
szerint szerepe lehet a G1 atmenetben is (44). Az emberi D tipusu ciklinek
homoloégjait is megtaldljuk a noévényekben. Ezeknek a ciklineknek tdbbsége
allatokban és novényekben is alland6 szinten expresszalddik a sejtciklus minden
fazisaban. A novényi D tipusu ciklinek egy része az allatiakkal analég mddon
valoszinlleg a sejten kivuli jeleket kdzvetiti a sejtciklus felé. Erre a funkcidjara utal,
hogy az Arabidopsis D2 és D3 tipusu ciklin gének cukorral, illetve a citokinin
analég kinetinnel indukalhatdék (45, 46). Az allatokban a ciklin D komplexek a
GO0/G1 fazisban jutnak szerephez. A névényeken végzett kisérletek eredményei
ezzel szemben egyes D tipusu ciklinek G2/M fazisos funkciojat feltételezik. Dohany
sejtkultura vizsgalataval kimutattak, hogy a CYCD2;1 és a CYCD3;1 transzkripcidja
a G2/M atmenetben a legmagasabb (47). A névényi D tipusu ciklinek G2/M fazisos
szerepvallalasat alatdmasztjak az éleszté kettdés hibridrendszeren végzett
kisérletek is, ugyanis a specifikusan mitotikus cdc2MsF koélcsénhatasba lép tébb D
tipusu lucerna ciklinnel (79).

A fenti eredményekbdl lathatjuk, hogy az emberi, az élesztd és a novényi
ciklinek sok hasonlésagot mutatnak. A megegyezéseken tul azonban a novényi
ciklinek sajatsagos vonasokkal is rendelkeznek. Az eredmények alapjan a
noévényekben tobb féle ciklin és CDK vesz részt ezekben a fazisokban, mint az
élesztdk, vagy akar az ember esetében. Ez az ¢sszetettebb szabalyozas lehet az

alapja a noévényi G2/M fazis specidlis tulajdonsagainak.

IL.5. Ciklinfliggé kinazok foszforilacidja

Amint a fentiekben lattuk, a CDK-k kinazaktivitasanak szabalyozasa
elsédlegesen a CDK-ciklin komplexek kialakulasan keresztil valésul meg. A
felépult komplexek aktivitdsat azonban a megfelelé6 aminosavakon torténé
foszforilacié, defoszforilaci6 is befolyasolja. Igy példaul szamos CDK
kinazaktivitasa tobb szazszorosara fokozédhat a hasadd éleszté Thr167-nek

megfelelé treoninon torténd foszforilaciot kovetéen. A ‘T hurokban’ elhelyezkedé
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treonin foszforilacidja nyoman megné a CDK-ciklin komplex stabilitasa és

szubsztratkotd képessége is (32).

A Thr167-nek megfelelé treoninok posztranszlaciés modositasaért felels
kinazok, a CAK-ok (CDK activating kinase) két osztalyba sorolhatok, agymint Cak1
és MO15 tipusuak. A Cak1 csalad prototipusat sarjadzé élesztében azonositottak.
A 43 kDa-os fehérje monomerként aktiv, és egyetlen igazolt in vivo szubsztratja a
cdc28, melyet jobban foszforilal monomerként, mint a cdc28-ciklin komplex
tagjaként. A masik CAK csalad képviseldit allatokban és hasadé élesztdben
fedezték fel. A MO15 egy katalitikus alegységbdl (p40M°', amely Cdk7 néven is
ismert), egy regulator alegységbdl (ciklin H) és egy a komplex felépitését elésegitd
faktorbol (MAT1) all. A MO15 tipusu CAK-ok azon tul, hogy tdbb alegységbdl
épulnek fel, szubsztratspecifitasukban is eltérnek a Cak1-t6l. Szemben a Cak1-
gyel a monomer Cdk-kat nem, mig a Cdk-ciklin komplexet jol foszforilaljak, és
szubsztratként elfogadjak az RNS polimerazll nagy alegységének C terminalis
doménjat is, igy szerepuk lehet a transzkripcid szabalyozasaban. A sarjadzé
elesztében is megvan a MO15 komplex homolégja, ez azonban csak az RNS polll-
CTD-t foszforilalja, tehat nem rendelkezik CAK aktivitassal. A CAK-ok
fehérjeszintje és in vitro kinazaktivitasa is allandd a sejtciklus soran, igy az még

kerdéses, milyen moédon biztositjak a CDK-k idézitett foszforilalasat (51).

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
tulajdonsagai alapjan a MO15 csaladba sorolhatd. Az emlés p40MO'-tel mutat
homolégiat, monomerként nem aktiv, és csak a hasaddé élesztdbben képes
komplementalni a megfelelé6 mutansokat. A szubsztrat specifitasat illetéen is
hasonl6 a MO15-6s CAK-okhoz; amellett, hogy specifikusan foszforilalja a
cdc20s1 160-as treonin csoportjat, elfogadja szubsztratként az RNS Polll CTD-t is
(63). Az Arabidopsis-bol izolalt CAK1At-t valdjaban egyik CAK csaladban sem
tudjuk elhelyezni. A p40M°'>-tel mutat homoldgiat, viszont funkcionalisan a Cak1-
hez hasonlit. Aktivitdsa ciklintél fuggetlen, és csak CDK-t foszforilal. Tovabbi

erdekessége, hogy mig a Cak1 nem komplementalja a hasadd éleszté6 CAK
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hianyos mutansait, addig a Cak1At mind a sarjadzé élesztében, mind pedig a
hasado élesztében pétolja a kiesett CAK gének feladatat (52).

A CAK antagonista foszfatazt a KAP-ot emberben azonositottak. A foszfataz
a CDK-ciklin komplex megsz(inte utan a megmaradé monomer CDK-rdl tavolitja el
a foszfort, igy szabalyozva a késébbiekben kialakulé Cdk-ciklin komplexek
aktivitasat (54). Novényekben egyelére nem talaltak KAP homologot.

A f6 sejtciklus' szabalyozé CDK-k aktivitasa foszforilacioval nemcsak
fokozhaté, hanem gatolhaté is. A konzervalt Tyr15, és tobbsejti eukariotakban a
szomszédos Thr14 aminosavak foszforilalasa nyoman a CDK-k ATP kotd
régidjaban bekovetkezé térszerkezeti valtozasok a kinazaktivitas gatlasat
eredményezik (32).

A Thr14, Tyr15 aminosavak foszforildlasanak els6sorban a mitbzis
megfeleld idézitésében van szerepe. Ezt bizonyitja, hogy amennyiben cdc2
kinazon a Tyr15-t alaninra cseréljuk, a hasadd éleszté sejtek DNS-allomanyuk
megkettézése nélkll is belépnek a mitdzisba. Magasabb rendi tébbsejtiekben
normalis kérilmények kozott a Tyr15/Thr14 foszforilalt Cdc2-ciklin B komplex csak
a G2 fazis végen bekovetkezd defoszforilacié nyoman valik aktivva, habar ennek a
foszforilacionak nincs akkora jelentésége, mint a hasad6 élesztd esetében.
Emibésokben Tyr15/Thr14 foszforilacidja a G2/M mellett a G1/S fazis
szabalyozasaban is szerepet kap (55).

A gatlé hatasu foszforilalasért felelés enzim hasadoé élesztében a Wee1
kindz, mig emberben az éleszté Wee1 homolég mellett a Myt1 kinaz is hasonlo
funkciot tolt be. A Tyr15 aminosavat a citoplazmatikus Wee1, a Thr14-t pedig
els6sorban az endoplazmatikus retikulumban membranjaban lokalizalodé Myt1
foszforilalja (66). A CDK-k aktivitasat gatlé kinazok hatasat a kettds specifitasu
cdc25 foszfatazok a Tyr15/Thr14 aminosavak defoszforilalasaval szintetik meg. A
cdc25 foszfataz csaladnak emlésdkben tobb 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 (59).

A CDK-k aktivitasat szabalyozé kinazok és foszfatazok maguk is

sejtciklusfiuggd aktivitassal rendelkeznek, és aktivitasukat foszforilaltsaguk

16



Cdk-k foszforilacibja

befolyasolja. A mitézisban a Wee1, Myt1 kinazok és a cdc25 foszfataz is
foszforilalt allapotban vannak, ennek a posztranszlaciés moédositasnak azonban
ellentétes a hatasa a kinazokra és a foszfatazokra. A foszforilacié kévetkeztében a
cdc25 aktivitasa emelkedik, mig a kindazoké leesik. Ezeknek a valtozasoknak
eredményeként a CDK-k Tyr15/Thr14 foszforilaltsaga csokken, ami végll is a
CDK-k kinazaktivitas emelkedésében jelentkezik. A folyamatot egy pozitiv
visszacsatolas tovabberdsiti, mivel a Cdk1-ciklin B komplexnek mind a Wee1, mind
pedig a cdc25 in vivo szubsztratja (57, 58). A G1/S fazisban a cdc25A és a Cdk2-
ciklin E komplex kélcsdnhatasaban hasonlé pozitiv visszacsatolast figyelhetiink
meg (59).

Noévényekben a Tyr15/Thr14 foszforilaciojaban, defoszforilacidjaban
kozremikddd gének kozil eddig csak a Weel kinazt sikerdlt izolalni. A
kukoricaban leirt gén hasadé élesztében tultermeltetve “wee” fenotipust valtott ki,
és az expresszids vektor segitségével eldallitott ZmWee1 csokkentette a p13s©!
(Isd. 20 old.) affinitas tisztitott CDK komplexek in vitro kinazaktivitasat (122). A
defoszforilacioért felelés foszfataz egyelére ismeretlen, a mechanizmus Iétére
azonban szamos kisérlet utal. Az elsé ezt megerdsitdé vizsgalat szerint citokinin
megvonas hatasara G2-ben megrekedt dohany szarparenchima és dohany
sejtszuszpenzids sejtekbdl tisztitott CDK komplexek alacsony kinazaktivitasa
magas foszfotirozin szinttel parosul. Citokinin hozzaadasra a tirozin foszforilaltsag
csdkken a kinazaktivitas pedig emelkedik. Raadasul a CDK komplexek in vitro
éleszté cdc25 foszfatéz kezelése foszfotirozin jelcsékkenéét és kinazaktivitas
emelkedést eredményez (60). A fenti eredményeket a transzformans noévényeken
kivitelezett kisérletek is alatamasztjak, ugyanis a citokininhatas az éleszté cdc25
indukcidjaval kivalthaté (61). A cdc25 sejtosztdodasban betdltott szerepét a
heterolég cdc25-6t konstitutivan expresszalé dohanyok is bizonyitjak, mivel
ezekben a dohanyokban a sejtek mérete kisebb, mint a kontrolinévényekben (62,
63). Mindezek a kisérletek alatamasztjdk a novényi Tyr15 foszforilacio
jelentéségét. Az azonban nem kizarhato, hogy az ebben szerepet jatsz6 noévényi
foszfatazok csak funkciondlis homoldgjai az élesztében és allatokban

megismerteknek, és ez a magyarazata a sikertelen génizolalasi kisérleteknek.
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11.6. Ciklinfiiggd kinaz inhibitorok

Az evolucio soran a CKl-k (CDK inhibitorok) szinrelépése a sejtciklus-
szabalyozas tovabbi finomitasat tette lehetévé. Az élesztékben meég csak egy
illetve kettd, a sejtciklus-szabalyozasban funkcionalé CKI-t ismerink. Emléstkben
a CKl-k szama mar magasabb, és ezeket két csoportra osztjuk. Az INK4 (inhibitors
of Cdk4) csalad tagjai csak a Cdk4,6-hoz kétédnek, és ekzek aktivitasat gatoljak.
Ebbe az inhibitor csaladba négy fehérje tartozik: a p15™*? a p16™K*2 g p1gNkee
és a p19'™N Szerkezetileg kozos sajatsaguk az ankyrin motivumok ismétiédése.
A CKI-k masik csoportjaba, a Cip/Kip csaladba harom inhibitort sorolunk: a
p21°P'et, a p27¥%P'-et és a p57P%-et. Ennek a csaladnak a képviseldi tébb CDK-ra
fejtik ki hatasukat, igy befolyasoljak ciklin a D-, E-, és A-figgd kinazok aktivitasat.
A csalad tagjainak azonos vonasa a C terminalisan elhelyezked6 jellegzetes
aminosavmintazat, amely ciklin €s CDK alegységekhez vald kapcsolédasukat teszi
lehetévé (66).

Sarjadzo élesz;tében két sejtciklus-szaba’Iyozé\sban~ érintett inhibitort
ismerink. A Far1 a parosodasi feromon és a sejtciklus kozotti kapcsolatot
biztositja. A feromon hatasara Far1 expresszalodik, és kapcsolédik a Cln2-cdc28
komplexhez, minek kdvetkeztében a sejtek megrekednek G1-ben (64). A Far1-t a
Cin komplexek foszforilacion keresztlil kijeldlik az SCF szamara, ennek
eredményeként az inhibitor lebomlik. igy végsé soron a Far1 és a Cin-ek aranya
donti el, hogy a sejtek blokkolédnak-e a G1 fazisban (36). A masik sarjadzé éleszt6
inhibitor, a Sic1 az S fazisban miikédé Clb5,6-Cdc28 komplexekre fejti ki hatasat
(65). Hasonlban a Far1-hez, ez az inhibitor is az SCF komplex altal ubiquitinalédik,
es csak foszforilalt formaban érhet6 el az SCF szamara. A foszforilalast egyrészt a
Cln komplexek biztositjak, masrészt pozitiv visszacsatolas keretében maguk a
CIb5,6 komplexek (36).

Emberben kézponti jelentésége van a CKl-knak a G1 ellenérzé pont
szabalyozasaban. Ezt mi sem bizonyitja jobban, mint az, hogy a legtébb tumoros
elvaltozas hatterében a CKI-k hibas mikddése all (18). Mitogén stimulus hatasara

indukalddé ciklin D gének feladata kettés a G1 fazisban. El6szér a ciklin D alkotta
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komplexek mint kinazok foszforilaljak az Rb-t, masodszor sztéchiometrikusan kétik
a Cip/Kip inhibitorokat. Mindezek kovetkeztében az Rb-rél levalt E2F transzkripcids
faktor beinditja ciklin E atirasat, a Cdk2-ciklin E komplex inhibitora, a p27<*' pedig
a ciklin D komplexekkel |ép kolcsénhatasba. A két folyamat eredményeként a
sejtben megjelennek az aktiv Cdk2-ciklin E komplexek. A sejtciklus tovabbi

Iépéseinél mar nincs szukség a ciklin D komplexekre.

sy

korabbi elképzeléseinkkel. Ma mar tudjuk, hogy a Cip/Kip csalad inhibitorai nem
gatoljak ciklin D komplexek aktivitasat, igy azok Rb foszforilalo képessége nem
valtozik (66). A IegL'ljabb vizsgalatok szerint a Cip/Kip fehérjék .még eld is segitik a
Cdk-ciklin komplexek kialakulasat (67), és aktivitasukat tovabb emelik a komplex
sejtmagba iranyitasaval és a ciklin D stabilitasanak névelésével (67, 68). Az INK4
fehérjék hatasa is kettdés, mivel gatoljak a ciklin D komplexek aktivitasat, be sem
indulhat a ciklin E szintézise. Emellett pedig az INK4 fehérjékkel komplexben lévé
Cdk4,6 kinazok nem koétik a Cip/Kip inhibitorokat, igy a ciklin a meglévé AD,E
komplexek aktivitasa is gatolt marad (69).

A ndvényi CKIl-k szerepérdl nincs ilyen részletes képink, de mar tébb fajban
Is azonositottak CDK inhibitor fehérjéket. Az elsé névényi CKl-ra utaldé eredmény
kukorica endospermiumon végzett kisérletekbdl szarmazik. Ezek szerint azokban
az endospermium kivonatokban, amelyekben nincs mitdzis, a tisztitott CDK
komplexek aktivitasa alacsony. Ezeket a kivonatokat aktiv CDK komplexekhez
adva, csokkentik azok in vitro kinazaktivitasat. A szerzék feltételezték, hogy az
aktivitascsokkenésért egy inhibitor fehérje felelés (80). Az elsé azonositott ndvényi
CKI gén Arabidopsisbdél szarmazik. Szekvenciaja alapjan mutat némi hasonlésagot
az emlés p27 P! p21°P! inhibitorokkal, de csak a névényi CDK komplexet gatolja
(81). A részletesebb vizsgalatok kideritették, hogy az Aribidopsis inhibitor
C-terminalisan elhelyezked6, az Aallati Cip/Kip fehérjékkel homologiat mutatéd
szakasza elengedheteten a cdc2aAt-val és CYCD3;1-gyel torténé

kélcsdnhatashoz (82).

Az utdbbi idében tébb névényi CKI-t izolaltak (D. Inzé nem publikalt, G.

Horvath nem publikalt), és az éleszté kettds-hibrid adatok szerint az eddig
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azonositott névényi CKI-k az A tipust CDK-kal lépnek kdlcsdnhatasba (D. Inzé
nem publikalt, 79).

I1.7 Ciklinfiigg6 kinaz komplexek tisztazatlan szerepii fehérjéi

A Cks (cdk alegység) csalad tagjai az els6ként azonositott sejtciklus-
szabalyozo6 fehérjék kézé tartoznak. A Cks-ek prototipusat, a sucl1-t a defektiv
cdc2 hatast szupresszald képessége alapjan talaltak meg hasadoé élesztében (70).
A gén sarjadzé élesztd homoldgjat a cdc28-cal valdé kdlcsénhatasa nyoman
izolaltak, és ez a tulajdonsaga lett a Cks (cdc28 kinase subunit1) csalad névadoja
(71). A Cks-eknek emberben két képviselbje van, egy 9 kDa-os és egy 13 kDa-os
fehérje (72). A névényekben megtalalt Cks-ek nagy homoldgiat mutatnak a csalad
mas élélényekben azonositott tagjaival (73, 74).

Annak ellenere, hogy a Cks-ek régota ismert €s tanulmanyozott fehérjék, a
pontos funkcidjuk még ma sem ismert. Tudjuk, hogy a legtébb
sejtciklus-szabalyozasban érintett CDK komplexet képez ezekkel a 9-13kDa
méretl fehérjékkel, és hogy elengedhetetlenek a CDK komplexek miikédéséhez. A
sejtciklus szabalyozasban betdltétt kozponti szerepiket igazoljak a kovetkezd
éleszté és karmos béka kisérletek. Elesztékben a Cks mutans sejtek magas
ciklinszint mellett késé mitézisban blokkoltak, és érdekes moédon a tal nagy
mennyiségl Cks is megallitia a sejtciklust (71, 75). Karmos béka petesejtek
sejtmentes kivonatdban a magas Cks szint a CDK Tyr15 defoszforilaciéjat gatoija,
és igy megakadalyozza a mitdzisba lépést, ugyanakkor a Cks hianya a mitozisbdl
valé kilépést gatolja (76). A Cks-k funkcidjara utalhat, hogy élesztében
hogy a Cks-nek szerepe van a CDK komplexek mitotikus degradacios komplexhez
vald iranyitasaban (77). A Cdk2-Cks komplex szerkezeti vizsgalatai szerint a Cks
feladata a megfelel6 fellletet biztositasa a szubsztratok és regulald fehérjék
kotéséhez (78).

A ndvényekben leirt Cks gének kozil az Aribodipsis-ét vizsgaltak
részietesebben. A CKS1At cDNS terméke komplementdlja a hasadé éleszto

megfelel6 mutansat, mig a tultermeltetése mind a vad tipust, mind pedig a mutans
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élesztében sejtciklus-blokkot eredményez. A CKS1At fehérje in vitro az
Arabidopsis A és B tipusi CDK-javai is kélcsdnhatasba lép (73). Az Arabidopsis
Cks fehérje és a sejtciklus-szabalyozas kapcsolatat tamasztja ala az is, hogy in
situ hibridizaciés kisérletek alapjan a gén az aktivan osztédé 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 talalhatok meg. Ezek alapjan
a szerzok feltételezik, hogy a CKS1At szerepet jatszik az endoreduplikacidban is
(74). (2. abra)

Foszfataz ¢ ‘ Kinaz

Cak

Kap1
T161

Kinazok
Y15 g wee, mytt

4— Foszfatazok
cdc25A,B,C

T14

Cip/Kip
INK4

Lebontas Szintézis

Kap1 nemismert

Cak mindkét tipusa megvan

T161 foszforilalhato, de hatasa nem ismert

wee, mytl wee ismert

cdc25 nem ismert

Y15 foszforilalasa gatio hatast

T14 nemismert a foszforitathatésaga

CKI 4 kiilonboz6t azonositottak, gatid hatastt

Cks megvan, hatasa ismeretten

Ciklinek Ismertek, a CDK aktivitdshoz valilsziniileg-elengedhetetienek

2. abra A CDK-k aktivitasat befolyasold faktorok. A kék szin gatlast, a piros aktivalast jelol.
Az abra alatti rész a névényekre vonatkozo ismerteinkrél ad felvilagositast.
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11.8. Ciklinfiigg6 kinaz komplexek lokalizacidja

A sejtciklus-szabalyozas kutatas f& célja eleinte a folyamatban résztvevd
gének és fehérjék azonositasa volt. A késdbbi munkak soran tisztaztak, hogy az
egyes komplexek mely fazisokban kapnak szerepet, és milyen faktorok
befolyasoljak az aktivitasukat. Az utdbbi idében egyre toébb olyan eredmény
szuletik, amely azt bizonyitja, hogy a CDK aktivitasanak idébeli szabalyozasan tul
a komplexek sejten bellli pozicidja is szigoruan kontrollalt. A komplexek
elhelyezkedése egyrészt a lehetséges szubsztratokat szabja meg, masrészt a
komplexek aktivitasat modositd kinazokkal, foszfatazokkal valé kélcsénhatasnak is
alapfeltétele a megfeleld sejten beluli pozicio.

Emitéstkben részletesen ismert a CDK komplexek lokalizaciéja az egyes
sejtciklus fazisokban. A ciklin A és E komplexek a sejtmagban talalhatok, ami jol
osszecseng a DNS-szintézisben betdltott szerepikkel (83, 84). A D1 ciklin komplex
a G1 fazisban a sejtmagban helyezkedik el, majd az S-ben kikerul a citoplazmaba
(85). A Cdk6-ciklin D3 mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban jelen van, de
csak a magbdl tisztitott formaja aktiv (86). A mitotikus B1 és B2 ciklinek
interfazisban a citoplazmaban talalhatéak, é€s mig a B1 ciklin végig ott marad,
addig a B2 a profazisban bejut a sejtmagba (87). A komplexek mozgasanak
mikéntjérdl egyre részletesebb képet adnak az emberi sejteken végzett vizsgalatok
(88).

Noévenyekben megfelel ciklin ellenanyagok hianyaban elsésorban a CDK
komplexek sejten bellli elhelyezkedésérél vannak informacidink. Az A tipusu
CDK-k immunolokalizaciojat tobb fajban is vizsgaltak. A kukorica gytkércsucsban
interfazisban a sejtmagban, a G2-ben a preprofazisos savon detektaltak, majd
diffuz jelet kaptak, mig végul a telofazisban ismét a kialakul6 magokba keriilt a
vizsgalt kinaz (89). Az immunolokalizaciés eredmények alapjan a lucerna
sejtekben az A tipusu CDK-k elsésorban a sejtmagban talalhatok. A sejtmag
izolalasa utan végzett immunoblott analizis szerint viszont a sejtmagban és a
citoplazmaban is jelen vannak (22). A lucernan Arabidopsis A tipusu CDK

ellenanyaggal is végeztek immunlokalizaciés kisérleteket. Ezek szerint a
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gyokérsejtekben, interfazisban a sejtmagban és a citoplazmaban is megtalalhatok
ezek a kinazok. A mitdzis soran detektaltak éket a preprofazisos savon, a mitotikus
orson, a fragmoplaszton és a kromoszémakon is (90). B tipusi CDK-t eddig csak
lucernan vizsgaltak. A Ilucerna cdc2MsF ellenanyag felhasznalasaval a
mitézisspecifikus CDK preprofazisos savon, a mitotikus orsén és a fragmoplaszton
azonositottak (79). A cdc2MsF elhelyezkedése és M fazisos kinazaktivitasa
egylttesen a kinaz mitézisban betdltott funkciojat bizonyitjak. A névényi CDK
komplexek in vivo szerepének tisztazasahoz elengedhetetienek a tovabbi

immunolokalizacios kisérletek.

I1.9. Novényi hormonok és a sejtciklus

A noévényi nbvekedés és fejlédés szabalyozasanak fontos belsé tényezdi a
névényi hormonok. Két klasszikus névényi hormonrél, az auxinrél és a citokininrél
mar az oOtvenes évek O6ta tudjuk, hogy elengedhetetlenek a névényi
sejtosztéddashoz és DNS-szintézishez (91). Ennek ellenére rengeteg ellentmondd
eredmeny kerllt nyilvanossagra a pontos funkciéjukra vonatkozéan. Beszamoltak
olyan kisérletrél, ahol a sejtkultira auxin megvonasra nem blokkolédott kitlintetett
sejtciklus fazisban (92), ahol a sejtek G2 fazisban rekedtek meg (93), és olyanrol
is, ahol a sejtek az auxinhiany hatasara a G1-ben halmozddtak fel (94). A citokinin
eheztetéses vizsgalatok szintén kilonbozé eredményeket adtak (93, 95). A
hormonkezelésekre adott eltér6 valaszok valdszinlleg a felhasznalt sejtek
kulonb6zd eredetének, fiziolégias sajatossaganak és tartasi korulményének
koszdnhetdek.

Az auxinok és citokininek sejtosztédasra gyakorolt pontos hatasat csak a
novényi sejtciklus-szabalyozas kutatasok eredményeinek alkalmazasaval
derithetjuk ki. A sejtciinJs szabalyozas egyik kulcsmolekulaja az A tipusu CDK és a
hormonok kdz6tti kapcsolatot vizsgaltak Arabidopsisban a cdc2aAth promoter GUS
konstrukcié felhasznalasaval. A kisérlet sordn az auxin indukalta a promotert,
citokinin hatasara a GUS aktivitasnovekedés kisebb mértékli volt, mig a ket

hormon egylttesen magasabb aktivitast eredményezett (26). Lucernaleveleken a
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hormonkezelés nyoman a CDK komplexek kinazaktivitAsaban bekdvetkezd
valtozasok mérése hasonloé eredményeket adott. A 2,4-D kezelés a hormonmentes
kontrollhoz viszonyitva megemelte a kinazaktivitast, kinetin 6nmagaban alig
okozott valtozast, mig a két hormon egyluttes alkalmazasa szinergesztikus hatast
fejtett ki a tisztitott CDK komplexek in vitro kinazaktivitasara (79). A dohany
szarbélsejteken végzett vizsgalatok egyfajta magyarazattal szolgalnak az auxin és
citokinin szinergesztikus hatasara. A dohanysejtekben a 2,4-D kezelés
eredményeként megnétt a cdc2 fehérjeszintje, a kinazaktivitds ndvekedéshez
azonban kinetin is szikséges volt. A CDK tirozin foszforilaltsagat leellendrizve azt
tapasztaltak, hogy a kinetin hozzaadasara bekdvetkezé kinazaktivitas
emelkedéssel pérhuzémosan csOkkent a foszfotirozin jel.' A tisztitott CDK
komplexet, a Tyr15-6s foszfort eltavolitandé heteroldég cdc25 foszfatazzal kezelték,
és igy szintén kinazaktivitas emelkedést értek el (60). A dohany protoplaszt
kisérletek megerdsitették az eldbbi eredményeket. A sejtek kinetinmentes
tapoldaton G2-ben rekedtek meg, és ez a blokk kinetin alkalmazasaval feloldhaté
volt. Indukalhatd éleszté cdc25 konstrukcidval transzformalt dohanyokbol készult
protoplasztokon a fenti kisérletet megismételték, és ebben a rendszerben a cdc25
foszfataz indukcidjaval ki tudtak valtani a kinetinhatast. Ezek alapjan a szerzék
feltételezik, hogy a kinetin a cdc25 stimulaciéjan keresztul a G2 fazisban aktivalja a
CDK komplexet (61). A kinetinnek a G2/M-ben betoltott funkcidjat mas
laboratériumokban végzett munkak is alatdamasztjak. A dohany protoplasztok a
kisérletek soran auxin jeniétében endoreduplikacion mentek at, majd citokinin
hozzaadasara a sejtek tobb mitdzison keresztil elérték a normalis kromoszéma-
szamot (97). Végul a szinkronizalt dohany sejtszuszpenzién mért hormon
mennyiségi valtozasok is a kinetin G2/M fazisos szerepét hangsulyozzak. A
méreések soran az IAA és ABA mennyisége azonos volt minden fazisban. Ezzel
szemben a citokininek kdzul a zeatin és a dihidrozeatin két csucsot adott, egy

kisebbet az S fazisban és egy nagyobbat pedig a mitdzisban (98).

A kinetin G2/M-re koriatozédd szerepének ellentmondé eredmények is
ismertek. A szinkronizalt Arabidopsis és lucerna sejtszuszpenziokban a ciklin D3

MRNS roviddel S fazis elétt jelent meg (45,46), és a kinetin indukalta a gén
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kifejezodését (46). Lucerna kilonbozé részeiben mérve a gén expresszidjat, a
gyokérben, a citokinin eldallitas f6 szervében kaptak a legmagasabb jelet (45). Az
Arabidopsis mutansok is a ciklin D3-citokinin kapcsolat mellett szélnak, ugyanis a
citokinint tultermeldé mutans névényekben emelt szinten volt jelen a ciklin. A ciklin
D3-t konstitutivan termeld Arabidopsis mutansok pedig, szémben a vad tipusu
névényekkel, kalluszképzéshez nem igényeltek citokinint (96). Mindezek az
eredmények valdszinlsitik, hogy a citokininek a GO0/G1 és a G2/M ellenérzd
pontban is szikségesek.

A gibberelinsavat a rizs névekedését 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 tébb sejtciklus-szabalyozasban szerepet jatszd fehérje mRNS
szintie megnétt. igy emelkedett az expresszidja cdc20s-2-nek, a cycOs1-nek,
cycOs2-nek és a rizs Cak homolognak, az R2-nek is. A sejtciklus-szabalyoz6
gének indukcidja a G1/S és G2/M fazisok leréviduléséhez vezetett, és ez végllis
gyorsabb névekedést eredményezhet (99).

Az ABA, ellentétben az eddig ismertetett hormonokkal, gatolja a
sejtosztdédast és a DNS-szintézist. Alma- és borséembriok ABA jelenlétében nem
lépnek ki a nyugalmi allapotbél, a GO fazisbél (100,101). Az ABA sejtosztdédast
gatlé tulajdonsaganak a hatterében a CDK komplexre kifejtett hatasa allhat,
ugyanis a lucernaleveleken kivitelezett kisérletekben az auxin és citokinin okozta
p13%'°! kotott kinazok aktivitasnovekedését az ABA megakadalyozta (79). Ez a
gatlas kovetkezhet a novényi CKI expresszid6 novekedésébdl, mert az
Arabidopsiban ABA kezelés nyoman az ICK1 (Arabidopsis CKI) mRNS emelt
szinten volt jelen, és az ICK1 gatolta p13%“ tisztitott CDK komplexek in vitro
kinadzaktivitasat. Raadasul ez a CDK inhibitor kélcsénhatasra lépett az Arabidopsis
cdc2a CDK-val és D3 tipusu ciklinnel (82). Ezen eredmények alapjan elképzelheté,
hogy az ABA okozta G1-es blokk a névényi CKI gének indukciéjan keresztll

valésul meg.
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11.10. A novényi sejtciklus-szabalyozas egy lehetséges modellje

A novényi sejtciklus-szabdalyozasra vonatkoz6 ismereteinknek dontd része
az utébbi tiz év munkajanak eredménye. Az eddigi kutatasok nyoman ismert, hogy
a filogenetikailag konzervalt elemek mellett a névenyi sejtciklus-szabalyozasnak
mas éldlényekre nem jellemzd, specifikus vonasai is vannak. A kdzeljévé feladata
a még hianyzé elemek azonositasa, az egyes komponensek egymashoz valb
viszonyanak és a komplexek funkciéjanak felderitése. Ezekkel az Uj vizsgalatokkal
nyerhetnek majd igaéi értelmet a ma még gyakran mégmagyarézhatatlan
eredmeények.

A hianyossagok ellenére, alapul véve a rendelkezésilnkre allé névenyi
kisérletek eredményeit, kiegészitve azokat az emlds- és az élesztokutatasok
nyujtotta ismeretekkel is, felallithatunk egyfajta modellt a noévényi sejtciklus-
szabalyozasrél. Ezek szerint a GO/G1 atmenet az emlésdkkel analég modon
elképzelhetd, mivel a névények is rendelkeznek az ebben a fazisban szerepet
jatsz6 emldsokben leirt fehérjékkel. Az ismert, hogy a nyugalomban lévé sejtek
citokinin és auxin hatasara kezdenek el osztédni, és az auxin az A tipusu CDK-k,
mig a citokinin a D3 tipusu ciklinek kifejezddését indukalja. A keletkezett ciklinek
vagy az A tipusu CDK-val, vagy masik, eddig még nem vizsgalt CDK-val
komplexet alkotnak. Foszforilaljak az Rb-t, igy szabadda teszik az E2F
transzkripcios faktort, melynek segitségével beindulhat az S fazisos gének atirasa.
A G1-es atmenetet blokkolhatja az ABA hatasara kifejez6dé CKI, a D tipusu

......

tipusi CDK-k A tipusu ciklinekkel alkothatnak aktiv komplexet.

A G2/M fazisok nem irhaték le sem az éleszté, sem az emberi modell
alapjan. Szemben minden mas eddig vizsgalt élélénnyel, a névényekben ezekben
a fazisokban nem egy, hanem legkevesebb harom kllénb6zé CDK mikoédik. Ezek
a kinazok elméletileg kapcsolédhatnak az A, B és érdekes moédon még a D tipusu
ciklinek néhany képviselbjéhez is, igy a G2/M fazis szabalyozasa rendkivl
dsszetetté valik. Novényi sajatsag az is, hogy a G2 ellenérzdpontban is szilkséges

a hormonhatas. Az mar ismert, hogy ebben a fazisban az A tipusi CDK-t a
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citokinin aktivalja azaltal, hogy egy jelenleg még ismeretlen foszfatazon keresztdl
indukalja a Tyr15 defoszforilaciojat. A D tipusu ciklinek "névekedési faktor”
tulajdonsagat figyelembe véve az is elképzelhetd, hogy a G2 fazisos hormonhatas
ezen ciklinek indukciéjahoz is sziikséges. A névényi mitozis is jellegzetes abban a
tekintetben, hogy ebben a fazisban egy specifikus B tipusu CDK aktivalddik,
miutan az A tipusu CDK aktivitasa mar megsz(int.

Jelenleg a ndvényi sejtciklus-szabalyozast csak hipotetikus modellel tudjuk
leirni. Azonban ha a jelenlegi GUtemben folynak az ilyen iranyu kutatasok, talan a
nem is olyan tavoli jovében részletes képlnk lesz errél az 6sszetett rendszerrdl. (3.

abra)

Gl . S G2 M

; P
(CakB> CakB>
cycA,B.D) cycA,B,D

3. abra A névényi sejtciklus-szabalyozas egy lehetséges modellje
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111. Ceélkitiizések

Csoportunk egyik f6 érdeklédési terlilete a névényi, azon belll a lucerna
sejtciklus-szabalyozasanak molekularis hattere. Az ilyen iranyu kutatasok kozel tiz
eves multra tekintenek vissza laboratoriumunkban. Munkank nagy részében a
lucerna A2 folyadék szuszpenziés kultirat hasznaljuk kisérleti rendszerként. A
szuszpenzid legnagyobb elénye, hogy homogén, gyorsan osztédé sejtpopulaciobol
all, ennek kovetkeztében jol szinkronizalhaté. A névényi sejtciklus vizsgalatoknal
ez rendkivul fontos kritérium, ugyanis j6 hatékonysagu szinkron elérése tavolrél
sem olyan egyszerl feladat, mint emlés vagy éleszté sejtek esetében. Meg kell
Jegyezni azonban, hogy a sejtszuszpenzié hasznalatanak megvannak a maga
hatarai. Egy lassan egy évtizede szuszpenzié formajaban fenntartott kultura seijtjei
minden bizonnyal masként viselkednek, mint az intakt névény sejtejei.
Mindemellett a sejtszuszpenzi'és kisérletek kinaljak a leghatékonyabb
megkozelitési mdédot a sejtciklus szabalyozas tanulmanyozasahoz, és az ebbél a
rendszerbdl  szarmazdé  adatok  nélkil  elképzelheteten a  névényi

sejtciklus-szabalyozas molekularis hatterének feltarasa.

A csoportunkhoz tortént csatlakozasomkor mar hat kalonb6zé lucerna CDK
gént izolaltak laboratériumunkban. A tovabbi munkak soran elészér a gének
MRNS-szintjének valtozasat vizsgaltuk a sejtciklus soran. Ezt kdvetéen specifikus
ellenanyagokat allitottunk eld, és a fehérjék mennyiségét leellenériztik. Végul az
ellenanyagok segitségével a tisztitott CDK komplexek kozil kettének az aktivitasat

mertik. Ezen munkak eredményeit részletesen kozoltuk (20).

Dolgozatomban azokrél a munkakrol szamolok be, amelyekkel a kovetkezé
kerdésekre kerestunk valaszt:

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

2. Mely CDK komplexek aktivak a G2 és M fazisokban? Milyen idérendi

sorrendben mulkoédnek a komplexek ezekben a fazisokban?
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3. Van-e szerepe a novényi CDK komplexek kinazaktivitasanak
szabalyozasaban a tirozin foszforilacidbnak?

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

5. Hogyan befolyasoljak a kilénb6zé névényi hormonok a CDK komplexek

aktivitasat?
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IV. Kisérleti eredmények és értékelésiik
IV.1. A lucerna CDK-k szubsztratspecifitasa kiilonb6z6

Az eddig leirt és jellemzett CDK-k szamahoz képest elenyészé azon
fehériek szama, amelyek igazoltan in vivo szubsztratiai a CDK-ciklin
komplexeknek. A G1 és S fazisokban a CDK-k kllénb6z6 transzkripciés faktorokat
(SBF, MBF), a transzk‘ripcié szabalyozasaban résztvevd fehérjéket (Rb), CKl-ket
(Sic1, Far1) és foszfatazokat (cdc25A) foszforilalnak. A CDK-k G2 és M fazisos
szubsztratjai elsésorban kinazok, foszfatazok (NIMA, cdc25) és szerkezeti fehérjék
(hiszton H1, laminok, vimentin, nucleolin) (118). Névényekben eddig még egyetlen
fehérjérél sem bizonyitottak, hogy in vivo CDK szubsztrat, s6t még in vitro
szubsztratokat sem vizsgaltak, igy a noévényi CDK-k in vitro kinazaktivitas
mérésénel szinte kizarélag a hiszton H1-t hasznaljak szubsztratként.

A szubsztratspecifitas vizsgalatainkkal kettés célunk volt. Egyrészt cdc2MsD
komplex a hiszton H1-t nagyon gyengén foszforilalta, igy a megfelelé szubsztrat
azonositasa elengedhetetien volt a kinaz tovabbi tanulmanyozasahoz. Masrészt az
in vitro szubsztratok meghatarozasa megadja a lehetséges in vivo szubsztratok
korét, igy alapul szolgal a kinazok funkcionalis elemzéséhez. Kisérleteink soran a
lucerna CDK komplexet immunoprecipitalassal tisztitottuk, majd a megfelelé
szubsztratokkal meghataroztuk kinazaktivitasukat.

A hiszton H1 a leggyakrabban hasznalt in vitro CDK szubsztrat. A
fehérjében megtalalhatdé az az S/T-P-K-K/R aminosav motivum, melyet a legtébb
CDK foszforildl. A hiszton H1 ennek ellenére nem hasznalhaté altalanos CDK
szubsztratként, mert a G1 fazis két kulcs molekulaja a Cdk4 és Cdk6 nem képes
foszforilalni. Az altalunk vizsgalt CDK-k kézul a Cdc2MsA/B j6l foszforilalta a
hiszton H1-t. Ezzel szemben a cdc2MsF hatasara sokkal kisebb mértékben
jelolédott a szubsztratként hasznalt fehérie, mig a cdc2MsD altal tortént
foszforilacié elhanyagolhaté mértéki volt (1. tablazat).

A mielin bazikus fehérje (MBP) a MAP kinazreakciok altalanosan elterjedt in

vitro szubsztratja. Egyes vizsgalatok szerint azonban kisérleti kérlilmények kozott
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a PITALRE ciklinkété motivummal rendelkezé human Cdc2 homolég is foszforilalja
(108). Vizsgalataink soran a harom lucerna CDK kézil csak a PSTAIRE
aminosavszekvencia részletet tartalmazé cdc2MsA/B jeldlte radioaktiv foszforral
(1. tablazat).

A kovetkezd szubsztratunkat, az RNS polimerazll-CTD-t elsésorban a CAK
kinazaktivitas meghatarozasoknal hasznaljak, de van arra mutaté eredmeény, hogy
egérben a cdc2 is képes foszforilalni (109). Kisérleteinkben a bakterialis
rendszerben termeltetett Arabidopsis RNS polimerazll-CTD-t alkalmaztuk
szubsztratként. Az immunoprecipitalas utan mért kinazaktivitasok szerint az RNS
polimerazll-CTD csak a cdc2MsA/B kinaz komplexek szamara megfelel6 in vitro
szubsztrat (1. tablazat).

A retinoblasztoma azon kevés fehérje kodzé tartozik, émelyrél bizonyitott,
hogy szamos CDK in vivo is foszforilalja. Emberben a cdk2/4/6 is résztvesz ebben
amely az ismert CDK foszforilaciés helyeket tartalmazza. A kisérletet elvégezve
hasonld eredményre jutottunk, mint az MBP és az RNS polimerazll-CTD esetében,
ugyanis az Rb-t is csak a cdc2MsA/B foszforilalta (1. tablazat).

A Topoizomerazll C-terminalis doménje a sejtciklus egyes fazisaiban
kildnb6zd meértékben foszforilalt. A domént td6bb mas kinaz mellett a CDK-k is
képesek foszforilalni (111, 116). Kisérletiinkben az in vitro kinazaktivitasok
meghatarozasa soran az Arabidopsis Topoll C-terminalis doménje szolgalt
szubsztratként. A kinazreakcidk bizonyitottak, hogy a Topoll megfeleld szubsztrat
a cdc2MsD szamara, de a cdc2MsF is jobban foszforilalta, mint a hiszton H1-t. A
cdc2MsA/B csakagy, mint a tébbi vizsgalt fehérjét, ezt is jol foszforilalta (1.
tablazat).

Kisérleteink bizonyitottak, hogy a noévényi sejtciklus kinazok sem
tanulmanyozhatdk a hisztonnal, mint egyeduli szubsztrattal. Emellett, habar a fenti
eredményekbél nem vonhatunk le koévetkeztetéseket a lucerna CDK-k in vivo
szubsztratjaira vonatkozdan, alatamasztjak sejtciklus-szabalyozasban betéltétt
feltételezett szerepliket. Az Rb a G1/S fazisokban foszforilalodik, ezaltal lehetévé

valik a fazisspecifikus gének atirasa (110). A transzkripcié elinditasahoz RNS

31



Kisérleti eredmények és értékelésiik

polimerazll CTD-janak foszforilacioja elengedhetetlen, mivel az M fazisban nincs
transzkripcié, igy a CTD defoszforilalt ebben a fazisban (112). Fentiekkel
dsszhangban mindkét fehérjét csak a G1 és S fazisokban aktiv kinaz komplex, a
Cdc2MsA/B foszforilalta in vitro kérilmények kozott.

Ezzel szemben a G2 és M fazisokban aktiv cdc2MsD és cdc2MsF kinaz
komplexek az elsésorban ebben a fazisokban foszforilalodé és aktivalédd
Topoizomerazll-t foszforilaltak (113). Az in vivo szintén G2 és M fazisokban
foszforilalt hisztonH1-t (114) a G2/M specifikus komplexek koézil csak a Cdc2MsF
hasznalta szubsztratként. Vizsgalataink soran a G1 és G2 fazisokban egyarant
aktiv cdc2MsA/B rendelkezett a legszélesebb szubsztratspecifitasssal, igy a

hisztont és a topoizomerazt is foszforilalta.

Cdc2MsA/B Cdc2MsF Cdc2MsD

iszton H1 +++ ++

Mielin bazikus fehérje +++

RNS polimerazll +++

Retinoblasztoma b

opoizomerazll +++

1. tablazat Lucerna CDK-k szubsztratspecifitds vizsgalata. A keresztek szama a

foszforilacié relativ intenzitasat jeldli.
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IV.2. A purin analogok szelektiven gatoljak az A tipusi CDK-kat

A purinvazas vegylleteket, mint kinaz inhibitorokat a 90-es években
vizsgaltak elészor. A Kisérletekbél, melynek soran 35 kulénb6zd kinaz
aktivitasanak valtozasat tesztelték, eltéré6 olomoucine koncentraciok mellett kitint,
hogy az inhibitor rendkivili szelektivitassal gatolja a Cdk1 és Cdk2 komplexek in
vitro kinazaktivitasat (102). Az elsé CDK-ciklin komplexek kristalyositasa és
rontgenkrisztallografias vizsgalata lehetévé tette még hatékonyabb inhibitorok
kifejlesztését. Az ﬂjabban eldallitott roscovitine és bohemine még alacsonyabb
koncentraciéban hatékony gatléja a fent emlitett kinaz komplexeknek (103, 104). A
purinvazas CDK inhibitorokat névényi sejtciklus blokkolasara szamos kisérleti
rendszerben hasznaltdk. A névényi CDK-k in vitro kinazaktivitdsara gyakorolt
hatasukat azonban csak a p13°°" affinitas komplexen és Cdc2MsA/B
immunoprecipitalt komplexen ellenérizték (107).

Munkank soran azt vizsgaltuk, hogy a kilonb6zé purin analégok mennyire
szelektiven hatnak az egyes lucerna CDK komplexekre. Kisérleteinkben harom jol
ismert inhibitort, az olomoucine-t, a bohemine-t és a roscovitine-t hasznaltuk. A
néveényi kinetin analdg benzamino-purin kontrollként szolgalt. Az A2 lucerna
sejtszuszpenziébdl immunoprecipitaltuk a Cdc2MsA/B, Cdc2MsD és Cdc2MsF
komplexet, majd a tisztitott kindaz komplexek aktivitasat valtozdé koncentracioju
inhibitor jelenlétében mértik (4. abra).

Az eredményekbdl lathatd, hogy a kilénb6zé lucerna CDK-k eltérd inhibitor-
érzékenységet mutatnak. A Cdc2MsA/B kinazok legalabb egy nagysagrenddel
alacsonyabb inhibitor-koncentraciéval gatolhatok, mint a Cdc2MsF komplexek. A
Cdc2MsD kindz még kevésbé érzékeny a vizsgalt inhibitorokra, aktivitasa 200 uM
inhibitor jelenlétében is csak kbzel felére esett vissza, ami megfelel a kontrollként
alkalmazott BAP kezelés esetében tapasztalt aktivitas csokkenésnek.

A harom inhibitor hatasat Osszevetve lathatd, hogy az olomoucine az
irodalmi  adatoknak megfeleléen kozel egy nagysagrenddel nagyobb
koncentracidoban ugyanolyan hatékony, mint a roscovitine. A bohemine kisérleteink

soran a roscovitine-nél is hatékonyabb gatlészernek bizonyult.
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Az olomoucine és roscovitine kezelés hatasara névényi sejtek a G1 és G2
fazisban is blokkolédnak (105, 106). Ez a jelenség j6l magyarazhaté a fenti
eredmények fényében. Az inhibitorokra érzékeny Cdc2MsA/B komplexek G1 és
G2 fazisokban is aktivak, igy ezen kinazok gatlasanak koévetkeztében a sejtek

megrekedhetnek a G1-es és G2-es ellendrzési pontokban is.

Cdc2MsA/B

olomoucine ---a-- BAP —e—
0 0.5 1 10100 200 110 100200],1M
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roscovitine —— bohemine —e—
0 05 1 10100 200 05 1 10 100 200 HM = ‘i = =
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0
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4. abra A CDK-k inhibitorérzékenységének vizsgalata. A panelek bal oldalan az

autoradiogramok fotdi, jobb oldalan a PIA mérések alapjan szamitott értékek diagramjai
lathatok. A Cdc2MsA/B és Cdc2MsF esetében hisztonH1, a Cdc2MsD esetében a

Topoizomerazll szolgalt szubsztratként.
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IV.3. A p13°““! fehérje differencialtan koti a CDK komplexet

A hasadd élesztd p13%“' fehérigje kozponti jelentdségli a sejtciklus
kutatasokban. A Cks fehériék pontos szerepe még ma sem ismert, az azonban
tudott, hogy nagy specifitdsssal kétnek szamos CDK komplexet (Isd. Irodalmi
attekintés 20. old.). Ezen tulajdonsagat kihasznalva az immobilizalt p13%“®' fehérjét
a sejtciklus kutatasok kezdete oOta elterjedten hasznaljadk a CDK komplexek
affinitas tisztitasara (115). Ezt a megkdzelitési mddot laboratériumunkban is
rendszeresen alkalmazzuk a CDK komplexek kinazaktivitasanak mérésénél. A
kovetkezd munkakkal arra kerestik a valaszt, hogy a harom lucerna CDK koézul
melyik kotddik a p13°U°! fehérjéhez.

Szinkronizalt A2 sejtszuszpenzié azon mintaibol, amelyekben a G2 és M
fazisokban Iévd sejtek szama a legmagasabb volt, fehérjekivonatot készitettlink.
Ezekben a mintakban mindharom lucerna CDK k&nnyen azonosithaté immunoblott
vizsgalattal. A kivonatokat immobilizalt p13%*°! fehérjével affinitas tisztitottuk, majd
az igy nyert komplexeket specifikus lucerna CDK ellenanyagok hasznalataval
teszteltik. A vizsgalat eredményeként kimutattuk, hogy a Cdc2MsA/B és Cdc2MsF
Cdc2MsD komplexek ezzel az eljarassal nem tisztithatok a lucerna nyers
fehérjekivonatbdl (5. abra).

Munkank alapjan megallapithatjuk, hogy a p13“®' affinitas tisztitas lucerna
esetében is j6l alkalmazhatd a sejtosztddasi aktivitds meghatarozasara. Az ily
moédon izolalt komplexek a G1/S és G2/M fazisok kinazaktivitasarol is
felvildgositast adhatnak, mivel koétik mind a cdc2MsA/B, mind a cdc2MsF
komplexeket. Erdekes- médon a cdc2MsD nem tisztithatd immobilizalt p13suct
fehérjével. Hasonlé eredményt adtak az Arabidopsis-on végzett vizsgalatok is. A
Cdc2bAt, a lucerna Cdc2MsD megfeleléje csak nagyon gyongén kotédik a
p13°*°".hoz, mig az Arabidopsis Cks fehérje jol koti az Arbidopsis Cdc2aAt és
Cdc2bAt is (73). A lucerna Cks fehérje jelenleg még ismeretlen, igy nem tudjuk,
hogy a lucerna CDK-k killdnbézé p13%*" koté képességének van-e in vivo

jelentbésége is.
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5. abra p13SUC1 kotott komplexek immunoblott analizise. A vizsgalat soran alkalmazott

ellenanyagok az abra aljan jeldlve.

IV.4. A G2/M fazisban legkevesebb harom CDK miuikodik

Azt mar korabbi vizsgalatainkbdl tudtuk, hogy a G2 és M fazisokban
legalabb harom kilénb6zé CDK fehérje van jelen, és a Cdc2MsA/B és Cdc2MsF
fehérjék, mint kinazok is aktivak ezekben a fazisokban (20). Megfelel6 szubsztrat
hianyaban azonban a Cdc2MsD aktivitasanak sejtciklus fiiggését nem ismertiik.

A topoizomerazll hasznalataval lehetéség nyilt a Cdc2MsD in vitro
kinazaktivitas mérésére, igy a szinkronizalt sejtmintak felhasznalasaval
megismételtik az immunoprecipitalast. A Cdc2MsA/B és Cdc2MsF esetében a
hiszton H1-t, mig Cdc2MsD-nél a Topoizomerazll-t hasznaltuk szubsztratként a
kinazreakciokban. A kisérlet megerésitette a korabbi Cdc2MsA/B és Cdc2MsF
aktivitasra vonatkoz6 adatainkat. A Cdc2MsA/B két aktivitasi csuccsal rendelkezik,
egy kisebbel az S fazisban és egy nagyobbal a G2/M-ben, mig a Cdc2MsF
aktivitasa egyértelmien a G2/M fazisra korlatozédik.

A Cdc2MsD in vitro kinazaktivitasa némiképp ellentmond az immunonoblott
analizis alapjan vartnak. A fehérje csak az S fazis utan jelenik meg, ennek ellenére
a kinazaktivitas a teljés sejtciklusban kimutatathatd, és a komplex aktivitasa a

G2/M fazis hataran is csak mintegy kétszeresére emelkedik (6. abra).
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Y Cdc2MsF

Relativ kinazaktivitas

6. abra Afidikolin szinkronizalt mintakbdl immunoprecipitalt CDK komplexek relativ
kindzaktivitasa az egyes sejtciklus fazisokban. A sejtciklus fazisokat az aramlasos

citometria és a mitotikus index eredményei alapjan szamitottuk.

1V.5. A Cdc2MsF aktivitasa a mitozisra korlatozodik

Amint dolgozatomban mar bemutattam, a CDK-k eltéré érzékenységgel
rendelkeznek a purin analég inhibitorokkal szemben. Ezt a tulajdonsagukat
kihasznalva, megfelelé koncentraciéju inhibitor alkalmazasaval a sejtciklus
megallithaté azokon a pontokon, ahol a Cdc2MsA/B komplexek aktivitasa
elengedhetetlen. Elézetes kisérleteinkben 100 uM roscovitine jelenlétében az A2
sejtszuszpenzio sejtjei valdban mind a G1/S mind a G2 fazisban blokkolodtak.

Mivel mi a G2/M atmenet finomabb felbontasat tlztik ki célul, kettés blokkot
alkalmaztunk. El6szér a G1/S fazisos sejtek szamat noveltik afidikolin
hozzaadasaval, majd ezt a gatlészert 16 6ra utan kimostuk. Két éraval az afidikolin
eltavolitdsa utan, amikor a sejtek mar feltételezhetéen tuljutottak azon a G1/S
ponton, ahol a Cdc2MsA/B komplexek aktivitasa sziikséges, a sejteket két részre
osztottuk. Az egyik felét 100 uM roscovitine jelenlétében tartottuk, a masik fele

pedig normal tapoldaton nétt tovabb. A szinkronizalas eredményességét
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aramlasos citometriaval és a mitotikus index meghatarozasaval ellenériztik
(7. abra). A kétéranként vett mintakat RNS, fehérje és kinazaktivitas szintjén is

elemeztik.

el

Afidikolin O 6ra Afidikolin 8 6ra

Number
40 20

120

10
Channels

Roscovitine 8 éra Roscovitine 18 6ra

7. abra Szinkronizalt sejtek aramlasos citometrias analizise. Az idépontok az afidikolin
eltavolitasa utan eltelt id6ét jeldlik. A roscovitine-t az afidikolin kimosasa utan két oraval

adtuk a sejtszuszpenziéhoz.

A mintakat el6sz6r immunoblott analizisnek vetettik ala. A normal afidikolin
szinkron eredményei a mar ismert adatokat erésitették meg. A Cdc2MsA/B fehérje
mennyiseége nem valtozott a sejtciklus soran, mig a Cdc2MsD és Cdc2MsF
kindzok mennyisége é G2/M fazisban kezdett el emelkedni (8.A. abra). Ezzel

szemben a roscovitine-kezelt sejtek érdekes eltérést mutattak. A Cdc2MsA/B és
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Cdc2MsD fehérigk mintazata megfelelt az afidikolin kezelt sejteknél
tapasztaltaknak. A roscovitine-nel blokkolt sejtek Cdc2MsF fehérjeszint
emelkedése azonban elhanyagolhatd, ha Osszevetjilk a nem blokkolt sejteknél
latottakkal (8.B. abra).

OLI/IVEVVERIR 0

Cdc2MsD 5 i s o AU

CA2MSF = e w M
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1d6 (ora)
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4+“—>
B
Cdc2MsA/B I A SR SO BRI
Cdc2MsD - —— . -
Cdc2MsF B R ———— ]

4 6 8 10 12 14 16 18 20

1do6 (6ra)

8. abra Afidikolin szinkronizalt (A panel), illetve a szinkronizacié utan roscovitine-nel
blokkolt sejtek (B panel) immunoblott analizise. A kisérlethez tartozé aramlasos citometrias
€s mitotikus index adatok a 7. abran lathatok.

Miutan a roscovitine-kezelés ilyen szamottevé hatassal volt a Cdc2MsF
fehérjeszintjére, meghataroztuk a mMRNS mennyiségét is. A vizsgalat az
immunoblott eredményét tamasztotta ala. A cdc2MsF mRNS jéval késébb, és csak
minimalis szinten fejez6détt ki a kontrollként hasznalt afidikolin szinkronhoz

viszonyitva (9.A. 9.B. abra).
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9. abra Afidikolin szinkronizalt (A panel) illetve szinkronizalas utan roscovitine-nel blokkolt
(B panel) sejtek Cdc2MsF mRNS szintjének meghatarozasa. A panelek als6 részén az
etidium-bromid festett membranok lathatdk. A kisérletek aramlasos citometrias és mitotikus
index adatai a 10. abran lathatok.

A tovabbiakban az egyes kinazok aktivitasat immunoprecipitalas
segitségével hataroztuk meg. Az afidikolin szinkron mintakbol tisztitott kinaz
komplexek vizsgalata a korabbi eredményeket erfsitette meg. A cdc2MsA/B
komplexek aktivitasa a G1/S és G2/M fazisokban is jelentésen megemelkedett. A
cdc2MsD kinaz esetében nem tapasztaltunk ilyen szembet(ind valtozasokat az
egyes sejtciklus fazisokbdl szarmazé mintak kinazaktivitasai kdzott, a komplexek
aktivitasa korulbelil csak kétszeresére emelkedett a G2/M fazisokban. A
leghatarozottabb kinazaktivitas valtozast a cdc2MsF komplexek vizsgalatanal
tapasztaltuk. Ezen komplexek in vitro kinazaktivitasat gyakorlatilag csak a G2/M
fazisokban detektaltuk (10.A. abra). A roscovitine-kezelt sejtekbdl készilt

fehérjemintakban a vizsgalt CDK-k mindegyike a fentiektdl eltéré in vitro
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kinazaktivitasi mintazatot mutatott. A Cdc2MsA/B komplexek kinazaktivitasa
megemelkedett, €s minden mintaban kdzel azonos volt. Ennél az eredménynél
meg kell jegyezni, hogy a kisérlet soran in vitro kinazaktivitast meértiink, igy az in
vivo blokkolt cdc2ZMsA/B komplexek az immunoprecipitalas soran, megszabadulva
a roscovitine-t6l valhattak aktivva. Mindez azt jelenti, hogy a roscovitine a
cdc2MsA/B komplexeket aktiv formaban gatolta a sejtekben, és ez az aktiv
komplex a kezelés soran végig megmaradt. A masik két lucerna CDK
kinazaktivitasa is masként alakult, mint az afidikolin-kezelt sejtek esetében. A
Cdc2MsD aktivitasa k.is meértekli emelkedés utan teljesen visszaesett, mig a

Cdc2MsF komplexek kinazaktivitasa elhanyagolhaté volt (10.B. abra).

A
Cdc2MsAIB e

Cdc2MsD

Cdc2MsF

aM
o&
as
L[]

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Fazisgyakorisag (%)

Id6 (Gra) ‘
. -
CdcoMsAs EPEPESGNe g
Cdc2MsD o ;o> ST i

Cdc2MsF s

Fazisgyakorisag (%)

10. abra Afidikolin szinkronizalt (A panel) illetve szinkronizaldas utan roscovitine-nel blokkolt
sejtek (B panel) in vitro CDK aktivitasa. A diagramok a mintak sejtciklus fazis gyakorisagat

jelzik.
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A citolégiai elemzés is érdekes kulonbségeket mutatott a roscovitine-nel
blokkolt, illetve a csak afidikolinnal kezelt sejtek kozoétt. Az afidikolin-kezelt
sejtekben a DAPI festés utan jol lathattuk a jellegzetes profazisos, metafazisos,
anafazisos kromoszdémakat. Ezzel szemben a roscovitine-nel blokkolt sejtekben
mitotikus kromoszémat nem, csak nagy meéreti G2-re jellemzé sejtmagokat
talaltunk (11. abra).

11. abra DAPI festett sejtek mikroszkopos vizsgalata. Afidikolin kezelt sejtek kimosas elott
(A), kimosas utan 12 éraval (B) és roscovitine blokk utan 20 éravai (C).

A fenti eredményeket Osszegezve a koévetkezéket mondhatjuk el. A
roscovitine-kezeléssel in vivo gatolt Cdc2MsA/B aktivitas kovetkeztében az in vitro
kinazaktivitas kozel azonos minden mintavételi idépontban. A valtozatlan
kinazaktivitas azt jelenti, hogy a Cdc2MsA/B az altala foszforilalt fehérjéken
keresztul kdzvetve vagy kdzvetlentl, de mindenképp visszahat sajat aktivitasara is.
Ez torténhet olyan transzkripciés faktorok és sejtciklus-szabalyoz6 fehérjék
foszforilacidjaval, amelyek direkt médon hatnak az aktivitasara. llyenek lehetnek
példaul a ciklinek, CKI-k foszfatazok, kinazok, illetve ezek transzkripciés faktorai.
Az is elképzelhetd, hogy a Cdc2MsA/B attételesen hat az aktivitasara azaltal, hogy
normal kérilmények kdzott a sejtciklus késébbi szakaszaiban aktivva valé faktorok

hatnak vissza ra.
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A Cdc2MsD fehérjeszintjére nincs hatassal a roscovitine-kezelés. A kinaz
aktivitasa is hasonléan alakul, mint az afidikolin szinkroné, eltekintve attol, hogy az
utols6 mintakban szinte teljesen visszaesik. Ezek alapjan a Cdc2MsA/B
feltételezhetéen a transzkripciéjat sem. Az utolsé mintakban megfigyelt
aktivitascsokkenés magyarazata lehet, hogy a sejtek olyan ponton halmozédtak fel
a roscovitine-kezelés hatasara, ahol a Cdc2MsD aktivitasa minimalis.

A Cdc2MsF esetében lattuk a legszembet(inbbb valtozasokat a
roscovitine-kezelés nyoman. A Cdc2MsA/B in vivo aktivitasanak gatlasaval a gén
atirasa minimalis szintre csokkent. Ennek megfeleléen sem fehérjeszint-, sem
kinazaktivitas-emelkedést nem tapasztaltunk. A kisérleti eredmények alapjan nem
tudjuk megmagyarazni a jelenség molekularis hatterét. Lehetséges, hogy a
transzkripcio elinditasaért maga a Cdc2MsA/B kinaz felelds, de az is elképzelhetd,
hogy a sejtek egyszerlien nem jutnak el addig a sejtciklus pontig, ahol a Cdc2MsF
gen atirasa mas fehérjék segitségével kezdetét veszi. Az eredmények azonban azt
egyértelmdlen bizonyitjak, hogy a Cdc2MsF kinaz csak a G2-es ellen6rzé pont utan
fejezédik ki, és a mitdzisban kap szerepet.

A CDK-k kuicsfontossagat igazoljak a citologiai vizsgalatok is. A Cdc2MsA/B
G2-es gatlasa eredményeként a megkett6z6dott DNS-allomanyl sejtek képtelenek
belépni a mitdzisba. Az in vitro kinazaktivitdas mérések és a mikroszképos
elemzések alapjan valdszinil forgatdkényv szerint a Cdc2MsA/B aktivitasa donti el,
hogy a sejtek tovabb lépnek-e a G2 fazisbol, mig a Cdc2MsF szerepe a mitdzisra

Iy

kaptunk pontosabb képet.

IV.6. A cdc2MsA/B aktivitasat a tirozinfoszforilacié gatolja
Elesztékben és allatokban a CDK-k Tyr15/Thr14 foszforilacidjanak

mechanizmusa és sejtciklus-szabalyozasban jatszott szerepe jol ismert. Az ezeken

az aminosavakon térténd foszforilacié gatolja a mar kialakult CDK-ciklin komplexek
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aktivitasat, igy tovabb finomitja a sejtciklus-szabalyozast. Névényekben annak
ellenére, hogy a CDK-k tirozin foszforilaciéja intenziven kutatott tertlet, csak
részleges informacidkkal rendelkezink a kinazok ilyen dton torténd
szabalyozasardl (Isd. Irodalmi attekintés 14. old).

A tirozinfoszforilacid sejtciklus-szabalyozasban betdltétt szerepét afidikolin
szinkronizalt lucerna A2 sejtszuszpenzion vizsgaltuk. Elsé |épésben arra kerestik
a valaszt, hogy vannak-e sejtciklusfiggé modon tirozinfoszforilalt fehérjek a
lucernaban Ezért a szinkronizalt mintakbol készilt fehérjekivonatokat
foszfotirozin-specifikus ellenanyag segitségével immunoblotton elemeztik. A
membranon tdébb, kilénb6zé molekulasulyu fehérje mutatott fazisspecifikus tirozin-
foszforilaltsagot. Azonban a 30-40 kDa k&éz6tti molekulasuly tartomanyban, ahol az
altalunk vizsgalt CDK-k detektalhatok, csak egy 32 kDa kortili foszfotirozin tartalmu
fehérje festédott. Ez a molekulasuly jol egyezik a Cdc2MsA/B esetében varttal (12.

abra).
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12. abra Szinkronizalt sejtek fehérjéinek tirozinfoszforilaltsaga az egyes sejtciklus
fazisokban (felsé panel), és ugyanazon mintak cdc2MsA/B in vitro kinazaktivitdsa (also
panel).
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A kovetkezd vizsgalatainkkal azt szerettik volna alatamasztani, hogy a
32 kDa-os tirozinfoszforilalt fehérje valdéban a cdc2MsA/B. Mivel a foszfotirozin
detektalasara monoklonalis ellenanyagot hasznaltunk, ugyanezt a membrant a
poliklonalis Cdc2MsA/B ellenanyaggal is vizsgalhattuk. Az ily médon elvégzett
immunoblott analizisen a 32 kDa-os tirozinfoszforilalt fehérje pontosan egybeesett
a Cdc2MsA/B ellenanyag altal felismerttel.

A cdc2MsA/B ftirozinfoszforilaltsagat a p13°" tisztitott komplexek
immunoblott vizsgalataval is megerésitettuk. Amint azt a korabbi kisérletekbdl mar
tudjuk, a Cdc2MsA/B kotddik a p13°“®! fehérjéhez, igy amennyiben a cdc2MsA/B
tirozinon foszforilalt, feltételezhetéen a megfelé foszfotirozin jel is detektalhatoé a
p13°U°! affinitas tisztitott frakcidban. A vizsgalat igazolta elvarasainkat, ugyanis az
affinitas tisztitott fehériék ko6zil egy, a molekulasuly alapjan Cdc2MsA/B-nek
megfeleld fehérje volt tirozinfoszforilalt.

A human Cdk1 foszfo-Tyr15-re specifikus ellenanyag alkalmazasa tovabbi
bizonyitékkal szolgalt Cdc2MsA/B tirozinfoszforilaltsagarél. A human
tirozinfoszforilalt CDK ellen termeltetett ellenanyag altal felismert aminosav
szekvencia olyan mértékii homolégiat mutatott a lucerna cdc2MsA/B megfeleld
részével, hogy alkalmas volt a tirozinfoszforilalt lucerna CDK kimutatasara (13.
abra). Az ellenanyag felhasznalasaval az immunoblott analizis soran mind a
p13%*“! tisztitott frakcioban, mind a nyers lucerna fehérjekivonatban a Cdc2MsA/B-

nek megfelel6 nagysagu fehérjét tudtunk detektalni.

KIEKIGEGTY(P)YGVVYKGRHK Human cdc2
KVEKIGEGTY(P)GVVYKARDR Lucerna Cdc2MsA/B

13. abra Az antigénként hasznait human Cdk1 peptidszekvenciajanak dsszehasonlitasa a
lucerna Cdc2MsA/B megfelel6 szakaszaval.

A fenti kisérletek igazoitak a cdc2MsA/B tirozinfoszforilaltsagat, arrdl
azonban nem adtak felvilagositast, hogy ez a foszforilacidé hogyan befolyasolja a
kinazaktivitast. Ezért a foszfotirozin immunoblott analizis soran hasznalt afidikolin

szinkronizalt mintakban a cdc2MsA/B komplexek in vitro kinazaktivitasat is
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meghataroztuk. Az igy tisztitott Cdc2MsA/B komplexek kinaz aktivitasa a sejtciklus
soran fluktualt. Az elsd S fazisos aktivitasi csucsot visszaesés kdvette, majd a
komplex aktivitasa ismét emelkedett a G2-ben. Az S fazist kévetd in vitro
kinazaktivitas visszaesés egybeesett a 32 kDa-os fehérje tirozinfoszforilaltsaganak
novekedésével, ami azt jelzi, hogy a cdc2MsA/B tirozinfoszforilacidéja gatolja a
komplex kinaz aktivitasat (12. abra).

Annak érdekében, hogy a tirozinfoszforilacidé é€s a kinazaktivitas kozotti
osszefliggést kdzvetlenebbll is bizonyitsuk, ujabb kisérleteket végeztink. A cdc25
foszfatazokrdl tudott, hogy a gatlé hatasu Tyr15 foszfor eltavolitasaért felelés
enzimek, ezért megvizsgaltuk, hogy a p13%“! tisztitott komplex in vitro
kinazaktivitasa heterolog cdc25 foszfataz kezeléssel befolyasolhato-e. A
szinkronizalt mintak kéziul egy magas Cdc2MsA/B foszfotirozin szinttel rendelkezd
mintat affinitastisztitottunk, majd ecetmuslica cdc25 foszfatazzal inkubaltuk, minek
eredményeként a komplex in vitro kinazaktivitasa megemelkedett. A kezelés
specifitasat bizonyitja, hogy NaVO; foszfataz inhibitorral csékkenthetd volt a cdc25

kivaltotta kinazaktivitas ndévekedés (14. abra).

Kont cdc25 cdc25
Navo,

14. abra p13°°" kotott komplexek kinazaktivitas valtozasa cdc25 kezelés hatasara.

Mindezen eredmények alapjan valoszinUsithetd, hogy a harom vizsgalt
lucerna CDK ko6zll csak a Cdc2MsA/B foszforilalédik tirozinon. A foszforilacié a
konzervalt Tyr15 helyen torténik, és ennek kovetkeztében csbékken a kinaz
komplex aktivitasa. A tovabbiakban az immunoprecipitalt komplexek
foszfatazkezelésével és foszfotirozin ellenanyaggal torténé vizsgalataval
szeretnénk minden kétséget kizarban bizonyitani a cdc2MsA/B tirozin-

foszforilaltsagat.
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IV.7. A CDK komplexek az osztéd6 névényi részekben aktivak

A CDK komplexek funkciéjanak megismeréséhez a tenyésztett sejtekkel
végzett kisérletek mellett fontos az intakt névények vizsgalata is. Az ilyen iranyu
munkak tulnyomé részében az in situ hibridizaciés médszert alkalmazzak. Ezen
eredmények szerint a kulénb6zé CDK-k az aktivan osztdédd ndvényi részekben,
illetve a nyugalomban |év6, de osztédasi képességgel rendelkezd sejtekben
fejezédnek ki (19, 25, 27).

Az altalunk vizsgalt CDK-k sejtosztédasban betoltétt szerepét kilonbozé
lucernarészek felhasznalasaval bizonyitottuk. Fehérjekivonatot készitettlink
0sztdédd és nem osztddod sejteket tartalmazo néveényi szovetekbdl, majd a mintakat
immunoblott analizissel és in vitro kinazaktivitas méréssel vizsgaltuk. Az igy kapott
eredmények megerésitették mind a harom CDK sejtosztdédasban betoltott
szerepéet. A lucerna A tipusu CDK-k (Cdc2MsA/B) fehérjemennyisége és in vitro
kinazaktivitasa is tobbszdrése az osztédd szévetekben (hajtascsucs, gyokércsucs),
mint a nem osztéddkban (hajtas, gyokér és levél). A két B tipusi CDK esetében
(Cdc2MsD, Cdc2MsF) a valtozasok még szembet(inébbek. A nem osztdédd
szovetekben a megfelel6 fehérjeket nem tudtuk kimutatni, és az in vitro
kinazaktivitas is nagyon alacsony volt. Ezzel szemben az osztédé szévetekben a
Cdc2MsD és Cdc2MsF fehérjék jol detektalhatok, és in vitro kinazaktivitasuk is
nagysagrendekkel magasabb (15. abra).

A B

CAC2MSA/B st (IS o G-

Cdc2MsD

Cdc2MsF E- " o

H HCs Gy GyCs L H HCs Gy GyCs L

15. abra Lucerna sz6vetek immunoblott analizise (A panel), illetve in vitro kindz aktivitas

méreése (B panel).
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A minden vizsgait novényi részben detektalt alacsony szintli in vitro
kinazaktivitas abbol kovetkezhet, hogy a tulnyomérészt nyugalomban lévd
sejtekbdl allé részekben talalhatdé szallitoszdvetek tartalmaznak aktivan osztédoéd
sejteket is. Ezekben a sejtekben a sejtciklus minden fazisaban egyforma
mennyiségben jelenlévé Cdc2MsA/B fehérjék szintje elég magas ahhoz, hogy mar
immunoblotton is kimutathaté legyen. A cdc2MsD és Cdc2MsF csak a G2/M
fazisokban fejezédik ki, igy ezek csak az immunoblottnal érzékenyebb in vitro
kinaz aktivitasmérésnél adnak jelet. Mindezeket figyelembe véve, az intakt
novényeken végzett kisérleteink igazoljak a harom CDK sejtosztédasban betoltott
szerepét, és 6sszhangban vannak az in situ hibridizaciés kisérletek eredményeivel

iS.

IV.8. A mitogén hormonok névelik, az ABA csokkenti a CDK aktivitast

Az auxinrél és citokininekrdl régéta tudott, hogy a noévényi sejtosztodas
elengedhetetlen hormonjai, hianyukban nem megy végbe DNS szintézis és
osztédas sem. A két mitogén hormonnal szemben az ABA a sejtosztdédasra
ellentétes hatast fejt ki,‘ jelenlétében sejtciklusgatiast figyelhetunk meg, €s a sejtek
nem osztédnak. A hormonok és a sejtosztédas kozoti kapcsolat jol ismert,
azonban a jelenség molekularis hatterérél csak az utébbi években szilettek
eredmények (Isd. Irodalmi attekintés 23. old.). Munkank soran a két mitogén
hatasu szintetikus névényi hormon mellett a sejtosztédast gatlo ABA és a CDK
aktivitasok kozotti kapcsolatot vizsgaltuk. Kisérleteink soran eldszér a hatékony
hormon koncentraciokat szerettiik volna meghatarozni annak érdekében, hogy a
tovabbiakban lehetbleg a fiziolégias hormon mennyiségeket megkozelitd
koncentracidkat alkalmazhassunk. Az auxin-hatds tanulmanyozasara a nem
osztédd sejtek a legalkalmasabbak, ezért a tulnyomorészt G0/G1-es sejteket
tartalmaz6 leveleken vegeztuk a kezeléseket. A levagott leveleket megfelelé
mennyiségl szintetikus auxint tartalmazé tapoldatokon usztattuk, majd 48 o6ra

mulva megmértilk a mintak p13%““! kotott kinazaktivitasat. A kezeléseknél két
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kulénb6z6 auxin analégot alkalmaztunk bizonyitandd, hogy a hormonok hatasa
fiziolégias. A szintetikus hormonok koncentraciojanak emelése nyoman emelkedé
kinazaktivitast tapasztaltunk, ez az emelkedés azonban visszaesett a magasabb
koncentracioknal. A 2,4-D az irodalmi adatoknak megfeleléen mar alacsonyabb

koncentraciénal hasonl6 hatast valtott ki, mint a NAA (16. abra).

150

100 NAA
 J —
0 10 25 50 100

Hormonkoncentracié (1 M)

Relativ kinazaktivitas

16. abra A p13™' affinitas tisztitott CDK komplexek 2,4-D és NAA kezelés hatasara
bekovetkezett kinazaktivitas valtozasa. A relativ aktivitas szamitasanal a maximalis éréket
tekintetttk 100—nak.‘

A mitogén ndvényi hormonokkal szemben, az ABA és a CDK aktivitas
kozo6tti kapcsolat elemzésére az osztdéd6é sejtek megfeleléek, igy ezeket a
kisérleteket A2 sejtszuszpenzion kiviteleztik. A kezelés soran az 1 mg/ml 2,4-D és
0,2 mg/ml kinetin jelenlétében novekvd sejtekhez valtozé mennyiségli ABA-t
adtunk. Az auxin-kezelésekhez hasonléan 48 éra mulva mértik p13%U®" kétott
kinazaktivitast. Az ABA CDK kinazaktivitas gatlé hatasa 50 uM-nal mar maximalis

sy

némiképp visszaesett (17. abra).
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Relativ kinazaktivitas

17. abra A p13™°" kotott CDK komplexek ABA hatasara bekovetkezett kinazaktivitas

valtozasa. A relativ aktivitas szamitasanal a maximalis éréket tekintettik 100-nak.

Az alkalmazand6é hormonkoncentraciok meghatarozasat kovetéen arra
kerestik a valaszt, h'ogy az egyes hormonok hogyan befolyasoljak egymas
hatasat. A kisérleteket ebben az esetben is lucernaleveleken végeztik. A
kezeléseknél 10 uM 2,4-D-t, 1 uM kinetint és 50 uM ABA-t hasznaltunk. Az egy,
illetve két nap mulva mért p13°“" kotott kinazaktivitas a kinetin-kezelt levelekben
nem emelkedett jelentésen a kontrollhoz viszonyitva. Ezzel szemben a 2,4-D
kezelés latvanyos aktivitasemelkedéssel jart, és ez a hatas még tovabb fokozddott
kinetin és 2,4-D egyuttes alkalmazasakor. Az ABA a varakozasoknak megfeleléen
gatolta a mitogén hormonok hatasat, a 2,4-D és kinetin okozta kinazaktivitas

emelkedés jelentésen alacsonyabb volt az ABA jelenlétében (18. abra).

KIN
" KONTROLL 2,4-D KIN 2,4-D
K — — [—H

0 24 48 24 48 24 48 24 48 (ora)

> [—i
KONTROLL 2,4D 2.4D 24D
KIN KIN
ABA

18. abra A p13*“ affinitas tisztitott CDK komplexek hormonkezelés hatasara bekévetkezett
kinazaktivitas valtozésa. Az alsé panel autoradiogramjat hosszabban expondltuk, hogy az

ABA kezelés nyoman bekovetkezd véltozasok is jol lathatdk legyenek.
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A fenti kisérletek kétnapos mintait Cdc2MsA/B ellenanyaggal immunoblott
analizisen is tanulmanyoztuk. A vizsgalat eredményei szerint a kinetin-kezelés
hatasara nem szintetizaldédott a fehérje, és a 2,4-D okozta fehérjeszint emelkedés
sem fokozhaté tovabb kinetinnel. Az ABA gatl6 hatdasa mar fehérjeszinten
megnyilvanul, ugyanis csak csdkkent mennyiségli Cdc2MsA/B kinaz mutathato ki a

sejtosztédast gatlé hormon hatasara (19. abra).

O o - -
Kontroll 2,4-D Kinetin 24-D 24-D

Kinetin Kinetin
ABA

19. abra Hormonkezelt levelekben immunoblott analizissel detektalt Cdc2MsA/B

fehérjeszint valtozasok.

Miutan el6allitottuk a lucerna CDK-k elleni specifikus ellenanyagokat, a
2,4-D-kezelést megismételtik. A 48 6ra utan vett mintak kinazaktivitasat ebben az
esetben mar immunoprecipitalassal hataroztuk meg. Az ily moédon kapott
eredmények dsszecsengenek a prf e affinitastisztitassal meért
kinazaktivitasokkal. A p13“°’-nal kapcsolédd Cdc2MsA/B és Cdc2MsF komplexek
aktivitasa egyarant megemelkedett, és emellett a p13°““'-nal nem tisztithato
Cdc2MsD in vitro kinazaktivitasa is magasabb volt. igy elmondhatjuk, hogy az
altalunk tanulmanyozott CDK-k mindegyike fokozott aktivitassal valaszol a

szintetikus auxinkezelésre (20. abra).
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Kontroll 2,4-D

Cdc2MsA/B

Cdc2MsD

Cdc2MsF

20. abra 2,4-D kezelt levelekbdl immunoprecipitalt CDK komplex kinazaktivitasanak

valtozasa.

A kisérletek soran kapott eredményeink tovabb bdvitették a hormonok és a
sejtciklus szabalyozas kodzo6tti kapcsolatra vonatkozé ismereteket. Bizonyitottuk,
hogy a korabban mar ismert 2,4-D hatasara bekovetkezé A tipusu CDK-k
transzkripcidéjanak fokozédasa fehérjemennyiség és kinazaktivitas emelkedéssel is
egyutt jar. Lathattuk, hogy a 2,4-D hatasara megjelend Cdc2MsA/B fehérje

35U! in vitro

mennyisége nem noé tovabb kinetin hozzaadasara, ennek ellenére a p1
kinazaktivitisa megemelkedik. A jelenséget okozhatja a kinetin hatasara
vegbemend cdc2MsA/B Tyr15 defoszforilacidja, de az sem kizarhato, hogy a
kinetin valamilyen modon a Cdc2MsF aktivitasat fokozza, és ennek a
kévetkezménye a p13%“°" kinazaktivitas emelkedése.

Az ABA és a CDK-k kapcsolatat eddig nem vizsgaltak. A hormonkezeléses
vizsgalataink alapjan eilmondhatjuk, hogy az ABA sejtosztodasra kifejtett hatasa a
CDK-k gatlasaban is jelentkezik. A fenti eredményekbdl nem tudhatjuk, hogy ez
kézvetlen eredménye-e az ABA kezelésnek, vagy csak masodlagos hatasa. Az
ABA és a CDK-k kdzvetlen kapcsolata mellett szél, hogy az Arabidopsis cdc2a
promoter régidjaban ABA valaszért felelés elemet azonositottak (117), €s munkank
soran az ABA-kezelés kdvetkeztében a Cdc2MsA/B fehérjeszintje visszaesett. Az
ABA kivaltotta CDK aktivitas csdkkenést magyarazhatja a hormon hatasara
indukalédéd CKI fehérje CDK aktivitast gatlo képessége is (Isd. Irodalmi attekintés
23. old.).

52



Osszefoglalas

V. Osszefoglalas

A sejtciklus-szabalyozas a molekularis sejtbioldgia egyik legfiatalabb
kutatasi teriilete. A szabalyozasrol szerzett ismereteink donté része az utdbbi tiz
év munkajanak az eredménye. A kezdeti kutatasok vizsgalati modelljei elsésorban
a kulonbodzé allatfajok, éleszték és human sejttenyészetek voltak. Ezekben a
rendszerekben a sejtciklus-szabalyozas koézponti szerepléit, a CDK-ciklin
komplexeket és ezek mikddesét részletesen feltartak, és napjainkban elsdésorban
mar azt vizsgaljak, hogyan kommunikalnak a szabalyozas kulcsfigurai a sejten
bellili és kiviuli szignalokat kézvetité molekulakkal.

A sejtosztdodas az élet egyik legalapvetdébb jelensége, igy nem meglepé,
hogy ezen folyamat ellendérzése az evolucié soran meglehetésen konzervaloédott.
Az altalanos sejtciklus-modell a névényekre is érvényes, a sejtciklus-szabalyozas
kézéppontjaban a CDK-ciklin komplexek allnak, és az ezek aktivitasat befolyasolé
kinazok, foszfatazok, inhibitorok képviseldit is megtalaljuk a névényekben.

A nbévények egyedfejlddése sokkal rugalmasabb, mint a t6bbi
magasabbrendld élélényé. A novényi sejtek teljes életuk soran megérzik
totipotenciajukat, G2 fazisban is nyugalmi Aallapotba kerilhetnek, illetve
visszaléphetnek a sejtciklusba. Az endoreduplikacié is altalanos jelenség a
ndévenyvilagban. A Jellegzetes egyedfejl6dés mellett a merev sejtfal kévetkeztében
a novenyi sejtek osztdédasa is egyedi strukturakon keresztil valdésul meg. Mindezek
hatterében egy, csak a névényekre jellemzé sejtciklus-szabalyozas all.

A névényi sejtciklus-szabalyozasroél nincs olyan részletes képlink, mint az
allati vagy élesztd sejtek esetében. Az azonban mar a jelenlegi ismereteink alapjan
is nyilvanvalé, hogy a G2 és M fazisok kontrollja sajatsagosan névényi vonasokkal
rendelkezik. Ezekben a fazisokban minden mas vizsgalt élélényben egy, mig
novenyekben legkevesebb harom CDK aktiv. Az aktiv komplexekben a klasszikus
PSTAIRE ciklink6té motivummal rendelkez6 CDK mellett csak névényekben leirt
PPTALRE és PPTTLRE szekvenciarészleteket tartalmazé CDK-kat talalunk. A G2
és M fazisok tovabbi finomitasat teszi lehetévé, hogy a névényekben- szemben az

allatokkal- ezekben a fazisokban expresszalod D tipusu ciklinek is ismertek, igy a
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lehetséges CDK-ciklin komplexek szama még magasabb. Az emlés D tipusu
ciklinek, a GO/G1 fazisok “szignalkdzvetitbiként” ismertek, mitogén hatasokra
indukalédnak, €s ennek nyoman a nyugvod sejtek belépnek a sejtciklusba. Ennek
hasonlé szerepet toltenek be a G2-ben nyugalomban lévé sejtek sejtciklusba
Iépésekor.

Dolgozatomban a G2 és M fazisokban kézremikédd lucerna CDK-kon
tortént vizsgalatok eredményeirdl szamoltam be. Munkank soran biokémiai
vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy az egyes CDK-k alkotta komplexeknek eltéré a
szubsztratspecifitasa, az inhibitorérzékenysége és a p13%““'-kotd képessége is. A
CDK-k szubsztratspecifitasaban tapasztalt kiildnbségek a komplexek eltérd in vivo
szerepére utalhatnak. Ezen eredmények alapjan elkezdtik kinazok in vivo
szubsztratjainak azonositasat is. Jelenleg azt vizsgaljuk, hogy a Cdc2MsD a sejten
bellil komplexet képez-e in vitro szubsztratjaval, a Topoizomeraz ll-vel.

A novényi sejtciklus kutatasnak még mindig az egyik alapveté problémaja,
hogy mely CDK-k mely ciklinekkel lépnek kapcsolatba. Szamos laboratérium
tobbféle kisérleti rendszer alkalmazasaval keresi a valaszt erre a kérdésre, ennek
ellenére sem sikerilt eddig egyértelmien igazolni a komplexek Iétét. A fent vazolt
biokémiai vizsgalatok eredményeinek felhasznalasaval egy ujabb megkozelitési
mod all rendelkezésiinkre, mellyel igazolhatjuk az egyes CDK-k és ciklinek kozotti
kapcsolatot. Ugyanis amennyiben egy CDK és egy ciklin komplexet képez, a
megfelelé ciklin és CDK ellenanyagokkal torténé immunoprecipitalassal tisztitott
komplexek feltételezhetéen azonos biokémiai jellegzetességekkel rendelkeznek,
igy ezen sajatsagok vizsgalata megerdsitheti az egyes in vivo CDK-ciklin parok
létét. A rendelkezésunkre bocsatott lucerna ciklin ellenanyagokkal megkezdtik az
ilyen iranyu kisérleteket.

A megfelelé in vitro kindz szubsztratok azonositasa lehetévé tette
mindharom CDK aktivitasanak mérését. Ennek segitségével elséként igazoltuk,
hogy a G2 és M fazisokban legalabb harom CDK aktiv. A konzervativ, A tipusu
cdc2MsA/B mellett két B tipusi CDK, a cdc2MsD és cdc2MsF is rendelkezett in

vitro kinazaktivitassal ezekben a fazisokban. A roscovitine alkalmazasaval G2-ben
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blokkolt sejtek vizsgalata bizonyitotta, hogy a Cdc2MsA/B, az inhibitorra érzékeny
kinaz elengedhetetlen a G2-es atmenethez, ugyanis az ily moédon kezelt sejtekben
semmiféle mitotikus struktira nem alakult ki. Ezekben a sejtekben a cdc2ZMsF sem
fejez6dott ki, ami igazolja, hogy a cdc2MsF specifikusan a mitézisban jatszik
szerepet. Munkatarsam immunolokalizaciés vizsgalatai szerint a kinaz
preprofazisos savon, a profazisos és a metafazisos orsén és a fragmoplaszton
helyezkedett el, ezzel is megerdsitve a cdc2MsF mitotikus funkcidjat. A
dolgozatban bemutatott kinazaktivitas mérések és korabbi eredményeink alapjan
felallithatunk egy komplex képet a CDK-k sejtciklus soran bekdvetkezé mRNS-,

fehérjeszint ,valamint aktivitas valtozasardl. (21. abra)

mRNS

cdc2MsA/B ==

cloIMSD o e

cdc2MsF =l D

Fehérje
cdc2MsA/B ——swmsmrmime e

cdeaMsD i
CdC2MSF  ——=—==(T D

Kinazaktivitas

cdc2MsA/B ==

cdc2MsD Q

cdc2MsF /———*—:: 4')

21. abra A CDK mRNS-, fehérjeszint és kinazaktivitas valtozasa a sejtciklus soran.
(A valtozasok aranyairdl az abra nem ad felvilagositast.)
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Az eddig leirt névényi CDK-k mindegyike rendelkezik a konzervativ Tyr15
aminosavval, és az is altalanosan elfogadott tény, hogy a tirozin foszforilaciénak
szerepe van a novényi sejtciklus-szabalyozasban. Az eddig elvégzett vizsgalatok
azonban arrél nem adtak felvilagositast, hogy mely CDK-k foszforilalodnak
tirozinon, és hogy a Tyr15 érintett-e ebben a posztranszlaciés maédositasban.
Eredményeink alapjan valészindlsithetd, hogy a CDK-k kézil csak a klasszikus
PSTAIRE motivummal rendelkezé Cdc2MsA/B foszforilalodik, mégpedig a Tyr15
aminosavon, és ezen modositas gatolja a kinaz aktivitasat. Jelenleg tovabbi
kisérleteket végzink feltételezésiink egyértelm( bizonyitasara.

A novényi hormonok és a sejtosztddas kdzotti kapcsolat jél ismert, de ennek
molekularis hatterét még nem ismerjik. A dolgozatban ismertetett levél
hormonkezeléses vizsgalatok a CDK-k és hormonok viszonyar6l adtak
felvilagositast. A varakozasoknak megfeleléen a mitogén hatasu 2,4-D kezelés
stimulaita, mig az antagonista ABA alkalmazasa gatolta a CDK komplexek
aktivitasat. Erdekes modon a kinetinkezelés 6nmagaban nem okozott
aktivitasemelkedést, de fokozta a 2,4-D kivaltotta hatast. A Cdc2MsA/B fehérje
szintjét ellendrizve azt tapasztaltuk, hogy a 2,4-D kezelés hatasara megjelené
fehérje mennyisége nem ndvelhetd kinetin hozzaadasaval. A mitogén hormonokkal
szemben az ABA kezelés eredményeként csokkent mennyiségli Cdc2MsA/B
fehérjét detektaltunk. Ezek a kisérletek, annak ellenére, hogy a levélsejteknek csak
néhany szazaléka reagalt a kezelésekre, egyértelmiien bizonyitjadk a hormonok és
a CDK-k kozétti kapcsolatot. Jelenleg az ilyen iranya kutatasaink a homogénebb
levélprotoplaszt rendszeren folynak. A protoplasztok nagy része valaszol a
hormonkezelésre, igy a sejtciklus fazisok gyakorisaga is j6l mérhetéen vaitozik az
alkalmazott hormonok hatasara. A kinazaktivitas valtozasokat ¢sszekapcsolva a
sejtciklus fazisokra vonatkozd adatokkal, részletesebb képet kaphatunk a

hormonok és a sejtciklus-szabalyozas kézétti viszonyrol.
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V1. Anyagok és modszerek
Novények és sejtvonalak

Kisérleteink soran Medicago varia cv. Rambler A2 sejtszuszpenziot
hasznaltunk. A kultarat MS tapoldaton 1 mg/l 2,4-D és 0.2 mg/l kinetin
jelenlétében, hetenkénti passzallassal tartottuk fenn. A levelek ugyanezen lucerna

vonal sterilen tartott névényeirdl szarmaztak.
Sejtciklus szinkronizalas

A szuszpenziét passzallas utdn egy héttel a szokott tapoldattal
négyszeresre higitottuk, ezzel 500 000/ml sejtszamot éllitdttunk be. A sejtek
szamolhatésaga érdekében az aramlasos citometrianal leirtak szerint
afidikolinnal blokkoltuk. 16 éra mulva a sejteket lellepitettik, és haromszor 15
percig mostuk az eredeti térfogattal azonos mennyiségl friss tapoldattal. A tovabbi
vizsgalatokhoz kétoranként mintat vettiink.

A kettdés gatlas esetén az afidikolin kimosasa utan két 6raval 100 uM

roszkovitne-t adtunk a szuszpenziéhoz.
Aramlasos citometria

2x 300 pl szuszpenzidét 800 rpm-mel 2 percig centrifugaltunk. A sejtekroi
leszivtuk a feltilisz6t, majd 300 ul protoplasztal6 oldatban 1 6ran-at 28 C°-on lassu
razatassal emésztettuk dket. Ezt 2 perc 800 rpm-en térténd centrifugalas kovette.
A fellilusz6 eltavolitasa utan a protoplasztokat 1ml MS oldattal mostuk, és azonos
korilmények kozott centrifugaltuk. A protoplasztokhoz végil 1ml Galbraith puffert
adtunk. Ezt kovetéen a protoplasztok 10 percet jégen alltak, majd oévatos
szuszpendalassal kiszabaditottuk a sejtmagokat. Az izolalt sejtmagok 54 ul 37 %-
os formaldehid hozzaadasaval 4 C° -on egy hétig tarolhatok. '
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Az aramlasos citometrids mérés elétt 5 perccel 20 pg/ml etidium-bromid
koncentracidval festettik a sejtmagokat.
Az aramlasos citometrids meérést Becton-Dickinson, FACSCalibur

berendezésen végeztuk.
Mitotikus index meghatarozas

200 pl sejtszuszpenziét 2 percig 1000 rpm-mel centrifugaltunk. A feluliszét
leszivtuk, majd a sejteket 1ml PBS 4 % formaldehiddel egy éran at szobahén
fixaltuk. A rogzitett sejtek 4 C°-on két napig tarolhatok. A sejteket festés el6tt
cseppentettiink, majd ehhez egy cseppnyi elékészitett sejt-PBS keveréket adtunk.
5-10 perc szobahdén tortént 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 6sszetapadt
sejteket eltavolitottuk egymastdl. A targylemezeket soététben néhany hénapig
tarolhatok. A sejteket UV fényben DAPI filter készlettel vizsgaltuk. A mitotikus

sejtek szazalékat 500 sejt vizsgalataval adtuk meg.
Poliklonalis ellenanyag termeltetés és tisztitas

Az albiné nyulakat KLH-hoz (Keyhole Limpet Hemacyanin) ciszteinen
keresztul kapcsolt, Cdc2MsA és Cdc2MsB fehériék kozés C-terminalis
peptidszakaszaval (EYFKDIKFVP), és a Cdc2MsD (PYFDSLDKSQY), illetve
Cdc2MsF (DDLDKTHL) C-termindlis peptidszakaszaival immunizaltuk. Az
ellenanyag termeltetése és tisztitdsa soran E. Harlow protokolljat kévettik (123).
Az antigéneket a megfelelé Freud adjuvansokban (Sigma) szuszpendaituk. Az
emlékeztetd oltasokat haromhetenként adtuk.

A poliklonalis szérumok affinitas tisztitasahoz az antigénként hasznalt
peptideket kapcsoltuk EAH-Sepharose 4B (Pharmacia) agyhoz T. Kitagawa (124)

eljarasa alapjan. 2 ml EAH-Sepharose 4B agyat ekvilibraltunk 25% dioxan, majd
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50% dioxan 10 mM pH 7,0 foszfat pufferben. Az agy szabad aminocsoportjainak
kétszeres molaris mennyiségét vettiik a maleido-benzoesav-hidroxiszukcinimid-
észterbdl. Dioxanban feloldottuk, majd 4ml 50% dioxan 10 mM pH 7,0 foszfat
pufferben 2 éran at szobahén az aggyal kevertettiik. A kapcsolas utan az agyat az
50%-o0s dioxan pufferrel mostuk, majd 3 béra szobahén torténd kevertetéssel
ugyanebben a pufferben kapcsoltuk hozza a 6-7 mg peptidet. Mosas utan a
szabad csoportokat 100 uM B-merkaptoetenollal fél éran at blokkoltuk. Az agyat
tdbb lépésben ekvilibraltuk, hogy megszabaduljunk a dioxantél, végul 4 C° -on
PBS+0,02 % natrium azid oldatban taroltuk.

Az oszlophoz specifikusan kétédéd immunglobulinokat az E. Harlow altal leirt
modszerrel (123), alacsony illetve magas pH értéken elualtuk. A tisztitott

ellenanyagokat -70 C° -on taroltuk.
Fehérjekivonat készitése

A sejtszuszpenzids sejteket, illetve a leveleket kétszeres térfogatnyi feltaro
pufferben kvarchomok jelenlétében eldorzséltik, majd 4 C°-on 13000 rpm
fordulattal 15 percig centrifugaltuk. A fellliszékat kinaz reakciékra azonnal
felhasznaltuk. Az immunoblott analizisre szant mintakhoz megfelelé6 mennyiségl
SDS minta puffert adtunk, és —20 C°-on taroltuk.

Immunoblott analizis

A fehérjemintakbol 30 pg futtattunk 10 %-os SDS poliakrilamid gélen. Az ily
modon elvalasztott fehérjéket transzfer pufferben polivinilidén-difluorid membranra
(Millipore) transzferaltuk 10V feszlltséggel egy éjszakan at.

A membrant 2 éran at szobahén tejpor—TBS pufferral telitettik. A foszfo-
tirozin ellenanyaghoz (PY-20 klén) a telitd pufferben tejpor helyett BSA-t
hasznaltunk. Az elsd ellenanyaggal 1 pg/ml koncentraciéban telité pufferben 2
oran at szobahdén inkubaltuk, majd haromszor mostuk TBST-vel. A masodik

ellenanyagot (Anti-Rabbit whole IgG-POD, Sigma) a gyarté ajanlasa szerint
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higitottuk a telité pufferben, és ezzel 1 6ran at kezeltik a membrant szobahdn.
Ezutan a fent vazolt médon ismét mostuk a membrant. TBS-sel térténd oblités
utan a gyarté protokollja szerint kiviteleztik az ECL (Pierce, SuperSignal West
Pico) reakciét.
Immunoprecipitalas, p13%“! affinitastisztitas

Immunoprecipitalaskor 50 pg fehérje kivonathoz 1 pg poliklonalis
ellenanyagot adtunk, és 1 6ran at jégen inkubaltuk. Ezutan 25 ul ProteinA-
Sepharose-zal kevertettik 1 6ran at 4 C° -on. Az agyhoz nem specifikusan
kotédott fehériéket haromszori RIPA és egyszeri kinaz puffer mosassal tavolitottuk
el.

p13%"  affinitaskotéshez a p13°*" agyat Brizuela és mtsi. nyoman
készitettiik (115). Az affinitastisztitashoz 50 ug fehérjekivonatot 1 6ran at 4 C° -on
kevertettink 20 pl aggyal. A koétést haromszori mosé pufferrel, és egyszeri kinaz

pufferrel torténé mosas kdvette.
Bakterialisan tultermeltetett fehérjék tisztitasa

Az A. thaliana Topoizemerazll C-terminalis doménjét a QlAexpress rendszer
segitségével tisztitottuk. A Topoll-CTD tartalmazé pQE-30 vektort SG13009 E. coli
torzsbe transzformaltuk, majd 400 ml kultarat névesztettiink 25 pg/ml kanamycin
és 75 pug/ml carbanecilin tartalmi LB-ben 37 C°-on, amig az ODgy 0,5 korili
értéket ért el. Ezutan a sejteket 0,5 mM IPTG-vel 2 éran at 37 C°on indukaltuk,
majd Sorvall GSA rotorban 5000 rpm-mel 30 percig 4 C°-on centrifugaltuk. A
sejteket 15 ml lizis pufferben 1 o6ran at szobahén kevertettik. A feitarast
cenrifugalas kovette Sorvall SS-34 rotorban 19000rpm-mel 20 percig 4 C°-on. A
felulusz6hoz annyi imidazolt adtunk, hogy a végkoncentracioja 1 mM legyen, majd
Ni-Agarose 2ml (Invitrogen ProBond Resin) agyhoz kotoéttik 1 o6ra szobahén
torténd kevertetéssel. A kotest kovetéen kétszer mostuk az agyat 20 ml lizis

pufferrel, majd kétszer mosé pufferrel. A kotott fehérjéket az imidazol koncentracio
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lépcsbzetes emelésével elualé pufferben lemostuk. A Topoizomeraz |I-CTD
tartalmazé frakcidkat az urea koncentracié lépcsézetes csokkentésével dializald
pufferrel szemben dializaltuk.

A cdc25 foszfataz tisztitasanal A. Kumagai és W. G. Dunphy (125), az Rb
tisztitasanal K. Helin és mtsai (126), az RNS polimerazll-CTD tisztitasanal Umeda

és mtsai. (52) protokolja szerint jartunk el.
In Vitro kinaz reakcio és cdc25 foszfataz kezelés

Az affinitas tisztitott, illetve immunoprecipitalt komplexet 30 pl kinaz
pufferben és 4 pCi y*?P-ATP jelenlétében 30 percig szobahdn inkubaltuk. A
kinazreakciét 7,5 pl  5xSDS-mintapuffer hozzaadasaval allitottuk le. A
fehérjemintakat SDS-poliakrilamid gélen elvalasztottuk, és szaritds utan
autoradiogramot készitettiink. A kvantitativ analizishez a Molecular Dynamics
Phosphorimager 445 S| berendezését és szoftverét hasznaltuk. A
szubsztratspecifitas vizsgalatanal hiszton helyett a megadott fehérjékbél
hasznaltuk 2 pg szubsztratként.

A foszfataz kezeléseket A. Kumagai és W. G. Dunphy eljarasa alapjan
végeztuk (125).

RNS tisztitas és Northern analizis

Az RNS tisztitast M. Maes és mtsi. (126) eljarasa szerint végeztik. Az RNS
mintakbo6l 20 ug futtattunk 1,2 %-os formaldehides agaréz gélen. A szeparalt
RNS-t kapillaris blott modszerrel 20xSSC-ben transzferaltuk Hybond-N
(Amersham) membranra. A gélfuttatast és a transzfert is a gyarté ajanlasa alapjan
kiviteleztik. Az elvalasztott mintakat Stratagene UV Crosslinker berendezéssel
kotottik a membranra.

A hibridizaciés prébat a Cdc2MsF nem transzlalodé régidjanak PCR
amplifikaciéjaval alitottuk el6, a kovetkezé primerek felhasznalasaval: 5'-
TTTAGGTTCCAAATGTTGTT-3' és 5-CATGTCAGGTAGAACCAATTA-3'. Az ily
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moédon elballitott terméket "random priming" médszerrel jeldltik a gyartod
Utmutatasa alapjan (Arhersham, Muitiprime DNA labelling systém, RPN 1601 ).

A hibridizaciét J. Sambrook mtsi. (127) leirasa alapjan végeztik annyi
modositassal, hogy pufferként 100 pg/m hering sperma, 10 x Denhart oldat
tartalmu 6 x SSPE-t hasznaltunk, és a filtert 4 6ran at elbhibridizaltuk. A
hibridizacidé végeztével a membrant 2 x 10 percig 2 x SSC, 0,1 % SDS oldattal

mostuk, majd PIA berendezéssel kiértékeltuk.
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Felhasznalt oldatok

Protoplasztalé puffer:
3 mM MES pH 5.7

5 mM CacCl,

0.3 M mannitol

2 % cellulaz R-10

1 % pektinaz

Galbraith puffer:
20mM MOPS pH 7.0
30 mM Natrium-citrat
45 mM MgCl,

0.1 % Triton-X100

Feltaré puffer:

25 mM Tris-HCIpH 7.5
75 mM NacCl

15 mM MgCl,

15 mM EGTA

15 mM p-nitrofenilfoszfat
60 mM B-glicerofoszfat

1 mM ditiotreitol

0,1 % Nonident-P40

0,1 mM Na3VO,

0,5 mM NaF

1 mM fenilmetilszulfonil-fluorid

10 ug/mi leupeptin, aprotinin,

antipain
5 ug/ml pepstatin, chymostatin

RIPA:

20 mM Trisz-HCI pH 7.5
5mM EDTA

2 mM EGTA

100 mM NaCl

2 mM NaF

1 mM Naz;VO,

0,1 % NP-40

Mosé puffer:
50 mM Trisz-HCI pH 7.5

5 mM EDTA
5 mM EGTA
250 mM NaCl
2,5 mM NaF
0,1 % NP-40

Kinaz puffer:
50 m Trisz-HCI pH 7.6

15 mM MgCl;

5mM EGTA

1mMDTT

15 ug Histon-I Type lli-S (Sigma)
10 yM ATP

4 uCigamma ATP

Telitd puffer:
5% tejpor-0.05% Tween 20 TBS-ben

25 mM Trisz-HCI pH 8.0
150 mM NaCl

Transzfer puffer:
50 mM Trisz bazis
50 mM boérsav

Lizis puffer: .

6 M Guanidium-klorid

10 mM Trisz-HCI

100 mM Na-foszfat pH 8.0

Mosé puffer (Topoll):

8 M Urea

10 mM Trisz-HCI

100 mM Na-foszfat pH 8.0

Elualé puffer:
6 M Urea

10 mM Trisz-HCI

100 mM Na-foszfat pH 8.0

Imidazol (10 mM, 20 mM, 40 mM,
80 mM, 160 mM)

Dializal6 puffer:

25 mM Trisz-HCIpH 7.5

100 mM NaCl

10 % glicerol

Uea 4 M 2 M 1M, 0, 5M, 0,25 M,

0 M)
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Introduction and aims

In the last decades there has been a revolution in biology. Perhaps one of
the most impressive example of this is the revealing of the molecular basis of the
cell cycle control.

Cyclin-dependent kinases (CDKs) play a central role in the regulation of
eukaryotic cell cycle. CDKs are specific serine\threonine kinases which are
activated at defined cell cycle phases. Yeast genetic studies demonstrated that a
single CDK gene (cdc2 in S. pombe and CDC28 in S. cerevisiae) is required for
cell cycle transitions. By contrast, several CDKs are implicated in the cell cycle
control of higher eukaryotes. For example human phase transitions are regulated
by at least eight different CDKs.

The activity of CDKs is controlled post-transcriptionaly at multiple levels.
CDKs form diverse complexes with cyclins whose levels oscillate during the cell
cycle. The CDK-cyclin complexes are activated by phosphorylation of Thr-160 and
Thr-161 residues of the kinase subunits, whereas their activity is inhibited by
phosphorylation of CDK residues Thr-14 and Tyr-15 as well as by binding CDK
inhibitors.

In order to cope with their immobile 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 is commonly observed in plants. 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.

The basic components of cell cycle control are evolutionary conserved
among eukaryotes, but due to the unique plant developmental strategy, it is not
suprising that beside the conserved elements specific components are also

involved in plant cell cycle regulation. The main differences can be seen at the
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G2/M transition point. In our previous work we demonstrated that mRNA and
protein levels of two out of the six so far identified alfalfa CDKs oscillate during the
cell cycle peaking at G2/M phase. These two kinases, Cdc2MsD and Cdc2MsF,
exhibit a nontypical plant specific PSTAIRE motif: PPPTALRE and PPTTLRE,
respectively. In that study by measuring the in vitro kinase activities we proposed
that at least two different CDKs (Cdc2MsA/B and Cdc2MsF) are active as kinase at
the G2/M phase. Based on these results, we suggested that the regulation of this
control point in plants considerably differs from what was observed in other
eukaryotes.
In my thesis | present the results which attempt to answer the following
questions:
1. What kind of biochemical differences can be found between the three
alfalfa CDK complexes? '
2. Which alfalfa CDK complexes are active at G2 and M phases?
3. Is there any role of Tyr-15 phosphorylation in the regulation of the acivity
of the different alfalfa CDKs?
4. Do the CDKs have function in the intact alfalfa plants indeed?
5. What is the correlation between the plant hormones and the activity of

CDK complexes?

Results and discussion

1. To identify the substrates of CDKs is very important step toward the
understanding of the in vivo function of the kinases. However the general CDK
substrate Histone H1 is very poorly phosphorylated by Cdc2MsD, so it was
inevitable to find an appropriate protein in order to make further studies on this
kinase. We tested several different proteins as putative substrates of the
immunoprecipitated CDK complexes. Cdc2MsA/B had a broad substrate
specificity; it phosphorylated every tested protein. By contrast, the Cdc2MsD and
Cdc2MsF kinase complexes had higher substrate specifities. The Cdc2MsF
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phosphorylated the Histon H1 and Topoisomerase Il, while for Cdc2MsD the
Topoisomerase Il was the only substrate. The results were in good correlation with
the putative function of the CDKs. The Cdc2MsA/B is active both in G1/S and
G2/M transition points, so it can phosphorylate the proteins which are in vivo
phosphorylated in G1/S (Rb, RNA-Polimerase |l), and which are phosphorylated in
G2/M (Topoisomerase Il, Histone H1). The Cdc2MsD and Cdc2MsF function in
G2/M phase, and in accordance with this only the Topoisomerase |l and Histone

H1 were phosphorylated by these kinases.

The suc1 gene was originally identified in fission yeast, the homologues of
the gene were described in wide range of organisms. The strong interaction of the
Suc1 protein with different CDKs allows the affinity purification of CDKs from other
species, as well. We have demonstrated that Suc1 protein is suitable for the
purification of Cdc2MsA/B and Cdc2MsF but not for Cdc2MsD.

The purin analogue oloumucine, roscovitine and bohemine are known as
specific CDK inhibitor chemicals in micromolar range. We have shown that the
Cdc2MsA/B complexeé are sensitive for this inhibitor at 1 uM concentration while
the Cdc2MsF complexes need at least one order of magnitude higher
concentration of inhibitors for the same effect. Cdc2MsD was almost completely

insensitive for the tested purin analogue chemicals.

2. By application of the appropriate in vitro substrate of Cdc2MsD
(Topoisomerase Il) we tested the kinase activity of these complexes in aphidicoline
synchronized alfalfa cells. We could detect slightly increasing kinase activity toward
the G2/M phases. We dissected the G2/M transition point in a more detailed
manner by blocking the aphidicoline synchronized cells with roscovitine. Blocking
the in vivo kinase activity of Cdc2MsA/B complexes resulted in the arrest of the cell
cycle at G2 phase. Interestingly, there were neither mRNA and protein level nor
kinase activity elevations of Cdc2MsF in the roscovitine treated cells. Based on
these results we suggest that the G2/M phases controlled at least by three CDKs,

the activity of Cdc2MsA/B complexes are inevitable in G2 phase and the function
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of Cdc2MsF is restricted to M phase.

3 The role of Tyr-15/Thr-14 phosphorylation is well known in yeast and
mammals. There is some indication that the tyrosine phosphorylation of an
unknown aminoacid residue is also inhibitory for the plant CDKs. In this work we
have given evidences that the Cdc2MsA/B are the only tyrosine phosphorylated
CDK in alfalfa, and the conservative Tyr-15 residue is involved in this
phosphorylation. Furthermore, the tyrosine phosphorylation level of Cdc2MsA/B
showed fluctuation during cell cycle progression in inverse relation with the in vitro
kinase activity of Cdc2MsA/B complexes. All of these data suggest that the Tyr-15
of Cdc2MsA/B has a role in the regulation of the alfalfa cell cycle.

4. For studying the cell cycle one has to get enough well synchronized cell
samples, so we used the fast growing A2 alfalfa cell suspension for the major part
of the experiments. To prove that the alfalfa CDKs are involved in the cell division
in intact plant, we examined the CDKs in different plant tissues. The results
confirmed the role of alfalfa CDKs in cell cycle regulation because we could detect
much higher protein level and kinase activity of tested CDKs in the dividing parts of
the plant than in the nondividing.

5. There are several pieces of evidence that auxin and citokinin induce the cell
division while ABA has an antagonistic effect. However, our knowledge about the
correlation between these hormones and cell cycle regulating kinase is still poor.
We have studied this problem on alfalfa leaves. 2,4-D treatment increased the
kinase activity of p13°““! affinity purified CDK complexes. Kinetin further increased
the kinase activity, but it was not effective alone. ABA reduced the elevated kinase
activity caused by 2,4-D and kinetin treatment. We have tested the Cdc2MsA/B
protein level of hormone treated leaves. The application of 2,4-D resulted in higher
amount of protein, but kinetin did not increase this level and was not effective
alone. The effect of ABA treatment was antagonistic on the protein level too. We
have measured the kinase activities of the three kinases in 2,4-D treated leaves

and, all the kinases featured higher values of activity.
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