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Bevezetés

A geminivirusok olyan ndvényi virusok, amelyek a ndvények széles korét
fertézik meg, és jelentds termésveszteséget okoznak az egész féldén. Naéymértékﬁ
fertdzbképességik és egyedilallé tulajdonsagaik miatt (a virdlis genom egyes-szali
DNS-bdl all, kis genomméret, a replikdcié a sejtmagban megy végbe) a
geminivirusok az érdekiédés kozéppontjaban élinak. A virdlis egyes-szdlG DNS
ikozaéderes ikerrészecskékben helyezkedik el. A virus replikécitja és a virusfehérjék
mRNS-ének a transzkripciéja a kettds-szalu atmeneti formén keresztil torténik. A
virus sajét életciklusahoz csak kevés szamu fehérjét képes biztositani. Mivel egyik
virusfehérje sem rendelkezik DNS-polimeraz aktivitidssal, kénytelen a gazdaseit
replikiciés mechanizmusait felhaszndini sajat DNS-ének replikacidjahoz. Vannak
olyan geminivirusok, amelyek floem specifikusak (Sanderfoot és Lazarowitz, 1996)
és a prokambial sejtekben jelenlévé replikacids enzimeket haszndlja fel a virus
genom replikacidjahoz. Md4s geminivirusok esetében azonban a virus nem
korlatozéodik kizardlag a prokambindlis sejtekre, hanem a novény kiilénb6z6 részein a
termindlisan differencidlédott sejtekben is kimutathaté. A kifejlett ndvény legtobb
sejtje elhagyja a sejtosztodasi ciklust, és kilonbéz6 mértékd differencidlodason esik
at, igy nem tartalmazza a replikdciés enzimeket (Nagar és mts., 1995). Mivel
ezekben a sejtekben a replikaciés enzimek nem mutathatok ki virusfertézés nélkil,
feltételezhetjlik, hogy ezek a geminivirusok képesek atprogramozni a gazdasejtet,
visszajuttatni azt az 6;ztédési ciklusba és kialakitani egy replikaciénak megfeleld
kérnyezetet. gy példdul termindlisan differencidlédott sejtekben elinditjak olyan
gének expresszi6jat, amelyek a sejtciklus S-fazisaban mikddnek.Az emlés DNS
tumorvirusok hasonlé médon fliggnek a gaEdasejt replikaciés fehérjéitdl, és képesek
beinditani a replikaciés enzimek termelddését azokban a sejtekben, amelyek
elézéleg elhagytdk a sejtosztédasi ciklust (Jansen-Durr, 1996).

Kélcsonhatds a geminivirus €s a gazdasejt k6zott

A geminivirusok replikdcidja és transzkripcidja a gazdasejt replikdciés és
transzkripciés mechanizmusaitél figg. Nagyon keveset tudunk arrél, hogy milyen



gazdasejt fehérjék jatszanak szerepet a virus életciklusaban. Az emlbs virusfehérjék
is képesek befolydsolni a gazdasejt szabalyozé6 mechanizmusait, fehérje
kélcstnhatast létesitenek kiilénbozd sejtciklust szabalyozé fehérjékkel. Az Sv40
nagy T antigénje, az adenovirus E1A és az emberi papillomavirus E7 fehérjéje
kapcsolédik a retinoblasztéma fehériéhez -pRb, p107 és p130-, ezdltal az E2F
transzkripciés faktor felszabadul (Hamel és mts., 1992). Abban az esetben, ha az
E2F felszabadul a gatlads aldl, képessé valik arra, hogy kilénb6z6 géneknek a
transzkripciéjat indukdlja, melyeknek a DNS replikacidjaban és a sejtciklus
szabdlyozasaban van fontos szerepe. A geminivirusok analizise azt mutatja, hogy
valészinileg 6k is hasonlé médon képesek befolydsolni a gazdasejteket. Néhany
geminivirus esetében bizonyitdst nyert, hogy lehetetlen létrehozni, olyan
transzgenikus ndvényt, amely allandé magas szinten szintetizdlnd a virus Rep
fehérjéjét. Ezek az eredmények jelzik, hogy a Rep fehérje a névény fontos élettani
funkcioit befolyasolja, mint példaul a sejtciklus. Masodsorban megfigyethetd, hogy a
TGMV fertézés hatasara a differencidlédott gazdasejt morfolégiai valtozasokon megy
keresztal (példaul a sejtmag vandorlasa a sejt kozepe felé (Nagar és mts., 1995)). Ez
a folyamat is jelzi, hogy a Rep fehérje kiilonb6zé dedifferencidlodasi folyamatokat
indukal. A kbvetkezo fontos megfigyelés, ami aldtdmasztja a geminivirusok sejtcikiust
szabdlyoz6 szerepét az az, hogy fehérje-fehérje kdlcsénhatast lehet kimutatni élesztd
két-hibrid rendszerekben, az MSV C1 fehérjéje és a kukorica pRb homolég fehérje
kozott (Horvath és mts., 1998). izoldltak kukoricabdl kdlénbézd cDNS-eket, amelyek
nagy mértékdi homoldgiat mutattak az emlds pRb-hez (Grafi és mts., 1996; Xie és
mts., 1996; Ach és mts., 1997). Jelenleg még nem ismert, hogy a kukorica pRb
fehériek mdkodnek-e tumor-szupresszor fehérieként, de néhdny tulajdonsagban
megegyeznek az emlds pRb fehériékkel. Tartalmazzdk az A és a B zseb
alegységeket, amelyek az emlGs sejtekben fontos fehérje-fehérje kélcsdnhatasokban
vesznek részt (Wang és mts., 1994). A kukorica pRb kdlcsonhat az SV40 nagy T
antigénjével, a papillomavirus E7 és a névényi ciklin D az LXCXE motivumon
keresztil (Grafi és mts., 1996, Ach és mts., 1997). Ez a motivum tébb eukariéta
fehériében megtaldihatd, amelyek képesek kélcsonhatasba lépni az pRb-vel. Az
MSV C1 fehérjéjén kivil kimutattdk, hogy a WDV hasonlé fehérjéje és a TGMV Rep
fehérjéje is képes kapcsolédni a human pRb-hez (Xie és mts., 1995; Collin és mts.,
1996).



Célkitiizés

Munkénk soran az MSV virus életciklusa és a gazdasejt sejtciklusa kdzotti
kapcsolat tanulmanyozasat tdztik ki célul. Kisérleteink segitségével a kovetkezo
kérdésekre kerestilk a valaszokat:

1. A potencialis viralis prométer régiok miikodéképesek-e transzgenikus kukorica
ndvények gyokereiben, és sejtszuszpenziékban?
A 2,4-D szintetikus auxin befolyasolja-e a virdlis prométerek expresszi6jat?
A virdlis prométerek a sejtciklus szabalyozésa alatt alinak-e?
A virdlis fehérjék hatdssal vannak-e a prométerek aktivitasara?
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Létezik-e fehérje-fehérie koélcsonhatds a C1C2 replikacids fehérie és a
kukorica sejtciklusét szabalyoz6 fehérjék kozott?

Anyagok és mdédszerek

Noveényi anyagok és a sejtkultira fenntartasa

A munkankhoz a He/89 (Ke2/2) kukorica sejtkultirat haszndltuk fel. A
sejtszuszpenziod tenyésztése N6M tapoldatban tortént (Mdérocz és mts., 1990).

Protoplaszt transzformaci6 €s névényregeneralds
Kukorica sejtszuszpenziobdl protoplasztokat izoldltunk és a protoplasztokat
polietilénglikol (PEG) segitségével transzformaltuk (Omirulleh és mts., 1993).

Sejtszinkronizalas

Exponencialis névekedési allapotban 1évd sejtszuszpenzithoz hozzaadtuk a blokkold
anyagot (hydroxiurea (HU) 5mM koncentracidban). A HU-val a kezelés 36 6ran &t
tartott (Peres és mts., 1999). A szinkron nyomon kdvetése a mitotikus index és a
sejtmagok DNS tartalmanak az ellendrzésén keresztiil tortént.



Molekularis biolégiai és biokémiai technolégidk

A konstrukciokat, amelyeket transzgenikus novények elballitasara hasznaltunk fel, a
pLP100 promoter teszteld vektoron alapultak (Szczyglowski és mts., 1994). A
plazmid DNS izolalas, attél fiiggben, hogy mennyi DNS-re volt sziikség (mini és maxi
preparalds) Sambrook és munkatérsai (1989) médszerei alapjan készlitek. Az 6ssz
RNS izoldlasra Chomzynski és Sacchi (1987) mddszerét alkalmaztuk. Az RNS-t
keresztk6tottik a membranra UV fény segitségével. A hibridizalast Sambrook és
munkatarsai (1989) 4ltal leirt médszerek alapjan végeztik el.

Sejtbioldgiai technolégidk

A sejtmagizolalashoz Galbraith médszerét (Galbraith és mts., 1983) haszndltuk. A
sejtmagokat 25 um-os sz(irén szdrtiik, és az dramlasos citolégias mérésekig 4 °C-on
fuggoleges helyzetben taroltuk. A mérés eldtt a sejtmagokat 10 um-os szirbn szdrtik
at és a sejtmagokat propidium-jodiddal (10 pug/ml) festettiik meg. 10 000-20 000
sejtmagra van sziikség egy méréshez, a Becton Dickinson FacsCalibur flow
cytometer-en. A franszgenikus kukorica ndvények gydkereit Beeckman és
munkatarsai (1994) altal kidolgozott médszerrel analizaltuk. GUS aktivitas kvantitativ
kimutatasdra Jefferson és munkatérsai (1987) mddszerét alkalmaztuk.

Eleszto két-hibrid analizis

A transzformalds a pGBT9 és a pGAD424 vektorral (Schiestl és Gietz, 1989) tortént.
A transzformiciés keveréket szildrd taptalajra szélesztettik ki, amely nem
tartalmazott leucint, triptofant, hisztidint és kiegészitettitk 20mM 3-amino-1,2,4-
triazollal (SD-Trp-Leu-His+3-AT), a fehérje-fehérje kélcsénhatds kimutatdsara. A
pozitiv koléniak a transzformélds utan 4-6 nappal jelentek meg a szelektiv lemezen.



Eredmények és kovetkeztetések

1. Az els feladat annak a kérdésnek a megvalaszolasa, hogy vajon az MSV
prométerek mikodoképesek-e transzgenikus kukorica novények gydkereiben és
kukorica sejtszuszpenzidkban? Transzgenikus kukorica vonalakat hoztunk létre,
amelyek az MSV kilénbozo prométereit a B-glikoronidaz riportergénnel fuzionaltatva
tartalmaztdk. A prBF konstrukcid a virus burokfehérie prométer felhasznalasaval
késziit. A prREPK konstrukcié a replikacids fehérje prométerének révidebb (618bp)
szakaszat, a prREPN konstrukcié a prométer szakasz hosszabb régidjat tartalmazta
(1969bp).

A transzformalds, szelektalds utdn a kalluszokbé! hormonmentes taptalajon
nbvényeket regeneraltattunk. A prREPK és prREPN konstrukciokat hordozé
transzgenikus kukorica ndvények gydkereit hisztokémiai GUS festéssel analizaltuk.
FestGdést a gyokércsicsban és az oldaigyskér kezdeményekben tapasztaltunk. A
fiatalabb gybkerek csiicsaban erdteljesebb festédést tapasztaltunk, mint az éregebb
gyékerekben. Ezek alapjdn mindkét promoéter mikodésérsl elmondhatjuk, hogy
sejtosztédas specifikusak, vagyis a gyokér osztédd széveteiben expresszalddnak.
Kilénbségként megfigyeltik, hogy a "kis" replikaciés prométer sokkal gyengébb, mint
a "nagy" replikaciés prométer.

A faggetlen transzformdns kallusz vonalakban passzélas utdn harom nappal
GUS akfivitast mértiink. A GUS aktivits értékek azt mutatjak, hogy a burokfehérje
ezen promoéter szakasza a legerdsebb a harom konstrukcid esetében. A kalluszokon
mért GUS aktivitds értékek is mutattdk azt az aktivitasbeli kilonbséget, amit a két
kilonb6z6 replikacios fehérje prométer esetében a gybkerek hisztokémiai festésénél
tapasztaltunk. Ezek az eredmények megerdsitik azt a feltevéslinket, hogy a virdlis
genomban a LIR-en kiviil taldlhat6 olyan szekvencia elem, ami pozitivan befolyasolja
a replikacids fehérje génjének a miikbdését.

2. A 2,4-D szintetikus auxin befolyasolja-e a virdlis prométerek expressziojat?
Annak a kérdésnek a megvalaszolasdra, hogy a 2,4-D-nek van-e kdzvetlen hatdsa a
virdlis promoterekre, vagy esetleg kozvetve a sejtciklus beinditdsa révén
befolyasolja-e a virdlis promoterek mikddését, a transzgenikus kukorica
szuszpenzikat 2,4-D-vel kezeltiik. A hormon hozzdadasa utdn egy és harom éra



elteltével jelentds kildnbséget nem tapasztaltunk a kontroll sejtekhez viszonyitva,
viszont két nappal a hormon hozzaadasa utan a GUS aktivitas kézel a duplajara nétt.
Ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a 2,4-D kézvetlenil nem
hat a burokfehérje promoéterére, de kozvetve a sejtciklus aktivalasa révén jelentésen
megndveli az akivitisdt. A prREPK és a prREPN konstrukcidkat tartaimazé
szuszpenzidk is nagyon hasonlé médon viselkedtek.

A nagy replikdciés promdtert tartalmazé konstrukciéval transzformalt
novények gyodkereit 2,4-D-vel (két killénb6zd koncentracidban (0.2mg/l és 1mg/l))
kezeltik és BrdU beépliléssel, valamint hisztokémiai festéssel analizaltuk. Az
eredményekbdl arra kévetkeztethetiink, hogy a virus “nagy” replikaciés prométere az
osztodd sejtekben mikodik, mivel erbtelies egybeesést tapasztaltunk a gydkerek
BrdU beépiilése és a gyokerek hisztokémiai festédése kozott.

3. A virdlis prométerek a sejtciklus szabélyozasa alatt Alinak-e? Figyelembe véve
a kordbban bemutatott eredményeket, amelyek a vizsgalt prométerek
merisztématikus akfivitdsat mutatta, joggal merdl fel a kérdés, hogy a promdéterek
mutatnak-e sejtciklus fazistdl fliggé kifejez6dést. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasa céljabdl szinkronozéltuk a prBF konstrukciét tartalmazé
sejtszuszpenziét. A sejtciklus markergének mRNS szintjével parhuzamosan
vizsgédltuk a burokfehérje prométerrel kifejeztetett GUS mRBNS szintjének a
valtozasat. A GUS transzkriptum szint valtozasa a sejicikius soran dsszehasonlitva
az endogen sejtciklus gének transzkriptumaval azt mutatja, hogy a burokfehérje ezen
promdter szakasza a sejtciklus korai G2 szakaszdban mUkddik a legaktivabban, de
mar az S-fazisban is mutat aktivitdist. A prREPN konstrukciét tartalmazé
sejtszuszpenzié szinkronizalasabdl kimutattuk, hogy a replikdciés fehérje prométer
erbteljes expresszidja korai S-fazisban a hiszton H4 transzkripcid maximuma el6tt,
majd a G2 fazisban tapasztalhat6.

A replikdciés prométer magas aktivitdsa 2 déraval a hidroxiurea eltavolitasa
utan jelezheti, hogy a C1 és/vagy a C1C2 replikdciés fehérjékre a virusnak még a
gazdasejt DNS készletének replikacidja elbtt sziksége van. A C1 fehérje kapcsolddik
a kukorica retinoblasztémaszerl fehérjéhez, és ezéltal feltételezhetoen szabalyozza
a sejtek sejtciklusanak G1-S fazisos atmenetét (Horvath és mts., 1998; Gutierrez,
2000). Ennek a génnek a mikodése a sejtciklus S-fazisdban mas funkciéval is
Osszefliggésben Adlihat: a C1C2 replikdciés fehérie jelenléte elengedhetetiendl



szilkséges a virdlis genom replikdci6jahoz. A replikaciés fehérje génjének expresszié
novekedése a sejtciklus G2 fazisdban sokkal meglepdbb és nehezebben
értelmezhetd. FeltételhetSen ennek a fehériének a jelenléte gatolja a sejtek G2
fazisba val6 belépést és a virussal fert6zott sejteket becsapdazza a sejtciklus S-
fazisaba (Nagar és mts., 1995). Erre utalhat, hogy azok a transzgenikus dohdny
sejtek, amelyek tartalmazzdk a TGMV replikacids fehérjét, az osztédas folyaman a
megduplazédashoz szikséges id6 jelentésen hosszabb mint a virusfehérjét nem
tartalmazé sejtek esetében tapasztalhaté. Kimutattuk, hogy az MSV burokfehérje
génjének sejtciklus figgd expresszija van. Ez alapjan Ggy gondoljuk, hogy ennek a
fehérjének a szerepe nem korlatozédik kizardlag a szerkezeti funkciékra hanem a
virus életciklusa sordn més fontos feladatokra is kiterjedhet. Mivel a burokfehérje az
egyetlen virionban megtaldlhaté virustehérje, ez a fehérje létesithet a fertézés korai
fazisaban kélcsonhatast a kildnbdz6 transzkripcios faktorokkal és/vagy aktivalhatja
kozvetlen(l a gazdasejt prométereit. A burokfehérje hatasara igy egy S-fazis szerii
kdrnyezetet alakithat ki, ahol a szintetikus folyamatok mar végbe tudnak menni.

4. A virdlis fehériék hatdssal vannak-e a prométerek aktivitdsara? Novényi
expressziés konstrukciékat hoztunk létre, amelyek az MSV kiilénbbz6 génjeit (C1, a
C2, a CiC2-es és burokfehérie (V2)) tartalmaztak. Annak a kérdésnek a
megvalaszoldsdra, hogy az MSV esetében melyek azok a virusfehériék, amelyek a
virion-szensz gének expresszidjat befolydsolni képesek, azokat a transzgenikus
faggetlen kukorica vonalakat transzformdltuk egyenként a négy killénbozo
konstrukciéval, amelyek tartaimaztdk a virus burokfehérje prométerét fuzionaltatva a
GUS riportergénnel. A transzformalds utdn hdarom nappal mintat vettink és a
kilonb6z6 mintak totdl fehérje extraktumabdl GUS aktivitast mértink. Az
eredmények azt mutatjék, hogy a virion-szensz gének expressziéjat hdrom nappal a
transzformalas utdn a C1, a fiziés C1C2-es fehérje nem befolydsolta. Ugyanakkor a
GUS aktivitast a C2-es fehérje kdzel a dupléjara emelte meg, miga burokfehérje a
felére csdkkentette a transzgenikus klénokban. '

A geminivirus fertézés korai szakaszaban valésziniileg nincs sz(ikség jelentés
mennyiségl burokfehérjére. Ebben az idészakban a gazdasejt 4tprogramozasa és a
virdlis genom replikacibja a replikdciés fehériék segitségével megy végbe. Amikor
mar nagymennyiségl kettds szdla virdlis DNS termel6détt, a C2 fehérje
feltételezhetéen kapcsoloként mikddik és eldidézi a korai fazisbél a késdi fazisba



valé atmenetet azéltal, hogy fokozza a burokfehérje termelédését. A megnovekedett
mennyiségld burokfehérje felelés a virdlis DNS bepakolodasaért és a virus
partikulumok kialakulasaért a fertézés késoi szakaszaban (Hanley-Bowdoin és mts.,
1999). Jelenlegi ismereteink birtokdban ugyanis nehéz valaszt adni arra, hogy mi
lehet a szerepe a burokfehérje szintézis gatldasanak. A burokfehérie szerepe a virus
életciklusaban nagy valészinlséggel nem csak szerkezeti feladatokra korlatozddik,
hanem feltételezhetden fontos transzkripcios szabalyozasi folyamatokra is kiterjed.

5. Létezik-e fehérje-fehérie kolcsonhatds a C1C2 replikacios fehérje és a
kukorica sejtciklusat szabalyozé fehérjek kozott? Elesztd két-hibrid technoldgia
segitségével kerestik azokat a feltételezhetden sejiciklus szabalyozé fehérjéket,
amelyek az MSV C1C2 replikacids fehériéhez kapcsolédnak. Az egyik talalt fehérje
egy transzkripcids faktor (G10), amely eddig kukoricdbd! nem volt ismert. A névényi
homoldgok szerepe nem ismert. Az a kevés informacié, ami rendelkezésiinkre all,
emids rendszerekb6l szarmazik. A patkany G10-es transzkripciés faktorré! Oda és
munkatdrsai (1998) kimutattdk, hogy a GC-box motivumot tartalmazé prométerek
szabdlyozasédban jatszanak szerepet. Olyan transzkripciés represszorok, amelyek az
Sp1 transzkripcids faktor kétéhelyére képesek bekoétddni. Expresszidjuk a sejtciklus
szabdlyozasa alatt &ll, és DNS tumorvirus fertézés nagymértékben megemeli a
fehérje termelédésének szintjét. A masik fehérie az ubiquitin-konjugalé enzimek
(UCE) egyik csoportjaba tartozik. ErrGl a fehérjérdl is elmondhatjuk, hogy a ndvényi
homoldgok szerepérél nagyon keveset tudunk, de a kukorica és az emls sejtekben
taldlhaté fehérjék kdzott olyan erds a konzervalisag, hogy az allati rendszerekben
szerzett informéacidk utalhatnak a kukorica fehérje funkcidjara is. Az emberi UCESb
az ubiquitinfliggd fehérje lebonté rendszer része és fontos szerepe van a szabdlyozé
fehériék degradaciéjaban (Rolfe és mts., 1995). Az egyik ilyen a p53 tumor
szupresszor fehérje, amelyik az emids sejtciklus egyik legfontosabb szabalyoz6
komponense és tumoros sejtekben gyakran mutéciét tartaimazé formaban van jelen.
A p53 féléletideje emlbs sejtekben nagyon révid, atmeneti felhalmozédas csak a
DNS karosodasa soran tapasztalhaté. Tobb emberi tumor virusré! kimutattdk, hogy
termelnek egy olyan antigént, amely elfsegiti a p53 lebomlasat (Vogelstein és
Kinzler, 1992). Az emberi papiliéma virus E6 fehérje felelés a p53 inaktivalasaért. Az
UCESb a virus fehérje jelenlétében ubiquitindlja a p53-at, de ha nincs jelen a virus,
akkor az UCESb nem képes ellatni ezt a szerepét.
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