A sejtek osztddasanak aktivalasaban és szabalyozasaban
szerepet jatszo fehérjék lucernaban

Doktori értekezés

Miskolczi Pal

Témavezetok:
Dr. Horvath V. Gabor
Dr. Dudits Dénes

Novénybiologiai Intézet
MTA, Szegedi Biologiai Kozpont

Szeged
2007



Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetéimnek, elsésorban Dudits
Dénesnek, minden részletre kiterjed6 tamogatasaért a csoportjdba vald
bekapcsolédasom kezdetétdl a Ph.D. dolgozatom elkészitéséig. Szintén kszondm
Horvath V. Gabornak nélkulozhetetlen tdmogatasat és szakmai segitségét, melyet
a disszertacio megirasaban is nyujtott.

Szeretném megkoszonni Fehér Attilanak korabbi szakmai vezetését, hasznos
tanacsait és a kooperaciés egyuttmikodését. Kulon kdszondm Bakod Laszldnak a
nagyfoku tamogatasat, kuldndsen, hogy laboratériumaiban, Kéinben és Umeaban
biztositotta szamomra uUjabb kutatéi tapasztalatok szerzését. Itt szeretnék
koszonetet mondani Gyorgyey Janosnak, hogy lehetévé tette az informatikai
ismereteim gyarapitasat a németorszagi Plant Genome Resources Centerben
végzett kooperacios kutatasi munkaval.

Kdszonettel tartozom Magyar Zoltannak, aki a szakdolgozati munkamban
iranyitott, és a kezdetektdl tdmogatta posztgradualis tanulmanyaimat. Halas
vagyok Mészaros Tamasnak, aki megismertetett a fehérjés kisérleti médszerekkel.

Halas vagyok minden kollégamnak a Sejtciklus és Stresszadaptacios Csoport,
valamint a Funkcionalis Sejtbiologia Csoport volt és jelen tagjainak, kildéndésen
Csordas Toth Evanak, Mai Antalnak, Otvos Krisztinanak, Térék Katalinnak, Borka
lldikdnak és Cserhati Matyasnak segitségukert és kedvességukert.

Végul koszondm csaladomnak, elsésorban feleségemnek, Krisztinek, aki
megért6 gondoskodasaval tamogatott, hogy a dolgozatom elkészulhessen.
Koszondm gyermekeimnek Violanak, Vikinek és Palkonak, valamint szlleimnek

odaado, tamogato szeretetiket.



Roviditések jegyzéke

2,4-D
A2

ABS
AL1
APC
ARF
AUX/IAA
AXR1
BR
BY-2
CAK
Cdc25
CDK
CDKA
CDKB
CKI
CKS
CMT
CcyYyC
CYCD
DAPI
DEL
DP

E2F
GSH
HPV E7
IES

JA
Kolhicin
MBF
MPF
Mt-108
ORF13
p13suci
PEST

PPB
Propizamid
PRz1
PVDF

Rb

RBR
Roscovitin

SBF
SCF
SDS
TIR1
Wee1

2,4-diklor-fenoxi-ecetsav

Medicago sativa L. ssp. varia A2 genotipusa

abszcizinsav

paradicsom mozaik virus replikacios faktor

anafazist el6segit6 ubiquitin ligaz komplex

transzkripcids faktor (,auxin response factor”)
auxin/indolecetsav transzkripcios faktor

auxin rezisztens, heterodimer tagja

brasszinoszteroid

“Bright yellow-2” dohany sejtszuszpenzio

CDK aktivalo kinaz

CDK tirozin15/treonin14 defoszforilacioért felelds foszfataz
ciklin-figgé kinaz

A-tipusu névényi CDK, PSTAIRE jellegzetes motivummal
B-tipusu névényi CDK-k PPTALRE vagy PPTTLRE motivummal
ciklin-figg6 kinaz inhibitor

CDK-ciklin komplexek szabalyozé alegysége

kortikalis mikrotubulus

ciklin

D-tipusu ciklin

4,6-diaminido-2-fenilindol (DNS festék)

E2F szer( transzkripcios faktor RB-k6té motivum nélkil

az E2F dimerizacios partnere

sejtosztdédasban szerepet jatszé transzkripcios faktor
redukalt glutation

human papillémavirus RB-ko6t6 fehérjéje

indolecetsav

jazmonsav

mikrotubulus polimerizacio inhibitor

sarjadzo éleszt6 transzkripciods faktor

M-fazist el6segit6 faktor

Medicago truncatula cv. R 108

Agrobacterium rhizogenes RBR-ko6t6 fehérjéje

hasadé éleszté CKS

prolin (P), glutaminsav (E), szerin (S) és treonin (T) aminosavakban
gazdag fehérje lebontasi szignal

preprofazisos szalag

mikrotubulus polimerizacié inhibitor

transzkripcionalis adapter protein

polivinilidén-difluorid

retinoblasztdma, tumorszupresszor

ndvényi retinoblasztdma-homoldg

CDK inhibitor (“2-(1-ethyl,2-hyd roxyethylamino)-6-benzylamino-9-
isopropylpurine”)

sarjadzo élesztd transzkripcios faktor

Skp1/Cullin/F-box G1/S fazisban aktiv ubiquitin ligaz komplex
natrium-dodecil-szulfat

auxin receptor (“transport inhibitor response”)

CDK tirozin15/treonin14 aminosavak foszforilaciojaért felelés kinaz



Tartalomjegyzék

Tartalomjegyzeék
1. BEVEZETES ....coiieeeeeeeesesesesesesesesesesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssasaes 7
2. IRODALMI ATTEKINTES.......ccoereeeeeeeseseresesesesesesesesessssssssssssssssssssnas 9
2.1. A sejtciklus folyamata............cccooii 9
2.1.1. A sejtciklus ellendrzési pontjai...........ceeeeeeieeiiiiiieieeeiie e 10
2.1.2. ANOVENYI SEJICIKIUS ..eveneeeieeee e 11
2.1.2.1. A névények sejtosztodassal kapcsolatos egyeddilallé jellemzéi..... 11
2.2. A novényi sejtciklus mechanizmusanak f6 szabalyozé elemei.......... 13
2.2.1. A ciklin/CDK komplexek a sejtciklus szabalyozas alapvetd
AlKOLOEIEMEI ... 13
2.2.1.1. A ciklin-figg6 KiNAZOK (CDK-K).......cveeeeeeeeeereeeeeeseeeeeeeeeeereseerernes 14
2.2.2. A CDK aktivitasban nélkulozhetetlen szerepet jatszé
konzervaldodott faktorok ............ccoeeeveiiiiiiiiiie e 17
2.2.2.1. A névényekben nagyszamu ciklin talalhato ..........................o... 19
2.2.3. D-tipusu CIKIINEK .........ouuiieieiee e 20
2.2.3.1. A D-tipusu ciklin gének kifejez6désének szabalyozasa.................. 21
2.2.3.2. A D-tipusu ciklinek és a CDK-k kblcsbnhatasa..............cccoceveenn. 23
2.2.3.3. A D-tipusu ciklinek szerepe a sejtciklusban és fejlédésben........... 24
2.2.4. RB/E2F/DP szabalyozasi Ut..............ouvvvviiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeevei 25
2.2.4.1. A névényi retinoblasztéma-homolég gének...........ccceevvecvveenneennn. 26
2.2.4.2. A nbvényi RBR gének expreSSziOja........cccccuuuuueeoeeeeaaeaeicieceaaaen, 28
2.2.4.3. Az RB fehérjék konzervalt szerkezete ...........cccccvovevsceeeniienennnn. 29
2.2.4.4. A névényi RBR fehérjéek névekvd szamu ismert kélcsénhatoi........ 30
2.2.4.5. A RBR fehérje foszforilaciés szabalyozasa ............cccccueevvvvvvennn.... 32
2.2.4.6. A névényi RBR fehérjék alapvetb szerepet jatszanak a G1/S
atmenet szabalyozasaban..............cocccouieiveiiiiiiiiie e 33
2.2.4.7. RBR funkciéja a névények organogenezisében ..............cccccuveeenn.. 34
2.2.5. Hormonok hatasa a noveényi sejtciklusra ..., 36
2.2.6. A differencialodott névényi sejtek sejtciklusos reaktivalasa............. 41
2.3. A novényi sejtciklus szabalyozasanak molekularis modellje.............. 43
3. CELKITUZESEK .....ceeieeeieereeerisesesesssesssessssssssssssssesssesssssssssssesssssesans 46
4. ANYAGOK ES MODSZEREK .......cccouruemeereresesesesesesesesesesssssassssssnsnes 47
4.1. A kisérleti novények és sejtkultirak ...........cccoceeeiiiiiiiiiniiniiniseeeeeaes 47
4.1.1. Novények és sejtkulturak..............ueueiiiiiiiiiii 47
4.2. DNS-vizsgalati moédszerek .........cccoommmmmimimcccr s 47
4.2.1. Baktérium KUltUrakK...........cooveiiiiiii e 47
4.2.2. Plazmid tiSZtitas........oiiieeeeeiee e 47
4.3. Fehérje analizis technikak..........ccooumimimimmc s 48
4.3.1. Novényi teljes sejtfehérje kivonat készitése .............cccevviiiiiinnnnnnn. 48
4.3.2. SDS poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE) ............oucceeieennn. 48
4.3.3. ImmMUNODIOL......ccoii e 48
4.3.4. A kapcsolt in vitro transzkripcio és transzlacios rendszer (TnT)....... 49

4.3.5. ImmUNOPIreCiPitalas ..........uoiiiiiiii e 49



Tartalomjegyzék

4.3.6. CDK kinaz aktivitas meghatarozasa.............ccccceeveeeiiiiiniis 49
4.3.7. Bakterialisan tultermeltetett fehérjék tisztitasa..............ccccoiiiiiins 50
4.3.8. Poliklonalis ellenanyag termeltetés és tisztitas.........cccccvvvvineiinnn. 51
4.3.9. Eleszté kettés hibrid kdlcsdnhatas viszgalat.............ccccocveveeveennnn. 51
4.3.10.p13SUCT KOLES ...t e e 52
4.4, Sejtbioldgiai mMOdszerek...........ccevvivmmmmmririr e ————— 52
4.4.1. Lucerna A2 szuszpenzio szinKronizalasa .............cccceeeveiiiiiinncnennnn. 52
4.4.2. Lucerna levélprotoplaszt izolalasa............cccoeiiiiiiiiiiiiiiiii, 53
4.4.3. ImMUNOIOKAlIZACIO ..o 53
4.4.4. Az S fazis aranyanak megallapitasa BrdU sejtmagi DNS-be
tOrténd beEPUIESEVEI .......ccoeeeieeeeee e 54
4.4.5. Aramlasos GItOMELHIA ..........ccveveeveeieeeeeeeeee e 54
4.4.6. Mitotikus index meghatarozas ...........cccoeveiiiiiiiiiiiiiiiei 55
4.5. Szamitégépes szekvencia analizisek......cccccccceeeeeieiiiiiiiieseseeeeseeeeecnnannnns 55
5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK ........ccccoenentnenererenenenerenesereresenenenes 56
5.1. Két uj D-tipusu ciklin gén izolalasa lucernabdl és a fehérjék
filogenetikai jellemzése..........ccoiiiiiii e —————— 56
5.1.1. Ellenanyagok készitése a lucerna D-tipusu ciklin fehérjék
KIMUEAtASAra... ... 61
5.1.2. Az Medtr;CYCDG;1 fehérje mennyisége a kulonb6zé lucerna
FESZEKDEN ... 63
5.1.3. Medtr;CYCDG6:;1 ciklin fehérje mennyisége szinkronizalt lucerna
A2 sejtszuszpenzioban............ccooiiiiiiiiii 64
5.1.4. A Medsa;CYCD3;1 és Medtr;CYCDG;1 ciklinek sejtmagi
lokalizaciot mutatnak ..., 65
5.1.5. D-tipusu ciklinek és CDK kinazok kolcsonhatasainak vizsgalata.....67
5.1.5.1. Az in vitro transzlalt CYCD3;1 fehérje két6dése a CDKA1;1
KINAZROZ ... 68
5.1.5.2. A Medsa;CYCD3;1 és Medsa;CDKB2;1 fehérjék szinkronizalt
mintakbél sejtciklus fliggb hiszton H1 kinaz aktivitast kétnek........ 70
5.2. A lucerna retinoblasztéma-homolég fehérje jellemzése...................... 72
5.2.1. A retinoblasztoma fehérje kimutatasa lucerna
SEJISZUSZPENZIODAN ..o 73
5.2.2. Alucerna RBR fehérje mennyiségének sejtciklus fuggo
VAIOZASA ... 75
5.2.3. A- és B-tipusu CDK komplexek egyarant foszforilaljak a
lucerna RBR fehérjét in Vitro...............oovveviiiiiiiiiiiiiieieeeee 77
5.2.4. Az MsRBR1 fehérje szintjének valtozasa hormon kezelés
hatasara lucerna A2 sejtszuszpenzidban ...........cccccceeeeeeiiiiiieiiiinnnn, 80
5.2.5. Az RBR fehérje feltételezett moédosulasa M. truncatula
kalluszok differencialddasa Soran...............eueeeiiiiiiiiniiieiiieieieeeeeeiis 82
5.3. A CDK-k és a sejtciklus fazisok szabalyozasa lucernaban................. 85
5.3.1. Alucerna levélprotoplaszt sejtek hormonfliggé sejtciklus

(== 1 1) VZ= Lo (o] - TP PRUPOPPRT 86



Tartalomjegyzék

5.3.1.1. Lucerna protoplasztok sejtciklus aktivalasa auxin és kinetin

hormon kombinaciok hatasara ................ccccceeeeeevereeveeeeereeeeeaaaan... 86
5.3.1.2. CDK aktivitas valtozas a lucerna levélprotoplaszt sejtciklus
reaKtiVaCIOja SOMAN ........ceeeeeeeeeiiaaeeee ettt taaeaaaaaaaaes 87
5.3.1.3. A citokinin szlikséges a lucerna levélprotoplaszt eredetli
SEjtek OSZIOAASANOZ ...t 87
5.3.2. Alucerna CDK-k szabalyozasa a G2/M fazis hataran..................... 90
5.3.2.1. A kettés blokkot alkalmaz6 szinkronizacios protokoll
optimizalasa lucerna A2 sejtszuszpenzion .............cccccceuueveaanaa.... 91
5.3.2.2. Medsa,CDKB2;1 fehérje termelése a G2/M ellenérzési pont
Utan €lKeZABAIK .........eeeeeeeeeaiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 96
5.3.2.3. A Medsa;CDKB2;1 kinaz aktivalddik a kolhicin blokkolt
lucerna szuszpenzids SeteKbenN..............occoveeeeieiiicciiiiaeeeee 98
6. OSSZEFOGLALAS. ...t s s s s s s s nens 100
7. FUGGELEK.......ceotrtrtrerecsertsssssesesesssssssesesssss s e sssssssssenssssasasssnees 104
7.1. Felhasznalt irodalom ..............ccoooiiiiiiie e 104
7.2. PUDIIKACIOS liSta.....ceemeeeeeeicccriie s e e s s e e e r e e e e 118

7.3. Ph.D. theSiS ....ccvmiiiiiiiiiiiiiiisssss s 120



Bevezetés

1. BEVEZETES

Az ¢él6 sejt azon lényegi tulajdonsaga, mely képessé teszi természete
atorokitését az utddokra, a sejtfelépitési organizmusok életének alapvetd feltétele
élévilagunkban. Bar tobb mint szaz éve ismert tény, hogy a sejtek osztdédassal
szaporodnak, csak az utébbi harom évtized soran sikerult azonositani azokat a
molekularis mechanizmusokat, amelyek sejtciklust szabalyozasaban kozponti
szerepet jatszanak. Ezen kutatasok jelentéségét jol jelzi az a tény is, hogy 2001-
ben kapott a sejtciklus kulcs szabalyozdoinak felfedezéséért Nobel-dijat Leland H.
Hartwell, R. Timothy (Tim) Hunt és Sir Paul M. Nurse. A sejtosztddasi kutatasok
kilonos fontossaga Osszefugg azzal, hogy a human rakos megbetegedések
hatterében osztodasi zavarok mutathatok ki. Ezért nem meglepd, hogy a
sejtosztodasi ciklus a legintenzivebben tanulmanyozott bioldgiai folyamatok egyike.

A nodvények legfontosabb tulajdonsaga kétségtelenul az, hogy képesek a
napfény energiajat megkotve szervetlen anyagbdl az emberiség szamara is
nélkulozhetetlen szerves tapanyagot el6allitani. A gazdasagilag hasznositott
névényi szervek felépitése, mérete a sejtek osztodasi és differencialodasi
folyamatainak ereddi. Ezért a ndveényi sejtosztddas szabalyozasanak és pontos
mechanizmusanak megértése meghatarozo jelentéségli az emberiség élelmezése
szempontjabol.

A sejtosztddas alapvetd folyamatai és a szabalyozasaban szereplé molekulak
széles kore, hasonl6 modon mikodik minden eukaridta organizmusban. A
filogenetikai konzervaltsag mellett a sejtosztdodas névény specifikus szabalyozéit is
fel lehet ismerni. Ez indokolja a novényi sejtciklus kutatas létjogosultsagat az
éleszt6, Drosophila és eml8s kisérleti rendszerek vizsgalatan tul. A ndvények
alkalmazkodoképességének egyik meghatarozé tényezéje sejtjeik folyamatos
osztddasa és Uj szervek képzbdése, az egyedfejlédésuk nagyfoku rugalmassaga,
melynek a helyhez kotottséguk miatt, a kornyezettel teljes dsszhangban kell lennie.
Ehhez a plaszticitashoz hozzajarulhat, hogy meglepéen nagy szamban
azonositottak a sejtosztédas szabalyozasaban kulcsfontossagu, a CDK-k
aktivalasaért felelés ciklineket, illetve a G2/M fazisatmenet regulaciojaban kétféle

(“A és B”) CDK tipus vesz részt, melybdl az utébbi névény specifikus CDK kinaz.



Bevezetés

Csoportunk az utobbi két évtizedben tobb sejtciklus szabalyozasaban fontos
szereppel rendelkez6 gént izolalt lucernabdl és rizsbdl (CDK-k, ciklinek, CDK
inhibitor, RB-homoldgok és E2F gének), melyek tovabbi jellemzésével hozzajarult
a novényi sejtciklus szabalyozasanak meélyrehatébb feltarasahoz.

Dolgozatomban az irodalmi attekintés utan, a lucerna D-tipusu ciklinekkel és
CDK-komplexekkel kapcsolatos kisérleteinket, majd a G1/S fazis atmenetben
legfontosabbnak ismert szubsztrat fehérjéjikre, a retinoblasztoma-homoldgra
koncentralt eredményeinket mutatom be. Vizsgalatainkban mint Kkisérleti
objektumot els6sorban az A2 sejtszuszpenziot (Medicago sativa ssp. varia A2)
hasznaltuk. Hasonléan az A2 szuszpenzioét alkalmaztuk, a kett6s blokkolt
szinkronizacios kisérleteinkben, a G2/M fazisatmenetben szereplé CDK-ciklin
komplexek és a lucerna CDKB2;1 kinaz mitotikus funkciéjanak pontosabb
megismeréséhez. Beszamolok még az auxin és citokinin hormonoknak a CDK-
ciklin komplexek reaktivacidjaban szerepet jatszo, a G1/S és G2/M fazisatmenetre
gyakorolt hatasairdl, melyeket a lucerna levélprotoplaszt unicellularis rendszerében

vizsgaltunk.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sejtciklus folyamata

A Kkulonb6zd szervezeteken torténd kutatasok, mint emlésok, békak, legyek,
férgek és novények, hozzasegitettek a sejtciklus alapmechanizmusanak
megismeréséhez. A természetben a legaltalanosabb sejtosztodasi forma négy
jellegzetes szakaszra oszthaté.

A 19. szazad veégétél nyilvanvaldva valt, hogy a sejtosztddasi ciklus legalabb
két jol elkulonithetd szakaszbdl all. A leglatvanyosabb az M-szakasz, melyben a
sejtmag osztdédasa torténik, és magahoz a sejtosztodas pillanatahoz vezet. A
mitozis kifejezést eredetileg Walther Flemming alkotta meg az 1880-as évek elején
a gorog szal, fonal sz6bdl a mitotikus kromoszémak alakjara utalva [81].

A két mitézis lejatszodasa kozott a mikroszkop alatt egy eseménytelen
szakasz lathatd, amely emiatt az interfazis elnevezeést kapta. Ez a szakasz harom
jellegzetes részre bonthatdé tovabb: G1-, S- és G2- fazisokra. Az S-fazisban
torténik meg a DNS pontos megkett6zédése. A sejtek a “gap” szakaszokban (G1
vagy G2) dontik el, hogy folytassak-e a kovetkez6 S- vagy M-fazist. A G1-fazis
alatt a sejtek ellendrzik a méretiiket és a szikséges kornyezeti feltételeket, mig a
G2-szakaszban az egyik f6 feladat a DNS megkett6z6dés befejez6désének
biztositasa. Egy teljes sejtosztddasi ciklus a G1-S-G2-M fazisok szigoru
sorrendben torténik. Ebben az elrendezésben a sejt biztositani tudja mind a DNS
replikacidjat, mind a megkett6z6dott kromoszomak leanysejtekbe torténd
kerulésének pontos szabalyozasat. Az M-fazis, amelyben a kondenzalt
kromoszémak lathatéak, még tovabbi ot elkulonithetd részre oszthatd: profazis,
metafazis, anafazis, telofazis és citokinézis. A 2.1. abra a sejtciklus alapvetd
részeinek jol ismert korfolyamatat mutatja.

A kromoszomak kondenzalédasa, mely a profazisban kezdédik és a
metafazisban fejez6dik be, egyltt jar a maghartya eltiinésével és a
centroszOmakbol sugar iranyban megnyult mikrotubulusok megjelenésével. A
novényekben az ujonnan alakulé sejtfal elézménye a korai profazisban lathaté
preprofazisos szalag altal meghatarozott. A metafazisban a kromoszémak a

kinetokéron keresztul a mikrotubulusokhoz kapcsolédva az egyenlitdi sikba
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rendezédnek. Ezt kdvetben az anafazisban az egyes kromoszomak a centromerek
kozepén eltornek és a két testvér kromatid az ellenkezd centroszoma iranyaba
kozelitenek. A szabad mikrotubulusok megnyulasa és a kinetokérhoz tapadt
hazofonalak depolimerizacioja a testvér kromatidok elvalasztasat, veégul az
ellenkezé polusokba érkezését eredményezi. Az elkulonult kromatidok
dekondenzalédnak a telofazis soran, majd korllveszi 6ket az Ujonnan
Osszeszerel6d6 maghartya, igy végul kialakulnak az uUj sejtmagok. A sejtosztédas
befejez6 lépése a citokinézis, melynek soran az allati sejtekben a barazdalédasnak
nevezett modszerrel kettéhasad a citoplazma, és ennek kovetkeztében az anyasejt
két leanysejtté osztodik. A ndvenyi sejteknek merev sejtfala van, ezért szikséges a
fragmoplaszt altal iranyitott Uj sejtfal kiépitése a testvér sejtmagok kozott. A névény
specifikus citokinetikus organellum mikrotubulusokbdl, aktin szallakbdl, a sejtfal
kialakulasanak terlletére fehérjéket és poliszaccharidokat szallitd vezikulakbdl all.
Az U] sejtlemez a vezikulak fuzidjaval ndvekszik, mig valddi sejtfalla nem zarul. A

részleteket Dudits és Fehér (2004) 6sszefoglaléja mutatja be [64].

‘ Profazis, Metafazis, Anafazis, Telofa'zis‘ Citokinézis ‘

(ndvekedés)

(felkésziilés)

2.1. abra. Az eukarioéta sejtciklus fazisai.
Az interfazisban mikroszkoposan latszolag nem torténik semmi a két osztdédas kozétt. Az M-fazis
folyaman az anyai magbol két leany sejtmag keletkezik, és végll a citokinézissel a citoplazma is
kettéosztddik a két uj leanysejtbe. A G1 ("Gap1”) fazis a citokinézist kdvet6, de a DNS szintézis (S-
fazis) el6tti szakasz. A G2 ("Gap 2”) fazisban felkészul a sejt a mitézisra. Az ellendrzési pontokban
(E) a teljesitendd feltételek hianya esetén leall a sejtciklus.

2.1.1. A sejtciklus ellenérzési pontjai

A G1-S és G2-M ellendrzési pontok létezését el6szor Van't Hof fedezte fel a

ndévényekben, 1966-ban [283]. Medfigyelte, hogy a cukor éheztetett sejtek a
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lemetszett borsé gyokér csucsokban abbahagytak az osztdédast és a G1 és G2
szakaszokban megalltak. A sejtciklus ellen6rzési  pontjaiban  fontos,
visszacsatolassal szabalyozott dontések torténnek, amelyek szerepuknek
megfelel6éen megakadalyozhatjak, hogy a sejt a sejtciklus kdvetkez6 szakaszaba
juthasson [119]. A sejtosztdédas leallitasat el6idézhetik olyan nem kivant
kockazatok, mint a DNS karosodas vagy mas nem kivédhet6 folyamatok, melyek a
sejtosztodas tovabbhaladasat a sejt szamara veszélyessé tennék. Az
eukariétakban harom a sejtciklust iranyitasaért felelés f6 ellenérzési pont talalhato.
A G1/S ellenérzési pont a sejtciklus G1-szakaszanak végén talalhatd, amikor a sejt
kulcsfontossagu dontést hoz, hogy készen all-e az osztddasra vagy nem,
késleltesse-e az osztddast, vagy a GO elnevezési pihend szakaszba lépjen. A
G1/S ellenérzési pont az, ahol az eukariotak jellemzéen megallitjak a sejtciklust, ha
a kornyezeti feltételek a sejtosztodast lehetetlenné teszik, vagy ha a sejt hosszu
idére GO-szakaszba megy at. Az allati sejtekben a G1-szakasz végi ellendrzési
pont a korlatozd “restrikciés”, mig az éleszté esetében a sejtosztdodas kezdeti
pontjara utalva a start nevet kapta.

A masodik ellenérzési pont a ciklusban a G2-szakasz végén talalhatd, az M
szakasz elkezd6dését szabalyozza. A sejtnek ezen a szakaszon vald
athaladasahoz szamos tényezét kell ellendriznie, melyek biztositjak, hogy a sejt
készen alljon a mitézisra. Ha ezen az ellendrzési ponton athaladt a sejt, szamos
molekularis folyamat indul el. A harmadik ellenérzési pont az anafazisban talalhato,

mely lehetdvé teszi a mitdzisbdl vald kilépést, illetve a citokinézis lejatszodasat.

2.1.2. A novényi sejtciklus

2.1.2.1. A novények sejtosztédassal kapcsolatos egyediilallo jellemzoi

A ndvényi fejlédés ellentétben az allatokkal, dontéen posztembrionalis. Uj
szervek, mint a gyokér, a szar, a levelek és viragok kialakulasa az elkulonult
merisztematikus zénaban to6rténé folyamatos, ismétlédd sejtosztédasok
eredményei, melyeket sejtndvekedés és differencidlodas kovet. A sejtek a
merisztematikus szovetekben pluripotensek, amint a hajtascsucsban is el6szor

levelek képzddnek, de megfelelé fejl6édési és kornyezeti feltételek mellett a
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hajtascsucs virag kezdeményeket képez, melybdl kialakul a virdg. A szamos
differencialt névényi sejt masik figyelemre mélté aspektusa az a képesség, hogy
bizonyos korilmények hatasara dedifferencialédhatnak és ujra pluripotenssé
valhatnak. Ezen tulajdonsag a novények szamara meég nagyobb fejlédési
plaszticitast biztosit [98, 269]. A j6l ismert példa szerint a levél mezofil sejtek
protoplaszjai képesek Uj sejtfalat épiteni, osztodni, és gyodkeret, embridét vagy
hajtast regeneralni megfeleld ndvényi ndvekedési faktorokkal torténd kezelés
hatasara [88]. A gyokér esetében a nyugalomban 1évé periciklus sejtek oldalsé
gyokér képzddését de novo stimulalni lehet a sejtosztddas indukalasaval [28]. A
Fabaceae csalad gyokér kortikalis sejtjei, a Rhizobium szimbiotikus baktériummal
val6 fert6zés soran, képesek ujrainditani a sejtosztédasukat, hogy létrehozzak a
nitrogént megkotdé gumoket [86].

A névények egy masik emlitésre mélto jellemzéje, hogy nem figyelheté meg az
allatoknal kialakulé rakos sejtburjanzas. A ndvényi ugynevezett tumorok
specializalt valaszként alakulnak ki patogén fert6zést kovetbéen [59], illetve
egyediként a medfigyelt Nicotiana glauca és N. langsdorffii vagy N. glauca és
suaveolens hibrideken [261]. Ez valdszinlileg a novényi sejteket korulvevdé merev
sejtfallal is 6sszefuggésben van, mely megakadalyoz barmely sejtvandorlast, és
egyben ramutat a névények fejlédésének jellegzetes karakterére.

A sejtfal megléte miatt az osztdédashoz a ndvények kifejlesztettek egy
kifinomult mechanizmust a két leanysejt elvalasztasara, mely magaban foglalja a
kortikalis mikrotubulusokat (CMT), a preprofazisos szalagot (PPB) és a
fragmoplasztot, melyek mindegyike névény specifikus sejtszerkezeti képzddmény.
Ezeket az mikrotubulusos szerkezeteket az interfazis soran, a kés6i G2-szakasztol
a profazisig, és az anafazistol a telofazisig lehet megfigyelni az emlitett
sorrendben. A CMT iranyita a sejtformat visszafordithatatlanul vagy
visszafordithatban a sejtfalban a cellul6z microfibrillumok elhelyezésének
orientalasaval. A PPB az osztdédas helyének kijeldlésében meghatarozd, mig a
fragmoplaszt a sejtlemezt alakitja ki a citokinézis soran [9, 262].

A helyi sejtosztddasi paraméterek, mint példaul a merisztémakban létrehozott
sejtek szama, fontosak a névényi szdvetek szervezddésének meghatarozasaban.

Ezt illusztralja a ludfi scarecrow mutansa, melyben egy specifikus aszimmetrikus
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osztodas elégtelensége a gyOkérmerisztéma sejtek utddaiban egy teljes
gyokeérsejtréteg hianyat eredményezi [56].

2.2. A novényi sejtciklus mechanizmusanak f6 szabalyozé elemei

Az elmult évtizedben jelentés haladas tortént a novényi sejtciklus szabalyozo
mechanizmusainak feltarasaban, igy a legtébb mas eukariotabol ismert kulcs
szabalyoz6 gént mar azonositottak, beleértve a retinoblasztoma fehérje kozvetitett
(RBR/E2F/DP) utat, a ciklin figgé kinazokat (CDK) és a hozzajuk kapcsolédd
ciklineket, valamint a CDK-inhibitor fehérjéket. A homolég szekvencia keresés
soran a ludfi teljes genomjaban a legtobb metazoa sejtciklus szabalyozo
komponensének a feltételezett homologjait megtalaltak, mikdzben meglepben
nagy szamban azonositottak ciklineket. Feltehetbleg ez biztositia a novények
kulonleges képességét arra, hogy modositani tudjak a posztembrionalis
fejlédésuket. Sok novényi sejt raadasul, képes endoreduplikalédni, melynek soran
a sejtben mitézis nélkal folytatddik a DNS replikacio, poliploid allapotot
eredményezve.

A sokat tanulmanyozott allati rendszerekhez hasonldéan a novényi sejtciklus
szabalyozas is a kulonb6zd ciklin-CDK komplexek konzekvens aktivalasa altal
regulalt. Erdekes mdédon ugyanakkor a névényekben kétféle CDK tipus vesz részt
a G2/M fazis szabalyozasaban, mely ugyancsak novény specifikus tulajdonsag.
Osszegezve, a ndvényi ciklin-CDK komplexek a tovabbi kdlcsonhatoikkal egyutt
ellendrzik a sejtciklus folyamatat, ahogyan azt mas eukaridta élélényekben is
megfigyelték [139, 140]. Ezen folyamatok részleteit a kovetkezd fejezetekben

targyalom.

2.2.1. A ciklin/CDK komplexek a sejtciklus szabalyozas alapvet6
alkotéelemei
A legfébb attorést a sejtosztdodas szabalyozasanak megértésében a kétéltliek
petéiben és korai embridiban végzett kisérletek eredményei adtak, melyek
ramutattak, hogy a kés6i G2 és M fazisban Iév6 sejtek tartalmaznak egy faktort,
ami képes a korai G2-ben |évd sejtek mitdzisba Iépését felgyorsitani. A G2-

fazisban megrekedt embridk mitdzisos indukalasahoz szikséges komponenst
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sikerult izolalni, melyet mitézis el6segité faktornak (MPF) neveztek el [182]. A
tisztitott MPF aktivitasa két proteintdl fugg. Az egyikik, a p34cdc2, a ciklin—figgd
protein kinazok (CDK) csaladjaba tartozik, amely mas fehérjék szerin vagy treonin
aminosavakon torténd foszforilaciojaval el6idézi a tovabbi szabalyozott folyamatok
elérehaladasat [92]. A komplex masik aktivalo tagjat, mennyiségének a sejtciklus
flugg6 valtozasa alapjan, ciklinnek nevezték el [91]. Az éleszt6 genetika az MPF
alegységeinek, a CDK és ciklin génjeinek klénozasaval értékes hozzajarulast adott
és megalapozta a sejtciklus szabalyzé apparatus ezen fontos tagjainak
funkcionalis analizisét. A hasado éleszt6 (Schizosaccharomyces pombe), Cdc2
(“cell division cycle”) kinaz alegységként kerult azonositasra, mig a cdc13 gén az
MPF komplex ciklin komponensét kodolja [18, 111, 210].

2.2.1.1. A ciklin-fligg6 kinazok (CDK-k)

Minden eddig tanulmanyozott eukariéta élélény rendelkezik legalabb egy CDK-
val, amely tartalmazza a PSTAIRE szekvenciat a ciklin fehérjét megkotd
domeénjében (0sszefoglaloként lasd: [63]). A PSTAIRE szekvenciat tartalmazé, a
novenyekben, CDKA-ként elnevezett kinaz szintén sarkalatos szerepet jatszik
mind a G1/S, mind a G2/M atmenetet szabalyozé pontokban. Az ellendrzési
pontokban detektalt CDKA kinaz aktivitasok alatamasztjak a kinaz funkcidjanak
szerepét a sejtciklus szabalyozasi pontjaiban [140, 179, 191].

A PSTAIRE CDK-k univerzalis természete legjobban azzal a képességukkel
illusztralhatd, hogy az éleszté CDK hianyos mutansait komplementaljak [78, 127,
128]. A tanulmanyozott névényekben a sejtciklus soran a CDKA protein szint
allandé marad [179, 223, 266]. A ludfi dominans negativ CDKA tultermeltetése
dohanyban kisebb ndvényeket eredményez, valdszinlleg a sejtosztddasi rata
atfogé csodkkenése miatt. Mivel a CDKA a sejtciklus G1/S és a G2/M fazis
atmeneteihez is szikséges, nem meglepd, hogy a G1/G2 arany valtozatlan maradt
[123, 150]. A CDKA feltétlen szikségességét a mitdzisba torténd belépéshez null
mutansokkal igazoltak, ezek els6dleges hianyossaga a him gametofita fejlédése
soran tlnt el6 a masodik mitozisba torténd belépés sikertelensége kapcsan [142,
209]. Mig az emlésdkben két G1/S specifikus CDK gén (CDK4 és 6) van, ezek

ortolégjai nem talalhatéak meg a névényekben. Ezzel ellentétben, a ndvényekben
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a mitdzisba torténd belépés szabalyozasaban tobb CDK jatszik fontos szerepet
[139, 140, 179, 191].

A novények egy masodik, egyedulallé csoportot, az ugynevezett B-tipusu
CDK-kat tartalmaznak, melyeket nem taldltak még a ndvényeken Kkival mas
élélényekben [20, 149, 179]. A CDKB kinazokban a CDK PSTAIRE konzervativ
szekvencia moédosult vagy PPTALRE vagy PPTTLRE szekvenciara, jelezve a
meglévé két alcsoport CDKB1 és CDKB2 kulonbségét [284]. Mind a két B-tipusu
CDK alcsoport megtalalhaté egysziki és kétsziki fajokban, sugallva a fontos,
egyedulallé szerepliket a novényekben. Figyelemre mélté, hogy mind a
Chlamydomonas reinhardtii, mind az Ostreococcus tauri csak egy CDKB gént
tartalmaz, mely a magasabbrend(i névényekben levé CDKB1 gén megfeleldje [15,
240]. Ugyanugy, mint a magasabbrendi névényekben megfigyelt B-tipusu CDK az
O. tauri-ban talalt CDKB expresszidja is sejtciklus altal szabalyozottnak tinik [36].
Erdekes modon, az O. tauri CDKB komplementélja az éleszté (Saccharomyces
cerevisiae) CDK mutansat, mig a magasabbrendi névény homoldg képtelen erre.
Ebbdl kdvetkezben az O. tauri rendelkezik egy koztes tipusunak tiné CDKB-vel,
mely kozeli rokonsagban van a legaltalanosabb CDK-kal [36, 127, 223]. CDKB1 és
CDKB2 kinazok kissé késleltetve fejezGdnek ki az S-G2-M szakaszokban. A
CDKB1 transzkripciok az S, G2 és M szakaszok alatt jelentkeznek, mig a CDKB2
kifejez6dés a G2 és M szakaszokra specifikus [304]. Ebben a sorrendben
ndvekszik a fehérje szintjik és a kotott kinaz aktivitasuk is a vizsgalt névényi
fajokban [24, 82, 179, 186, 251, 280].

A mitézison val6 athaladashoz a CDKB1 aktivitas meglétének szikségességét
dominans negativ megkozelitéssel sikerult kideriteni. A CDKB1 aktivitas
csokkenése megnovekedett 4C/2C aranyt eredményezett, a sejtek G2-b6l M-
fazisba torténé atmeneténél valo blokkolédasa miatt [21]. Azok a noOvények,
melyek a dominans negativ CDKB1;1 allélt tultermelik, kevesebb és abnormalis
morfologiaju légrésekkel, és kisebb méretl sziklevelekkel rendelkeznek. Ezzel
igazolasra kerllt a CDKB1 kinaz specifikus szerepe a sztdma létrehozasahoz
szUkséges osztddas szabalyozasaban, melyet az is alatdmaszt, hogy a CDKB1,1
gén magasan fejezdédik ki a sztdbma minden 6&ssejtjében [19]. Az antiszenszen

kifejeztetett CDKB1 gén, a dexametazon indukalhaté promoter iranyitasa alatt, a
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sejtméret csOkkenés miatt rovid hipokotilokat, és nyitott szikleveleket formalt a
sotétben nevelt novényben [301]. Ezeken az eredményeken felil CDKB1 kinaznak
az endroreduplikacié kezdetének szabalyozasaban betdltott szerepére is utalnak
adatok [21].

A CDK-aktivalé kinazok (CAK) fontos szerepet jatszanak a CDK-k Thr160
aminosavanak foszforilacidjaval. A névényi CAK-ok két elhatarolhaté osztalybdl
allnak: CDKD és CDKF [278, 279, 284]. A CDKD-k funkcionalis homoldgjai a
gerincesek CAK kinazainak, mig a CDKF ndvény specifikus CAK, egyedulallo
enzim tulajdonsagokat mutatva. Csak a CDKD-k foszforilalja az RNS polimeraz Il
legnagyobb alegységének C-terminal doménjét (CTD). Tovabba ellentétben a
CDKD-kel, a CDKF-nek nem szukséges a H-tipusu ciklinnel (CYCH) kapcsolddnia
[300]. A ludfliben tébb CDKF-rél kimutattak, hogy foszforilalja és aktivialja a CDKD-
ket [256]. A CAK kinazok az endogén hormon gradiens kozvetitésével a sejtciklus
potencidlisan fontos szabalyoz6i. A CDKD kinazt tultermeld rizs kalluszok
citokinintél flggetlendl nének. Ez a hatas egybeesik a CDK komplexek
aktivalasaval, melyet a CYCH egyuttes kifejeztetésével még ndvelni lehet [300].

A novények még tartalmaznak mas tipusu CDK homoldg géneket, melyeknek
szerepe tisztazatlan a sejtciklus szabalyozasaban. Egyikik a CDKC, mely
tartalmaz PITAIRE vagy SPTAIRE ciklin-k6t6 motivumot. A CDKC kinaz a metazoa
CDK9 fehérjék legkozelebbi homoldgja, melyek a CYCT-vel Iépnek
kdlcsbnhatasba. Az RNS polimeraz || CTD-jének foszforilacidjaval feltételezhetéen
a transzkripcié elongacidés fazisaban jatszanak szerepet [10, 85, 151]. A CDKC
transzkriptuma elsésorban differencialdédott szovetekben mutathato ki [10].

Az SPTAIRE motivumot tartalmazé E-ipusu CDK-k elsé képviseldit lucernabdl
izolaltak, melyek megegyeznek a HUA ENHANCER3-mal (HEN3) [293]. A hen3
mutansok fenotipikus jellemzése feltarta, hogy CDKE szerepet jatszik a levelekben
a sejtek expanzidéjaban és a sejtdifferenciacio specifikacidéjaban a viragos
szervekben. A CDKC kinazokkal megegyezéen a CDKE is foszforilalja az RNS

polimeaz Il CTD-jét, de ellentétben vele elsésorban az osztdédo szdveteken [293].

16



Irodalmi attekintés

2.2.2. A CDK aktivitasban nélkulozhetetlen szerepet jatszé
konzervalédott faktorok

A CDK aktivitast sokrétll szabalyozé mechanizmus befolyasolja. A korabban
emlitettekkel megegyezbéen a CDK-k az aktivitAsukhoz szikséges ciklin
szabalyozo6 fehérjével kotédd kinazokként ismertek. A ciklinek legtdbbje oszcillalo
expresszidét mutat az osztédo sejtekben, és ez az atmeneti megjelenés biztositja
az elsddleges mechanizmust a kotott CDK aktivitas szabalyozasahoz. A ciklinek
szintje altalaban a transzkripciésan és a transzlaciét kdvetéen specifikus fehérje
degradaciés modon finoman szabalyozott, ami végul a CDK aktivitas csokkenését
eredményezi. Tobb specifikus ciklin létezik ndvényekben is, melyeket az allati
ciklinekhez hasonld nevezéktanba sorolunk [233]. A D-tipusu ciklinek inditjak a
sejtek osztodasba lépését a G1 szakaszban a CDK aktivitds megnodvelésével.
Tovabbitjak a sejten Kkivuli szignalokat az osztodas lancolatat stimulalva és
fenntartva, mig le nem bontédnak az ubiquitin degradaciés utvonal kozvetitésével.

Az allatok esetében a G1/S atmenetnél az E-tipusu ciklinek expresszalédnak
dominansan, névényi sejteknél eddig kdzvetlen ortologot még nem izolaltak. Az A-
tipusu ciklinek altalaban az S-fazis kezdeténél jelennek meg, mig a G2/M atmenet
kozelében bontéodnak le. A B-tipusu ciklinek késdbb, a G2-fazis alatt
expresszalédnak, és a partner CDK aktivitasat az anafazisos lebontasukig
biztositjak. Minden eukariota CDK kétlebenyes strukturat mutat, melybdl a ciklint
koto stabilizalja a CDK katalitikus helyét, az egyébként meglehetésen rugalmas
szerkezetén belill [145, 149]. igy a ciklinek szerepe nemcsak az, hogy
meghatarozzak a megfelel6 sejtekben és sejtciklusos fazisban CDK aktivitasat,
hanem befolyasoljak a szubsztrat kivalasztasat is [172].

A CDK aktiv helyének megkozelitése korlatozott a T-hurokként ismert
szerkezete miatt, melynek a szubsztrat megkotésében van szerepe [41]. A T-
hurkon belldl talalhatd 160-as treonin aminosav foszforilaciéja megvaltoztatja
szerkezetét, és lehetévé teszi a szubsztrat helyes kotddését, és hozzaférést
biztosit a kotott ATP y-foszfat csoportjahoz. Ez a foszforilacio tehat szukséges a
CDK aktivitashoz, melyet a mar emlitett CDK-aktivalo kinaz (CAK) hajt végre. Egy
masik foszforilacio a CDK ATP megkotd helyén belul a CDK aktivitas

csOkkentésében jatszik szerepet. A WEE1 kinazt, mely az aminoterminalis
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kozelében a treonin-14 és tirozin-15 aminosavakat foszforilalja, el6szor a hasadé
élesztbben azonositottak [245]. Wee1 ndvényi homologokat talaltak kukoricaban
és ludflben is [265, 271]. Az eukariota sejt mitdzisba torténd belépése érdekében
a CDK-n levé mindkét foszfat csoportot specifikus foszfataz tavolitja el [208]. Ez a
foszfataz, mely cdc25-ként ismert, el6szor élesztébdl kerllt izolalasra. Bar a
homoldég keresése a novényekben nem eredményezett megfeleld gén
azonositasat, egy funkcionalis ekvivalens jelenléte nagyon valdszind [302, 303]. A
CDK mikodés még mobdosul az inhibitor és a szupresszor fehérjék
kapcsolédasaval is. A CDK inhibitorok (CKIl), kétédve mind a CDK mind a ciklin
alegységhez, fontos szerepet jatszanak a sejtciklus folyamatanak ellen6rzésben
[255]. A ludfiben az ICK-ként ismert KRP (“Kip-Related” Protein) fehérje
homologbdl hét gén ismert [140]. Az ICK2/KRP2 és CDKA koélcsénhatast in vivo
bizonyitottak [286]. A lucerna KRP fehérjérdl kimutattuk, hogy differencialtan
gatolja az egyes CDK komplexeket és aktivitasa foszforilacios szabalyozas alatt al
[216].

A CKS protein csaladot kis fehérjek alkotjak, melyek novényekben és
allatokban is jelen vannak. A kédolé gént (suc?), el6szor hasado élesztében
izolaltak [120, 121]. Az AtCKS1 tultermelése ludfilben a vizsgalatok szerint
akadalyozza a sejtciklus progresszidjat, a CDK kinazhoz torténd folyamatos
kotédése miatt [46]. A CKS kolcsonhatd fehérjegk a CDK komplex aktivitas
gatldiként és elésegitbikeént is viselkedhetnek, és ugy tlinik, szerepuk van a CDK
komplexek szubsztratokkal torténd kdlcsdnhatasanak kialakitasaban [22].

igy a CDK-ciklin komplex miikddése nemcsak ciklin és CDK fehérje szintekkel
szabalyozott, mely magaban foglalja a transzkripciéo és transzlacio, valamint a
fehérjék degradacidjanak szabalyozasat, de a kulonb6z6 hozzajuk kapcsolodo

fehérjékkel és az emlitett foszforilacios mdédosulasokkal is (2.2. abra).

Wee1
kinaz —— ®r14 T160(P) #— CDK-aktivalé kinaz
— ®Y1 m foszfataz
Cdc25
foszfataz ~
szintézis proteolizis

2.2. abra. A CDK kinazok aktivitasat szabalyozé faktorok.
A zold nyilak, és a zold foszfat csoport jelzi az aktivalédasi, a piros szinek pedig a gatld
médosulasokat. Tovabbi részletek a szovegben.
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Végul az aktiv CDK a szubsztratjainak szerin vagy treonin aminosavain torténd
foszforilacidjaval modositja azok tulajdonsagait. A CDK komplex jol ismert
szubsztratjanak, a hiszton H1-nek a foszforilacioja a mitotikus kromoszémakban
fordul el6. A CDK komplex foszforilacios aktivitasi vizsgalatainak soran ezért
hasznalhatéak a hisztonok, mint altalanos szubsztratok. Szintén jél ismert CDK
foszforilaciés célpont a retinoblasztoma fehérje, mely foszforilaciéja a G1/S
atmenetben kulcsfontossagu sejtciklus szabalyozasi 1épés [294]. Ugyanakkor G1-
és S-fazisokban a CDK-k kulonbdz6 transzkripcids faktorokat (SBF, MBF), CKl-ket
és foszfatazokat (cdc25A) foszforilalnak, mig G2- és M-fazisos szubsztratjai kdzott
megtalalhatok még kinazok, foszfatazok (NIMA, cdc25) és még szamos nem
emlitett szerkezeti fehérje (laminok, nukleolin, vimentin, miozin) [218]. Egyes
sejtciklusban szerepet jatszo fehérjék foszforilacioja utan azok megsemmisitése is
megtorténhet: az F-box fehérjék kozvetitésével, az ubiquitin kapcsolt proteolizis
folyamataban. Ezek a foszforilacid altal inicialt degradacios folyamatok

visszafordithatatlan iranyt jeldlnek ki a sejtosztddasi ciklus szamara [157].

2.2.2.1. A ndévényekben nagyszamu ciklin talalhaté

Az els6 ciklineket a tengeri sun petesejtben azonositottak, elnevezésuket a
sejtciklusban valtozé fehérje szintjik alapjan kaptak [72]. Az eml&sok sejtjeiben
talalhaté szamos ciklint az ugynevezett “ciklin-box” szerint lehet kategorizalni, mely
egy a CDK partnerrel torténd kdlcsonhatasért felelés konzervalt fehérjeszakasz. A
ciklin fehérje vaza, amely korulbelil 250 aminosav hosszusagu, o6t alfa-hélix
szerkezetet hoz létre két elkulonulé doménbe rendezbédve. Az elsé maga a ciklin-
box, mely kb. 100 aminosavat foglal magaban [207], és az emlitett CDK-val
kolcsonhato felszint képezi [145].

A ndvények sokkal tobbféle ciklint szintetizalnak, mint a vizsgalt mas élélények
[284]. A ludfl legalabb 32, a sejtciklus folyamataban feltételezett szerepi ciklinnel
rendelkezik. A ndvényi ciklin nevezéktan az emlés megfelelbikkel mutatott
funkcionalis hasonlésagon alapul. Az Arabidopsis gén annotacid soran
azonositottak 10 A-tipusu, 11 B-tipusu, 10 D-tipusu és 1 H-tipusu ciklint [233, 284,
290]. A kordbban mar emlitett, és a kovetkezd fejezetben targyalasra keruld

novényi D-tipusu ciklinek elsésorban a G1/S fazis atmenetet szabalyozzak. Az A-
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tipusu ciklinek iranyitjak az S-bél az M-be val6 athaladast, mig a B-tipusu ciklinek
a G2/M hataran, és az M-fazisban is szerepet jatszanak [24, 224].

Az emlb6sokben egyfajta A-tipusu ciklin elégséges a CDK aktivitas
megnovekedéséhez, az S-t6l a G2-fazisig. Ezzel ellentétben, a ndvényekben
tobbféle A-tipusu ciklin létezik, melyek a szekvencia homoldgia szerint harom
alcsoportba sorolhatok (A1-A3) [290]. A BY2 dohanysejtek sejtciklusanak
folyamataban vizsgaltak a kilonb6zd A-tipusu ciklinek id6ébeli megjelenését. Két
A3-tipusu ciklin expresszidja a G1/S atmenetnél volt magas, mig az A1-tipushoz
tartoz6 gén a kozépsd S-fazisban fejez6dott ki a legmagasabban [232]. A
Medicago sativa CYCAZ ciklinrél kimutattak, hogy nemcsak a sejtek S szakaszba
torténd belépéskor, hanem a G2/M atmenetkor is szerepe van a CDK-ciklin
komplex aktivitasban [243].

Az A-tipusu ciklinek kulonb6zé expresszidos mintazatot mutatnak, a kutatasi
eredmények alapjan megallapithatd, hogy az eltérd alosztalyok tagjai kilonb6zd
biolégiai funkciokkal rendelkeznek [26, 232, 243]. Az A-tipusu ciklinek, a B-tipusu
ciklinekhez hasonléan, az N-terminalisukon elhelyezked6 “destrukciés-box”-nak
koszonhetben proteoszomas proteolitikus folyamatok soran sejtciklus fuggéen
bontddnak le [95].

A B-tipusu ciklinek is tovabb rendszerezheték harom alosztalyra (B1-B3) [290].
Ezek specifikusan a késé G2 és korai M szakaszban expresszalddnak [38, 141,
185]. A dohany CYCB171;1 mRNS mikroinjekciéja tuljuttatia a Xenopus G2/M
hataran varakozé petesejteket, hasonléan az emlésdk homoldg ciklinjeihez,
igazolva a novényi CYCB1 szerepét a G2/M atmenetben [227]. A CYCB1;1
fehérjérdl bizonyitott, hogy in vitro kblcsonhatasba Iép és aktivalja az A- és a B-
tipusu CDK kinazokat [295].

2.2.3. D-tipusu ciklinek

Az elsbé noveényi D-tipusu ciklineket az éleszt6 G1 ciklin hianyos torzsek
komplementacioja soran azonositottak [39, 263]. Azéta szamos ndvény fajbdl
izolaltak mar D-tipusu ciklint [90, 184, 264]. Ludfiben 10 D-tipusu ciklint
azonositottak, melyeket 7 csoportba lehetett besorolni, CYCD1-CYCD7
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megjeloléssel [284]. Az egyes csoportok homoldgjait is megtalaltak mar tobb
novényfajban [184].

A novényi D-tipusu ciklinek az eml6s homologjaikhoz hasonléan kozos
strukturalis vonasokkal rendelkeznek, példaul, megvan bennik a retinoblasztoma-
koté LxCxE aminosav motivum a fehérje N-terminalis végén (2.3. abra) [1, 136,
263]. Azonban van kivétel is, a ludfi két D-ciklin szekvenciajaban nincsen meg az
ismert LxXCxXE motivum (CYCD4;2 és CYCDG6;1).

A G1 ciklinek mind az élesztében, mind az eml&sokben rovid élettartalmuak. A
D-ciklinek gyors lebontasa az ugynevezett PEST szekvencia jelenlététdl fugg, mely
négy aminosavban (prolin, glutaminsav, szerin és treonin) gazdag fehérjeszakasz
[230]. A dohany CYCD2;1-t6l eltekintve az 0Osszes vizsgalt CYCD PEST
szekvenciat tartalmazé fehérje, melyeket a PESTFIND program segitségével
azonositottak [264]. Ez azt sugallja, hogy a PEST szekvenciak a G1 ciklinek
altalanos jellemz8i, és a legtébb novényi D-ciklin, hasonléan az Allati
homoldgjaikhoz, révid életi fehérje.

LxCxE

o o [s]
> 2 s 32
\ / &» s B »
L] ] ] ]
Arath;cYcD3;1 | JJPEST] [ Cikin box [PEST| |
28 69 87 191 302 351 376
Erték +5.08 Erték +10.89
LxCxE
Medtr;CYCD4;1 [ JPEST] [ Cikin box
1 67 91 189 358

Ertek +7.47

2.3. abra. A D-tipusu ciklin fehérjék sematikus szerkezete.
A ciklin-box sargaval kiemelt. Az LxCxE régi6 az RB fehérje kété peptidszakasza. A PESTfind
program feltételeivel talalt PEST régidk zéld szinnel jeldltek, alattuk az értékek a program altal
meghatarozott valészinliségi szamok. A megadott régiok hatarait az aldhuzott aminosavsorszamok
jelolik.

2.2.3.1. A D-tipusu ciklin gének kifejezodésének szabalyozasa

A human sejtekben D-tipusu ciklinek a novekedés faktorok hatasara
fejez6dnek ki, fuggben az extracellularis ingerektél [254]. Ezért a D-tipusu
ciklineket tartjak a kornyezetbdl jové ingerek tovabbitojanak a sejtciklus

szabalyozas felé. A D-tipusu ciklinek expresszidja alacsony a nem osztodo BY-2
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sejtkulturakban [264], bar a ludflu sejtszuszpenzidoban a CYCD2;1 és CYCD3;1
transzkripciok allandéak maradtak a novekedési cikluson at a passzalastol a
stacionarius szakaszig. A cukorszint lecsokkentésekor, a stagnald allapot
elérésekor, a CYCDS3;1 expresszio jelentésen lecsokken. Ezek az eredmények azt
mutatjak, hogy CYCD2;1 és CYCD3;1 kifejez6dése nem korlatozodik az aktivan
osztdodo sejtekre, inkabb a meédium &sszetételétél, és ennél fogva, a kilsé
szignaloktdl fligg. Ezenfelll a cukor visszaadasra mind a CYCD2;1 és a CYCD3;1
expresszidja indukalddott [239]. Ez az indukalodas de novo fehérje szintézis nélkul
jatszodott le [84], azonban nagyon érzékeny egy protein foszfataz inhibitorra [239].
Tovabbi elemzés kimutatta, hogy a CYCD3;1 protein szintek kovették a
transzkriptumuk szerinti kinetikat, mig CYCD2;1 majdnem allandé maradt [122].
Ladfi  szinkronizalt sejtszuszpenzidoban a legtdbb vizsgalt D-tipusu ciklin
expresszidja megnovekedett a sejtek ciklusba vald belépésnél, de az ezt kdvetd
ciklus alatt a transzkriptumok mennyisége viszonylag allandé maradt [187].
Azonban két CYCD késébb is egyértelml ciklikus kifejez6dést mutat: CYCDS5;1
nagyobb mennyiségi a G1-ben, mig a CYCD4;1 a késd6i G1/S szakaszban [185].

A CYCD3;1 gén er6sen indukalédik a néveényi hormonokra, mig CYCD2;1 gén
nem. A CYCD3;1 gén citokinin hormonkezelés hatasara egy o&ran belll
indukaldédik, [238, 263], ugyanugy, mint brasszinoszteroidok hatasara [134].
CYCD3;1 expresszidja megemelkedett a pt/amp1 magas citokinin tartalmua [udfi
mutansban, mig a ciklint tultermel6 novények kalluszaiban a sejtek citokinin nélkul
is tovabb osztédtak [238]. A citokininre adott valasz, hasonléan a ciklinnek a
cukorra adott reakciéjahoz, foszfataz altal szabalyozott, nem igényel de novo
fehérje szintézist [238]. Ellentétben az epi-brasszinoszteroid altali indukcidval,
melyhez szukséges egy koztes fehérje szintézis, ugyanakkor nincs foszforilacios
szabalyozas alatt [134]. CYCD3;1 transzkriptjei a proliferald hajtas szovetekben,
mint példaul a merisztematikus fiatal levélben és a fejl6d6 vaszkuralis szovetekben
akkumulalédnak [53, 238]. A CYCD4;1 gén a fejl6dd mellékgyokerekben, az
embridgenezis soran és a vaszkularis szovetekben expresszalodik [47]. A D-tipusu
ciklinek expresszidja az osztdodd szovetekhez kotddik, és a differencialédott

szdévetekben nem is talalhaté meg. Erdekes médon, a ndvényekben néhany D-
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tipusu ciklin a G2-fazisbol az M-fazisba torténd atmenetnél transzkripcios csucsot
mutat [185, 264].

Az emberi D-tipusu ciklinek ubiquitin-flggd proteolizis altal bontodnak le,
melyhez szukséges a protein treonin-286 aminosavanak foszforilacioja. A treonin-
286 vagy ennek megfeleléje a hidrofi PEST doménen belll talalhaté, ami a
kulonb6zd organizmusokban a D-tipusu ciklinekben konzervalddott, beleértve a
novények esetét is. igy a D-tipusi fehérijék mennyiségi szabalyozasara
vonatkozéan hasonld mechanizmust lehet feltételezni a névényekben is [202].
Kimutattak, hogy a CYCD3;1 a proteoszoma degradacios uton bontodik le [222]. A
dohany CYCD3;3 foszforilacidoja a treonin-191 aminosavan a nuklearis
lokalizaciéjahoz szikséges, mikozben a kapcsolédd komplexeinek a legmagasabb
lesz a kinaz aktivitasa [202]. A ludfiG CYCD3;1 in vivo foszforilacioja a sejtek

szachardz éheztetésekor torténik meg [222].

2.2.3.2. A D-tipusu ciklinek és a CDK-k kolcsonhatasa

A CDK-k szubsztrat specifitasarol feltételezhetd, hogy azt a kilonb6zd
ciklinekhez vald kotédése hatarozza meg [219]. Az elsé CDK és novényi D-tipusu
ciklin kozotti kolcsonhatast élesztd keét-hibrides megkozelitéssel mutattak ki. A
ludfi CDKA-t csaliként hasznaltak a CDK feltételezett szubsztratjainak
azonositasahoz. Ezzel a kisérleti rendszerrel a CDKA-t és CDKB-t is kotd
CYCD1;1 ciklint azonositottak partnereként [219]. Hasonldéképpen kimutattak a
specifikus ellenanyagokkal immunoprecipitalt mintakban, hogy a ludfiiben a
CYCD2;1 és a CYCD3;1 is aktiv komplexeket alkotnak a CDKA-val. Ugyanakkor a
CYCD2;1 ciklin a stacionarius allapotban lév6 sejtkulturaban nem kotédik a CDKA-
hoz [122]. Az in vitro “pull-down” vizsgalatokkal igazoltak, hogy a dohany D3-tipusu
ciklinek komplexet alkotnak mind a CDKA mind CDKB kinazokkal [154]. A
CYCD3;3 asszocialodott kinazokat aktivnak talaltdk mind a G1/S és G2/M
fazishataroknal [202]. A CYCD4;1 ciklinrél kimutattak, hogy kapcsolédik és kézben
aktivalja is a G2/M specifikus CDKB2;1 kinazt [161].

A dohany BY-2-bdl az anti-ciklin D ellenanyaggal immunoprecipitalt komplexek
képesek foszforilalni NtRBR1-et, ami meger6siti a D-tipusu ciklinek fontossagat a

CDK-k  szabalyozasaban, illetve a retinoblasztoma-homoldég fehérjék
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foszforilaciéjaban demonstralva ezzel alapvetd funkcidjukat a novényi sejtciklus
szabalyozasaban is [203].

2.2.3.3. A D-tipusu ciklinek szerepe a sejtciklusban és fejlédésben

A D-tipusu ciklinekrél feltételezik, hogy a G1 szakaszon torténé athaladast
iranyitjak a kulsé ndvekedési szignalok alapjan, amint az allatokban is a mitogén
faktorokra indukalodik a sejtosztédas [211]. Hasonléan a magasabbrendi
eukaridtakhoz, a novényi G1/S atmenet szabalyozasi utjaban, az RBR
foszforilacidjaban és az ebbdl kdvetkezdé E2F aktivalasban, a D-tipusu ciklineknek
fontos szerepe van [52, 140, 184]. A hajtasokban és a gydkerekben CYCD2;1
stimuldlja a G1-fazison torténé athaladast, a CYCDZ2;1 tultermel6 transzgénikus
dohany novények gyorsabb ndvekedését eredményezve [34]. Néhany specifikus
D-tipusu ciklin mutans kissé késleltetett sejtciklus reaktivalédast mutatott a gyokeér
merisztémaban a mag csirazasa alatt, tdmogatva a D-tipusu ciklinek feltételezett
fontos szerepét a sejtek sejtciklusba lépésének szabalyozasaban [181].
Ellentétben az allatokkal, szamos kisérleti eredmény ramutat a D-tipusu ciklinek
egy tovabbi funkcidjara a G2-bél az M-fazisba torténé atmenetkor [161]. A
CYCDS3;1 tultermelése a levélsz6rok sejtjeiben nemcsak az S-szakaszba torténd
belépést serkenti, hanem a mitozist is el6idézi [248]. Az utdébbi idében azt is
igazoltak, hogy a CYCD3;1 dominans a G1/S atmenetben, igy a szachar6ztdl
megvont sejtekben a CYCD3;1 szintek csOkkenése végul G1-fazisos megallashoz
vezet. A ludfli sejtszuszpenzidban a CYCD3;71 tultermelése esetén a sejtek
tuljutnak ezen a fajta G1-fazisban torténé gatlason [189]. A dohany BY-2
szuszpenzidkban a tultermelt dohany CYCD3;3 lletve az oroszlanszgj
(Anthirrhinum majus) CYCD1;1 ciklin ugyanakkor stimulalta mind az S-fazis
megjelenését, mind a sejtek mitdzisba torténd belépését [162, 202].

Az AINTEGUMENTA az AP domén csalad transzkripcios faktorat kédolja és
olyan génként azonositottdk, mely szabalyozza a sejtosztdodast a
magkezdeményekben és viragokban [71]. Az AINTEGUMENTA tultermeltetése az
ludfiben noveli a levelek méretét a sejt proliferacié hosszanak kinyujtasaval, és igy
noveli a levelek sejtszamat, mikdzben megndvekedett CYCD3;1 expressziot okoz

[198]. A CYCD3; 1 tultermelése is drasztikusan novelte a levél sejtszamot, de nem
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volt hatassal az AINTEGUMENTA kifejez6désre [53], ez azt sejteti, hogy az
AINTEGUMENTA szabalyozhatja a szervfejl6dés soran a sejtszam kialakulasat, a
CYCD3 ciklin regulaciéjan keresztil. igy a CYCD ciklinek kulcsfontossagu

kapcsolatot biztosithatnak a fejl6dési szabalyozas és a sejtosztddas kozott.

2.2.4. RB/E2F/DP szabalyozasi ut

Az allati sejtekben a retinoblasztoma protein CDK kinazok tobb helyen torténd
szekvencialis foszforilacidja az pRB inaktivaciojat, kovetkezésképpen az E2F-DF
transzkripcios faktorok aktivalasat eredményezi. Ez a folyamat a G1-bdl S-fazisba
torténd atjutashoz szikséges transzkripcios tevékenységek sorozatat inditja el.

Az Adllatok és novények tobb mint egymilliard éve megtortént evolucids
szétvalasa ellenére, kétségtelen, hogy az RB/E2F/DP szabalyozasi ut, hasonléan
fontos szerepet jatszik a G1/S sejtciklus atmenetben [107, 140]. Az E2F
transzkripcios faktor a nevét az adenovirus E2 promoéteréhez valo kotédésérdl
kapta, a DNS-t a dimerizaciés partnerével (DP) heterodimerként koéti meg [7, 57].
Az allatokban a retinoblasztoma csalad tagjai kulonbséget mutatnak az E2F
transzkripcios faktorokkal torténé kolcsonhatasaikban. A pRB koti az E2F
transzkripcios aktivatorokat (E2F1,2,3a), és represszor-tipusu E2F3b-t. Ezzel
ellentétben, a retinoblasztéma csalad emlés tagjai a p107 és a p130 elsésorban a
represszor-tipusu E2F-eket kotik meg. Ebbdl kovetkez6en a “pocket” fehérjék
nemcsak akadalyozzak az E2F okozta transzaktivalast, de szerepet jatszanak a
transzkripcio represszidjaban is, igy egyuttesen finoman szabalyozzak a sejtciklus
G1/S fazis atmenetét [33, 61].

A ludfi harom E2F fehérjét (E2Fa, E2Fb és E2Fc), és két DP-t (DPa és DPb)
tartalmaz [52, 140]. Bar az allatokban a retinoblasztoma csalad tobb tagja talalhato
meg, ezzel ellentétben a ludfii genom csak egy retinoblasztoma homolég gént
kodol [160].

Az RBR protein kdlcsonhatasba Iép az E2F/DP dimerrel, hogy elnyomja az
E2F-szabalyozott gének transzkripciojat, de az E2Fc-vel is, mely a ndvényekben
az E2F-reszponziv gének negativ szabalyozdjaként mikodik [43, 164, 178]. Az
RBR megkotd AtE2F-ekkel ellentétben, a DEL-szer( fehérjék, melyekbdl hianyzik

egy RB-koté motivum, a DP partnerekkel valé kolcsonhatas nélkul képesek
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specifikusan megkotni a DNS-t. Ezek a génexpresszidt nem tudjak aktivalni, de
képesek meggatolni az E2F-flggd gén expressziot a ludfli sejtekben [180]. Az
allati és a novényi E2F-ek atfogd domén szervezédése hasonlé az igen konzervalt
DNS megkoté doménben, és kevésbé a leucin-cipzar “leucine-zipper” doménben,
és a C-terminalis transzaktivalo doménben, mely tartalmazza a konzervalt RB-k6td
helyet.

Az allatok és novények E2F/DP transzkripcios faktorai altal felismert DNS
szekvencia (TTTCCCGC) megegyezik [3, 163]. Az eml&sokben nagyszamu E2F
célgént jellemeztek, mint a DNS replikacio, mitdzis, apoptdzis, és differencialdédas
alatt muikodoket [57]. Novényben eddig csupan néhany Kkisérleti uton is
megerf6sitett E2F altal szabalyozott gént talaltak, ilyenek: a DNS polimeraz «,
CDC6, PCNA, RBR, MCM3 [43, 45, 178].

Az E2Fa a DPa-val egyuttesen el6segitik a proliferaciot a ludfi névényben [45,
242]. Azonban E2Fa-DPa heterodimer koncentracié-fuggé modon el tudta nyomni
az M-fazis—specifikus ciklin gének kifejez6dését, és képes volt megndvelni az
endoreduplikacié gyakorisagat [21, 165]. Medgfigyelték, hogy E2Fa és a DPa
egyideji tultermelése soran a levélben I|ényeges sejtméret kulonbségek
keletkeztek, a nagyon Kkicsitél a jelentésen nagy méretekig [45, 165]. Az E2Fc
tultermeltetése az S-fazisos gének csokkent expresszidjat eredményezi és
késlelteti a sejtosztodast, mely megnagyobbodott sejtekhez vezet [49]. Az utébbi
idében kimutattak, hogy az E2Fe funkcidjanak elvesztése megndvekedett poliploid
szintekhez, mig az E2Fe tultermeltetése csokkent endoreduplikalodashoz vezet
[289]. Az E2Ff tultermelése a differencialddott sejtek méretének csokkenést

eredményezi [228]

2.2.4.1. A novényi retinoblasztoma-homolog gének

A retinoblasztdma gén volt az els6 azonositott tumor szupresszor, melyet a
szem retinajabol szarmazdé tumorbdl pozicionalis kldnozassal izolaltak [168]. Azota
a retinoblasztéma fehérje (pRB) funkcidjanak széles spektrumat mutattak ki a
magasabbrendl eukariéta szervezetekben. Tovabbi retinoblasztoma-homoldg
genek izolalasara is sor kerllt, melyek a “pocket domént” tartalmazé csaladként

ismertek. Az eml8sdkben harom tagjuk talalhaté meg az emlitett pRB, a p107 [74]
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és a p130 [183], melyek részlegesen atfedd funkcidkkal rendelkeznek [213]. A
retinoblasztoma géncsalad, a sejtnOvekedés és differencialodas szamos
folyamataban részt vesz, beleértve a sejtciklus, a gén kifejezé6dés és az apoptodzis
szabalyozasat [61, 94, 156].

Az els6 novényi eredetld retinoblasztbma homoldég gént a kukoricabdl
klénoztak [1, 99, 299]; kés6bb izolaltak szamos mas ndévényi fajbol, mint Nicotiana
tabacum [203], Arabidopsis thaliana [160], Medicago sativa [169], Pisum sativum,
Euphorbia esula és Populus tremula x Populus tremuloides kétszik( fajokat. Az
egyszikl kukoricaban még izolaltak egy uj RBR gént [246], szintén két homoldgot
talaltak mas egyszik( fafélékben is, mint példaul a rizsben (OsRBR1 és OsRBR?2)
és buzdban (TaRBR1 és TaRBR2) [169]. Eddig a kétszikliekben kivétel nélkil csak
egyetlen példanyat mutattak ki az Rb-homolog szekvencianak, és a rendelkezésre
allo szekvencia informaciéra és az in silico kutatasra alapozva megallapithato,
hogy egyetlen retinoblasztoma-homoldg feltételezheté az dsszes kétszik( fajban
[169, 247]. Az ismert novényi retinoblasztdma-homolégok filogenetikus faja
vilagosan mutatja, hogy a novényi RBR fehérijek harom megkulonboztethetd
alcsaladba sorolhatok be. Az ,A” alcsalad tartalmazza az 6sszes kétsziklbél
szarmazo, mig a ,B” és ,C” alcsaladok az Osszes egysziki RBR fehérjét [169].
Ezek a megfigyelések érdekes kulonbségeket engednek feltételezni az RB-
homologok kozvetitette folyamatokban a kétszikli és egyszikii fajok kézott, mivel
egy valdszinilsithetd gén duplikacios esemény lehetbve tette az egysziki RBR
fehérjék funkcionalisan elhatarolhat6 elvalasztodasat [169, 247].

A novényi RBR fehérjék az allati RB csaladdal analog domén szerkezetet,
valamint meggy6z6 szekvencia homologiat mutatnak az A és B zseb (pocket)
régioval [1, 99, 299]. A 2.4. dbra négy novény retinoblasztoma-homoloég és a
human pRB fehérje f6 szerkezeti jellemzdit foglalja Ossze. Ez alapjan is
nyilvanvald, hogy a domén szervez6dés a ndvényi retinoblasztoma fehérjékben

hasonléan fontos, mint a metazoakban (2.4. abra).
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2.4. abra. A pRB fehérje és néhany névényi RBR fehérje konzervalt szerkezetét bemutato
sematikus abra.
A human RB fehérje rajza alatt a szamok a domének aminosav hatarait jeldlik: N-terminalis (N), A-
pocket (A), B-pocket (B), C-domén (C). A feltételezett CDK foszforilacios helyeket a fekete
pontokkal jeloltik. Az abrahoz hasznfalt fehérjék azonositdé szamai: HURB (M15400), AtRBR1
(AF245395); MsRBR1 (AY941773); OsRBR1 (AY941774); OsRBR2 (AY941775)

2.2.4.2. A novényi RBR gének expresszidja

A keétsziki dohany esetében az NtRBR1 mRNS minden vizsgalt szervben
detektalhatd mennyiségben van jelen [203], hasonléan a lucernahoz, ahol az
MsRBR1 gén kiegyenlitett transzkript mennyiségeket mutatott a kifejlett levelek
minden részében, a gyOkér sejtekben, és szuszpenzidés kulturdban [169]. A
Genevestigator adatbazisban elérhetd expresszios adatok alapjan, az A{RBR1 gén
MRNS mennyisége is kozel egyforma a kulénbdz6 ladfii szervekben [169]. A
rizslevelekben az OsRBR1 génkifejez6dése kapcsolhatdé a sejtosztodasi
aktivitashoz, ez a gén magasabb kifejez6dést mutat a fiatal levelekben és
csOkkené mRNS mennyiséget, az alap régioktdl a csucs felé a kifejlett levelekben.
Az OsRBRZ2 transzkripcios szintje a teljesen kifejlett levelekben néhany szazszor
magasabb volt, mint az OsRBR71 mRNS mennyisége [169]. A ZmRBR1 fehérje
mennyisége a sejtek sejtosztddasbdl torténd kilépésénél és a levél differncialédasa
soran novekszik meg [136], mig az RBR3 protein kifejez6dése a kukorica
endospermium fejlédés alatt a mitotikus stadiumra korlatozodik [246].

A kétsziklekben tehat az egyetlen RBR gén transzkriptje kodzel egyforma
mennyiségeket mutat a vizsgalt szovetekben, mig a gabona egyszik( fajokban
specializalodas figyelheté meg a két RB alcsalad kozott, ami az egysziki RBR

alcsalad tagjainak elkulonithetd funkcidjat sugallja [169, 246]. Ez a megfigyelés
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emlékeztet az eml6soknél talalt helyzetre, ahol az RB-csalad harom génjének
valtozik az expresszids mintazata a kulonb6z6 szdvetekben a sejtciklus kilonb6zd

szakaszaiban.

2.2.4.3. Az RB fehérjék konzervalt szerkezete

Az RBR fehérjék szabalyozé mechanizmusainak megértéséhez érdemes
kitérni, ezen fehérjék néhany strukturalis jellemzéje. Mivel az RB fehérjecsalad
strukturalis és funkcionalis jellemzdirél valo jelenlegi ismereteink nagy része a pRB
fehérjével kapcsolatosan tisztazédott, ezt a 928 aminosav hosszusagu human RB
fehérjét hasznaljuk a funkcionalis régidinak bemutatasahoz (2.4. abra). Az pRB (1-
378 aminosavak) aminotermindlis régidja elengedhetetlen az embrionalis és
szlletés utani fejlédéshez, a tumor szupresszidhoz és az egész pRB funkcionalis
integritasahoz [237].

Az N-termindlis domén kolcsonhatasba lép egy 84-kD nuklearis matrix
fehérjével [68], egy sejtciklus szabalyozott kinazzal [268] és egy hésokk proteinnel
[206]. A p84NS5 protein szabalyozhatja az pRB szubcellularis elhelyezkedését [68]
€s az apoptozis gatlasat [60].

A kis “pocket” régid, mely tartalmazza az A és B doméneket (379-572 és 646-
772 aminosavak, illetve a koztes elvalasztd szakasz) eredetileg két viralis
onkoproteinnel torténd kapcsolathoz elengedhetetlen részeként lett jellemezve,
ezek az SV40 nagy-T antigénje és az adenovirus E1A fehérjéje [135]. Ez a régi6 a
konzervalt LxCxE aminosav motivumot tartalmazo6 fehérjék kotéséhez szukséges,
ilyenek a fent emlitett viralis fehérjék, a human papillomavirus E7 fehérjéje [69], a
D-tipusu ciklinek [73], és az LxCxE motif kicsit modifikalt verziojat tartalmazé PP1
foszfataz [66]. Ezen régié fontossagat kihangsulyozza az a tény, hogy a legtébb,
az pRB fehérje diszfunkcidjaval kapcsolatos tumorban kimutathaté az A vagy B
domének legalabb egyikének mutacidja.

A kis ,pocket” a C-terminalis doménnel egyutt alkotja a pRB nagy “pocket”
régiojat (373-928 aminosavak). A pRB nagy “pocket” régiojara a legjellemzébb,
hogy az E2F traszkripcios faktorokat képes megkoétni, de ez szikséges az eddig

azonositott legtobb RB asszocialt fehérjével valdé kolcsonhatashoz [199].
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Tanulmanyok ramutattak, hogy az E2F illetve az LxCxE motivumot tartalmazo
fehérjék kulonb6z6 helyeken kétédnek a pRB fehérjéhez [296].

A C-terminalis domén egyedul is kdlcsonhatasba léphet fehérjékkel, példaul a
c-Abl tirozin kinazzal [296], vagy a p53 onkoproteinnel [133].

Osszegezve, a pRB fehérje elhatarolhatd régiéi kilonbdzé fehérje-fehérje
kdlcsbnhatasokban vesznek részt, eltéré funkcionalis kdvetkezményekkel, melyek
nagyban fluggnek az pRB legfontosabb poszttranszlacios modifikacidjatol, a

foszforilaciéjatol.

2.2.4.4. A névényi RBR fehérjék névekvé szamu ismert kdlcsénhatoi

Eddig legalabb 110 fehérjérél mutattdk be, hogy kdlcsdnhatnak az emlds
retinoblasztoma fehérjével (Osszefoglalasként: [199]). A cikk szerint a
kolcsOnhatasba 1épd partnerek jellemzéit alapul véve ezek harom f6 csoportba
sorolhaték. A legnagyobb csoportban hetven transzkripcionalis szabalyozordl
szamolnak be, melyek harom alapvet6 funkcionalis kategoriaba oszthatdk: a)
faktorok, melyek visszatartjak a transzkripciét, b) faktorok, melyek meginditjak a
transzkripciot, és c) faktorok, melyek nem ismert vagy nem egyértelmi mddon
befolyasoljak a transzkripciot. A masodik nagy csoport, tébb mint egy tucat enzimet
tartalmaz (kinazok, foszfatazok és kinaz-regulatorok); ezek legtdbbje
poszttranszlaciosan médositia a pRB-t. A harmadik csoportba, tébb mint husz
valtozatos funkcidval rendelkez6 kdlcsdnhato tartozik. Ezen fehérjék jelentds része
kdzvetlenul vagy kozvetetten szabalyozza a DNS replikacidt, a sejtciklust és
kulonféle magi folyamatokat. A szekvencia homoldgiara alapozva elvarhato, hogy
a novényi RBR fehérjeknek az allati megfeleldjukhdoz hasonlé biokémiai
tulajdonsagaik vannak.

A ZmRBR1 és ZmRBR3, az emberi pRB-hez hasonléan, olyan sejtmagi
fehérjék, melyek koétédnek mind a virdlis és cellularis fehérjékhez [1, 136]. igy a
ZmRBR1 fehérje képes kolcsdnhatasba Iépni az emlds virdlis onkoproteinekkel,
[99, 136]. RBR fehérjék szintén kdlcsdnhatasba lIépnek a névényi viralis replikacios
fehérjékkel, mint pl. a buza térpeségi virus RepA [99, 130, 299] és a paradicsom

arany mozaik virus replikaciés faktor AL1 fehérjéje [1, 5, 160]. Az ok, amiért sok
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viralis fehérje képes kapcsolddni az RBR fehérjével, hogy tartalmazzak az LxCxE
konzervativ RB-kot6 motivumot. Ennek jelenléte ugyanis szukséges az Ad E1A,
HPV E7 és a RepA fehérjék szamara, hogy képesek legyenek koétdédni az in vitro
transzlalt ZmRBR3 fehérjéhez a “pull-down” kisérlet soran [246]. Az egyetlen
kivétel az AL1 protein, melynek egyedi kété doménje van az LxCxE motif helyett
[5, 160]. Erdekes médon a doménben az azonositott két mutacié a fertézés szdvet
specifitasat is modositja a névényben [160].

A legtdbb virushoz hasonldéan a novényi D-tipusu ciklinek a ZmRBR1-hez
szintén kotédnek [1, 136] a konzervalt LxCxE motivumot hasznalva a
kolcsbnhatashoz [136]. Az NtRBR1 és Nicta;CycD3;1 kozotti kdlcsonhatas
kialakulasat éleszt6 kett6s-hibridet és in vitro kotési vizsgalatot hasznalva is
igazoltak [203]. A-tipusu ciklin, a Medsa;CycA2 is képes kolcsdnhatasba Iépni a
retinoblasztomaval, ha annak a ciklin-box régidja intakt maradt [243].

Kimutattak, hogy ZmRBR1 koétédik mind az emlds [1, 136], mind a vizsgalt
buza [229] és ludfii E2F fehérjékhez. NtRBR1 képes kolcsdnhatasba lépni dohany
E2F-el az éleszt6 kettds-hibrid vizsgalatokban [252], ami megerdsitésre kerdlt in
vitro kotési vizsgalatok soran is [277]. llyenfajta kdlcsOnhatast mutattak ki ludfiiben
az E2FB és RBR1 proteinek kdzott [178]. Erdekes mddon az élesztd kettds-hibrid
vizsgalat kimutatta, hogy a Medicago PP2A B” szabalyoz6 alegység az MsRBR1
erés asszociaciés partnere, képes kdlcsonhatasba lépni az OsRBR1-gyel, de nem
volt kimutathaté asszociaciéo az OsRBR2-vel [169].

A jelenleg publikalt névényi RBR koélcsdnhatok sora a kromatin-asszocialt
proteinnel zarhatd. llyen példaul a kukorica hiszton deacetilaz (RPD3), mely
ZmRBR1 fehérjével mikodik egyutt a gének transzkripciojanak represszidjaban
[241] vagy a WD-40 domént tartalmazé LeMSI1 fehérje, mely kotédik a pRB
proteinhez és a kukorica RBR1 fehérjéhez is [2]. A CURLY LEAF (CLF) a
.polycomb” csoportba tartozé fehérje [297] és a mostanaban jellemzett FVE
(AtMSI4) szintén kapcsolodik a ZmRBR1 fehérjével [8]. Ezenfellul egy masik
“polycomb” fehérje, a 1udfi FERTILISATION INDEPENDENT ENDOSPERM (FIE)
kdlcsbnhatasba Iép az emberi pRB-vel, és ennek ndvényi homoldgjaival a ludfi és
kukorica RBR1 proteinjével, de a kdlcsonhatas meglepéen nem a FIE fehérjében

meglévé LxCxE konzervalt motivumon keresztil torténik [200].
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Amint a folyamatosan novekvé szamu RBR kdlcsOnhato proteinek példaibol
kiderll, a novényi retinoblasztoma homolég egy multiprotein komplex része,
melynek feltehetbleg fontos kozvetité szerepe van a kromatin szerkezet
szabalyozasban [105, 200, 253, 297].

2.2.4.5. A RBR fehérje foszforilaciés szabalyozasa

Az eml6s pRB tobb aminosava foszforilalédik sejtciklus figgé médon. A pRB
foszforilaciéjaért kiemelten a CDK kinazok a felelések. A G1-fazisban
nagyobbrészt a hipofoszforilalt aktiv pRB forma talalhaté. A retinoblasztdéma
fehérje hiperfoszforilalt formai akkor jelennek meg, amikor a sejtek a sejtciklus S-
fazisaba lépnek, mignem a G2- M-szakaszokban tulsulyba is kertlnek [294]. A
pRB foszfopeptid elemzésének eredménye tobb mint egy tucat foszforilaciés helyet
mutat a szerin vagy a treonin aminosavakon [197]. A retinoblasztéma
defoszforilaciojaban a protein foszfataz | bizonyitottan kézremuikdodik az anafazistdl
a G1-fazisig tartd periodusban, ennek kdszdonhetben megakadalyozza a sejt a
kovetkez6 ciklusba tortend belépését [173].

Az emlés RB protein funkcio foszforilacios allapotatol vald fuggbsége ol
jellemezett, igy feltételezhetéen a névényi RBR fehérje aktivitasanak foszforilacio
altali szabalyozasa is meghatarozé. Erre vonatkozolag, az elsé kisérleti igazolas
ZmRBR1 foszforilacios allapotanak megvaltozasa volt, az endospermium fejlédése
alatt. A E2F-asszocialt ciklin-figgé kinaz komplex a RBR1 proteint kimutathatéan
foszforilalta in vitro [99]. Ugyanugy mint a pRB, a ZmRBR1 is j6 in vitro
szubsztratja volt a harom human G1/S fazisos ciklin/CDK komplexeknek [136]. Az
NtRBR1 proteinjét a szinkronizalt BY-2 dohany sejtek G1- és S-fazisabdl
immunoprecipitalt CYCD3;3-CDKA komplexe foszforilalja in vitro [202, 203]. Ezek
az eredmeények egybehangzanak egy korabbi beszamoloval, mely bemutatta, hogy
sejtciklus szabalyozott kinaz aktivitasok in vivo kétédnek ZmRBR1 fehérjéhez, és
ez a komplex hatékonyan foszforilalta a ndévényi RBR protein C-terminalis
domeénijét in vitro [17]. Ezenfelil nemrégiben kimutattak, hogy a kukorica RBR3
protein is jo szubsztratja a CYCA1;3 asszocialt kinaz komplexnek in vitro [246].

Mig a pRB foszforilaciés 4&llapota a kinazok és foszfatazok ellentétes

funkcigjatol flugg, néhany aminosavon a hiperfoszforilacid a “pocket” proteinek
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lebontasat okozhatja [176], és ennek kdvetkezményeként irreverzibilisen csokkenti
a fehérje szintet. A human sejtekben HPV 16E7 protein az ubiquitin-proteoszémas
uton keresztul idézi el6 a pRB degradalasat [23], ugyanakkor a csalad tobbi tagja a
p107 és a p130 fehérje szintén lebontddhat proteoszomas mechanizmusokon
keresztul [96, 144].

2.2.4.6. A novényi RBR fehérjék alapvet6 szerepet jatszanak a G1/S atmenet
szabalyozasaban

A “pocket” csalad fehérjéi a leginkabb a G1/S atmenetet korlatozé szerepukrél
ismertek, melyet az E2F transzkripcids faktorok szabalyozasan keresztll fejtenek
ki [33]. A ndvényi és allati retinoblasztdma proteinek kozotti kimutatott szekvencia
és biokémiai hasonlésag, valamint a homoldg koélcsdnhatdk nagy szama erésen
sugallia, hogy a ndvényi retinoblasztoma-homolég fehérjék funkcionalis
hasonlésagot is mutatnak az allati megfelel6ikkel [67, 247]. Ezt a feltevést tobb
kisérleti eredmény is alatamasztja. A buza sejtekben példaul csokkentett
geminivirus DNS replikaciét okoz a tranziensen kifejez6dé6 ZmRBR1 vagy a human
p130 fehérje [299]. Ezek az adatok azt sugalljak, hogy a ZmRBR1 gatolja a G1/S
atmenetet a novényi sejtekben, és ez megegyezik azzal a ténnyel, hogy a
geminivirusok replikaciojahoz szikséges az S-fazisos kornyezet [299], hasonléan
az allati tumor DNS virusokhoz [281]. Masodsorban, a tranziens kisérletekben a
ZmRBR1 transzkripcionalis represszorként viselkedett (hasonléan az emberi pRB-
hez) és képes volt mind a human HBP1 (egy LxCxE-tartalmu aktivator) és az E2F
altali transzkripcios faktor aktivitasanak elnyomasara a human sejtekben [136]. A
legutdbbi kutatdasok megallapitottak, hogy az NtE2F/NtDP transzaktivalé hatasat
represszalja az NtRBR1 egyulttes transzfekcioja, ugyanakkor ez a represszios
hatas kivédhet6 D-tipusu ciklin expresszalasaval a dohany protoplasztokban [277].
Ezek az eredmények alatamasztjak a feltevéseket, mely szerint a sejtciklus
szabalyozasa az RBR fehérjék altal az E2F transzkripcios faktorok represszidjan
keresztul torténik, hasonldéan az allatokban azonositott szabalyozasi folyamathoz
[33, 61]. Ez egybeesik a kukorica kalluszban és a BY2 dohany sejtkulturaban
megfigyelt RepA protein kivaltotta RBR inaktivalas hatasara bekoOvetkezett

sejtosztédasok gyakorisaganak emelkedésével. A feltételezés alatamasztasaként
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a ZmRBR1 protein tultermelése esetén a hatas a vartnak megfeleléen forditott lett
[97]. Az Agrobacterium rhizogenes ORF13 LxCxE RB-koté motivumot tartalmazé
proteinjét tultermelé paradicsomban pedig a vegetativ hajtas apikalis
merisztémajaban novekedett a sejtosztédasok szama [270].

A fent emlitett eredmények alatamasztjak azt a széles korben elfogadott
nézetet, hogy a G1/S atmenet aktivalasa a névényekben az RBR szabalyozasi
uttol fugg [42, 44, 106, 108].

2.2.4.7. RBR funkciéja a novények organogenezisében

Az RBR mutans ndvények sorozatanak részletes elemzése bepillantast ad az
RBR proteinek funkcidiba. Az els kutatasi eredmény a homozigéta ZmRBR1 gén
kukorica mutansairél szol, melyek nem vart modon, nem mutattak semmilyen
nyilvanval6 fenotipusos modosulast, valészinlleg a meglévé masik RBR gén(ek)
altal biztositott redundancianak készonhet6 kompenzacio kdvetkezményeként [67].
Az els6 megalapozott valaszt erre a kérdésre mostanaban kozolték, mivel a RepA
protein medialta RBR1 aktivitds gatlasara kialakult RBR3 expresszidjanak
megnovekedését talaltak a kukorica sejtszuszpenzidban [246].

A ludfl RBR inszerciés mutansaban néi gametofiton elhalast talaltak, a haploid
magban nem allt le a mitdzis, igy az AtRBR1 fehérjének egyértelmi feladata van a
sejtciklus szabalyozasaban a gametogenezis alatt [70]. Az AtRBR1 mutansok
centralis magbdl induld autondm endospermium fejlédése emlékeztetet a
“fertilization-indepedent seed” (fis) megtermékenyités nélkuli endospermiumot
képz6 mutansokra [104], ezért az AtRBR1 nyilvanvalé funkciéval rendelkezik a
gametogenezis alatt a sejtciklus ellenérzésében és az autondm endospermium
fejlédés represszidjaban is [70].

A korabban megemlitett kdlcsonhaté RBR proteinek partnerei kozul kettd, a
FIE és a MSI1 (WD protein) a “polycomb” csoport tagjai (PcG), amelyek a kromatin
atrendez6dését szabalyozé faktorokat kodolnak, és a mutansaik az autondm
endosperm fejlédéshez hasonld hatasokat mutatnak megtermékenyités hianyaban
[29, 105, 159, 175, 212, 267]. Az RBR1/FIE/MSI1T/MEA komplex szerepe
kétségtelen az E2F-szabalyzott gének represszidjaban, a ndéi gametofiton

sejtosztddasainak szabalyozasaban, amig a megtermékenyités kdvetkeztében ujra
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nem kezdddik a sejtosztédas a ludfi embridzsakban [105, 200]. Az allati MSI1
homologok, az RbAp46 és az RbAp48 kdlcsdnhatnak a pRB fehérjével [226]. Ezek
a PcG tagok azokhoz a hiszton deacetilaz komplex alkotokhoz tartoznak, melyek
fontos szerepet jatszanak a kromatin szerkezet és funkci6 megvaltoztatasaban
[205]. Az FVE fehérjérél kimutattak, hogy koélcsdnhatasba lép az AtRBR1
fehérjével, ugyanakkor az fve mutans novények, genetikai bizonyitékot adtak a
virdgzast szabalyozé6 FLOWERING LOCUS C (FLC) traszkripcidjanak hiszton
deacetilacion keresztiuli represszalasara [8]. Ezen felul egy masik kromatin
modositd, az RPD3-tipusu hiszton deacetildaz is részt vesz az RB-medialt
traszkripcionalis szabalyozasban, mivel ennek antiszensz kifejez6dése a ludfiben
kulonb6zb pleiotrépias hatasokat mutatott: ilyenek voltak a szerv fejlédésbeli
valtozasok, beleértve a virag rendellenességeket, aszimetrikus leveleket és késoéi
viragzast [241, 275, 298].

A ndvényekben a modositott RBR protein szintekkel vagy megvaltozott E2F-
koté aktivitassal elért fenotipikus valtozasok jelzik, hogy a névényi retinoblasztoma-
homolég fehérjéknek fontos szerepe van nemcsak a sejtciklus szabalyozasban,
hanem a ndvényi organogenezis soran is. Ez a folyamat az allatokhoz hasonléan
valoszinlleg magaban foglalja a kromatin szervez6dés szabalyozassal
kapcsolatos utat [113, 177].

A virus indukalta gén gatlas (VIGS) technika eredményeit hasznaloé tanulmany,
melyekben az NbRBR1 szerepét vizsgaltak dohanyban, megerésiti a tényt, hogy a
retinoblasztoma-homolognak kulcsszerepe van a sejtosztdédas, differencialodas és
endoreduplikacié szabalyozasaban [214]. Az RBR szupresszié ndvekedett sejt
proliferacidt, és extra DNS replikaciot okoz az endoreduplikalédé levél sejtekben,
ami rendellenes szervfejédést eredményez, azaz részlegesen retardalt
trichomakat, rendellenes levél formalddast, és ndvekedési elégtelenségeket [214].

Mas kisérletekbdl szarmazé ndovényekben levé E2F homoldgokkal kapcsolatos
megfigyelések, szintén tamogatjak az altalanosan elfogadott nézetet, hogy az RBR
proteinek kulcsszerepet jatszanak a G1/S atmenet szabalyozasaban [44, 106, 108,
253].
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2.2.5. Hormonok hatasa a novényi sejtciklusra

A novények posztembrionalis fejlédése megkoveteli a szervndvekedeés, a
sejtosztodas és differencialdodas allandé koordinaciojat. Ezt a kiterjedt proliferacios
potencialt Osszetett hal6zat szabalyozza, melyben szamos fitohormon szerepe
igazolt. Az auxin és a citokinin fontos funkcioirdl rendelkezink a legtobb adattal,
ezeket igazolja szamos sejtciklus gén transzkripcionalis kifejez6désének
ellen6rzésében bemutatott szereplik is. Azonban mas hormonok, mint az
abszcizinsav (ABS), etilén, jazmonsav és brasszinoszteroidok (BR), melyek hatasa
sokkal kevésbé jellemzett; szintén hatassal vannak a sejtciklus szabalyozasara.

Az auxin elsGsorban a sejtosztdédasra és megnyulasra van hatassal, fontos
szerepet jatszik sok fejlédési folyamatban, mint a vaszkularis szévet fejlédésében,
az apikalis dominancia kialakitdsaban, az oldalgyokér- és termésndvekedés
szabalyozasaban. Bar az indolecetsavnak a ndvényi fejlédésben valo fizioldgias
jelentésége néhany évtizede ismert, az auxinokat észlel6 és a jeltovabbito
molekularis mechanizmus komponenseit csak az utébbi idében kezdték kideriteni
(attekintésként lasd: [225]).

Szamos, az auxin jelatviteli vagy valasz mechanizmusaban sérilt, mutanst
azonositottak mar, ezek kozul tébben kapcsolatban allnak az SCF és az APC
komplexekkel [101, 102, 129].

Cikkek szamolnak be az auxin jelatviteli folyamataban kdzponti szerepet jatszé
specifikus protein degradaciordl, az ubiquitin-figgd proteoszémas utrol [55, 225]. A
TIR1 auxin receptor egy F-box protein, az SCF komplex egyik alkotorésze [54], az
AUXI/IAA fehérje degradaciojat a 26S proteoszoéman keresztll szabalyozza [102].
Az AUXI/IAA transzkripciés inhibitor proteinek lebomlasa lehetévé teszi az ARF
transzkripciés faktorok kotédését a specifikus promoéter elemekhez [14]. igy a
sejtciklusban kozponti szerepl célgének, mint a CDK kinazok és ciklinek valamint
az E2F-ek expresszioja is megtorténik [235], [49, 125].

Bar jelenleg keveset tudunk a CDK-k auxin altali kdzvetlen szabalyozasardl,
vildgosan lathaté az auxin hatdasa a CDK komplex szabalyozé fehérjéire. A
CYCAZ2;2, mely részt vesz a mitotikus ciklusban, lucernaban auxin altal indukalt

[244]. A gyOkérmerisztéma eredetl dohany BY-2 sejtek szuszpenzios kulturajaban
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a sejtosztdodas gyakorisaga fugg az auxin ellatastol, mely biztositani tudja az
allandé endogén auxin szintet a sejtciklus soran [231]. A 2,4-D, mint szintetikus
auxin, kimeritett sejtekben el6idézi a D-tipusu ciklinek kifejez6dését, ezzel el6seqiti
a sejtek sejtosztdédasba torténd belépését [117]. Az auxin tehat azaltal is elbsegiti a
sejtciklus folyamatat, hogy serkenti az inhibitor proteinek degradalasat és indukalja
a G1/S és G2/M atmeneteknél sziikséges gének kifejezédését [16].

A citokinineket a sejtosztddasra gyakorolt serkenté hatasukon keresztil
fedezték fel, fontos fiziolégias szereplk van a ndvényi novekedésben,
differencialédasban és fejlédésben [132, 193]. A citokininek sok folyamatra hatnak,
indukaljak a sejtosztdédast, a hajtas kialakulast [193, 260], ndvelik a sink erésségét
[236], aktivaljak az oldalrugyek képzddeéseét [166] és késleltetik a levél dregedést
[89]. A ludfiben tobb kétkomponensii membran kotott hisztidin kinazt, mint
citokinin receptort azonositottak, melyeknek a ligand specifitasa kilénbozik [152].
A citokinin kétés utan a ludfiben foszforilacids kaszkad indul el: a hisztidin-tartalmu
foszfotranszfer proteinek (AHP) szamos foszforildlodott formaja a sejtmagba
transzlokalodik és ott aktivalja a B tipusu ARR valaszregulator transzkripcios
faktorokat [137, 152]. A sejt eredettdl és a viselkedéstdl fuggben a citokininek
akadalyozhatjak is a sejtosztodast, amint azt a dohany BY-2 gyokérbdl szarmazo
szuszpenzids kulturaban nevelt sejtek esetében megfigyelték [117].

A szinkronizalt dohany BY-2 sejtek endogén citokinin koncentraciéjanak
elemzése a sejtciklus soran jelentés fluktuaciot mutatott [58, 231]. A citokinin
mérések részletes vizsgalata tulnyomdan a t-zeatin ideiglenes akkumulalédasat
mutatta ki a fazis atmenetek hataran. A citokinin szintek és a kulonb6zé ciklin
gének fazis-specifikus kifejez6dése kozotti 0sszeflggest talaltak, és az endogén
citokinin tartalom maodositasa a ciklin expresszié megvaltoztatasat eredményezte
[117]. Az endogén citokinin koncentraci6 moddositasa lovasztatin (a citokinin
szintézis inhibitora) vagy kuls6 citokinin adagolassal kimutatta, hogy a citokinin
mennyiségi valtozasok szikségesek a sejtciklus megfelel6 haladasahoz [116]. A
sejtekben az endogén citokinin koncentracio csucsot ér el a mitdzis elétt, sugallva
ezzel a specifikus szerepét ennél a sejtciklus fazis atmenetnél [167, 231]. A

megfigyelés, mely szerint a citokinin képes kapcsoldédni a CDK-k ATP-koté helyére,
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azt sugallja, hogy az oszcillacioja szabalyozni tudja a sejtciklus el6rehaladasat
[221].

A citokininek az auxinokkal egyuttmikdodve szabalyozzak a CDKA
expresszidjat és aktivitasat [146, 194], és indukaljak a D3 ciklinek expresszidjat a
G1/S atmenetnél [238, 263], mindamellett elinditjak DNS replikaciot is az S-
fazisban [131]. Ezenfelil fontos szereppel rendelkeznek a G2/M atmenet
szabalyozasaban is [50]. Megfigyelhet6 a dohanyszar bélszévetének parenchima
sejtieiben, hogy egyedil auxin jelenlétében a p13suc1 kotott CDK komplexek
inaktivak, citokininnel egyutt azonban a CDK aktivalddik is. Kinetin nélkil a dohany
szuszpenzidban a sejtek a kés6i G2 szakaszaban allnak le, mikozben inaktivak a
CDK komplexek [303]. Osszefoglalva, ugy tinik, hogy az auxin kezelés noveli a
CDK fehérje mennyiségét, de csak a citokinin—hatasara lejatszodo defoszforilacio
okoz CDK aktivitas ndvekedést [302, 303].

Az abszcizinsav (ABS) leginkabb mint novekedés-gatlé hatassal rendelkezd
hormon ismert. Az ABS kulcs szerepet tolt be a magfejlédés és csirazas alatt is,
példaul, gatolja az éretlen magvak csirazasat, befolyasolia a mag tapanyag-
felhalmozasat [170]. Emellett az ABS-t gyakran stresszhormonnak is nevezik,
mivel szerepe van a kiulonb6zé stresszekre adott valaszfolyamatokban, példaul a
szarazsag tldrésben, ahol a vizveszteség megakadalyozasara a sztbma zarasat
indukalja. De az ABS befolyasolja a hideg-, a s6-, a sériilés vagy patogén stressz
valaszok folyamatait is [170, 257].

Az ABS-re adott valasz lehet gyors, melyben ion csatornak indukalasan
keresztlli szabalyozas jatszik szerepet, mint példaul a sztdmazarddas
folyamataban. Masrészt az ABS el6idéz lassu génexpresszidt igenyld
valaszreakciokat [80].

A CDKA promoter szabalyozasa alatt allé B-glukuronidaz (GUS) reporter gén
segitségével kimutattak, hogy az ABS gatolja a CDKA aktivitasat a gyokérben
(kivéve a f6 gyodkeér csucsot), mikdzben DNS replikacié sem volt mérhetd [124]. Az
ABS ugyanakkor a ciklin—fliggé protein kinaz inhibitorok (AtKRP1, KRPMrt)
expresszidjat indukalja [216, 291]. ValdszinUsithet6, hogy az ABS a G1/S
atmenetnél gatolja a sejteket, megndvelve a KRP1 inhibitor mennyiségét, bar a

kdzvetlen bizonyitékok még igazolasra varnak. Az exogén hozzaadott ABS
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megakadalyozza a G1/S atmenetet a BY2 dohany szuszpenzios sejtekben, de ugy
tinik, nem befolyasolja a tobbi sejtciklus fazist [273]. Az aba2/gin1 mutans
novényben stressz korulmények hianyaban a sejtmegnyulas defektusa miatt
kisebbek a sziklevelek, mig a rozetta levelek méretének csokkenése mind a
sejtszam, mind a sejtméret csokkenésébdl adodik, ami utal az ABS hormon
sejtosztodasban betoltdtt szerepére a levélfejlédés alatt [31].

A brasszinoszteroidok is specifikus szerepet jatszanak kullonféle
folyamatokban beleértve a szerv megnagyobbitast, a fejlédést és a sejtosztodast
[32]. A kozvetlen kapcsolat a brasszinoszteroidok és a sejtciklus szabalyozok
kozott abbdl a megfigyelésbél szarmazik, hogy az epi-brasszinoszteroid indukalja a
CYCDa3 kifejez6dését és elbseqiti a sejtosztédast. CDKB1;1 expresszidja megnd
brasszinoszteroid kezelés hatasara, és a hormon hozzaadasa részlegesen képes
helyreallitani a csokkentett mennyiségli CDKB1;1 kinazt tartalmazo ndévények révid
hipokotil fenotipusat [301].

A etilén feltehetbleg a citokinézis megakadalyozasaval reverzibilisen
szupresszalja a sejtosztdédast [40]. Az exogén etilén megvonasaval megndvekedik
a sejtosztodasok szama az uborka hipokotil epidermiszében, igy példaul
tobbsejtes trichomak alakulnak ki [155].

A jazmonsav negativ hatassal van mind a G1/S és G2/M atmenetekre [273],
de ennek molekularis mechanizmusa még nem ismert. Erdekes mddon, a
jazmonsav sejthalalt idéz el6 és represszalja a sejtosztédast szamos human rak
sejtvonalban [79].

A gibberelinsavat a rizs novekedés stimulalé hatasa alapjan fedezték fel. A
rizsben a gibberelinsav indukalja a cycA1;1 és cdc20s-3 gének kifejezbdését,
tehat stimulalja a sejtosztddast, és ezzel gyorsabb ndvekedést is eredményez [6,
75].

Kimutattak, hogy a citokininek az auxinnal szinergetikus kolcsonhatasban
szabalyozzak a CDKA és D3;1 ciklin alegységének a kifejez6dését a dohany
hajtasbél szovetben [146, 263]. Ezzel ellentétben az auxin és citokinin
antagonisztikus jelleggel hat a CDKA kifejez6désre a lateralis gyokér

kezdeményekben [285]. Szintén pozitiv kdlcsdnhatast mutattak ki a CYCD2;1 ciklin
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esetén, melynek kifejez6dése szachardéz és citokinin altal szinergetikusan
kontrollalt a ludfiiben [234].

Az auxin és a citokinin kozott az egyik nyilvanval6 kolcsonhatas molekularis
szinten is megtalalhat6 az éleszt6 PRZ1 novényi homoldgjaban, mely egy hiszton
acetil transzferaz komplex része. A proporz1 (prz1) mutans ndévény a kallusz-
jellegl szovetek létrehozasahoz, csak auxint vagy csak citokinint igényelt, mig a
normal névényeknek a kallusz képzéshez mindkét hormonra sziksegik volt. Az
feltételezhet6, hogy PRZ1 a kromatin szervezddését és a sejtciklus gének
kifejez6dését szabalyozza, valaszul az auxin/citokinin egyensulyra [259].

Mindazonaltal a gyokér eredetll BY-2 sejtek irodalomban koézolt adatait
O0sszehasonlitva a ludfi hajtas szovetekbdl vagy zold sejt kulturakbdl szarmazo
eredményeikkel ellentétes és szdvet specifikus szabalyozasi kép koérvonalazédik a

mitogén szignalok szabalyozasi utvonalain [118].
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2.5. dbra. A n6vényi sejtciklus hormonalis szabalyozasa.

A specifikus CDK/ciklin komplexek ellenérzik a G1/S és G2/M atmenet szabalyozazat. A kilénb6zé
hormon szignal utak (kék négyzetek és nyilak) kdzvetlendl befolyasoljdk mind a CDK aktivatorok és
inhibitorok szintjét. Néhany sejtciklus szabalyozé mennyisége proteoszoOmas lebontas altal
szabalyozott, vagy az SCF vagy az APC komplexek kdzvetitésével. Tovabbi részletek a szévegben
talalhatok. ABS, abszcizinsav; APC, anafazis el6segité komplex; AXR, auxin rezisztens; BR,
brasszinoszteroidok; CDK, ciklin fiiggé kinaz; CK, citokinin; CYC, ciklin; ET, etilén; HBT, HOBBIT;
GS, gibberelin sav; indolecetsav (IES); JA, jdzmonsav; p27kip-fuggé protein (KRP); PROPORZ1
(PRZ1); RBR, retinoblasztdma-homoldg; Skp1-Cullin1-F-box (SCF).

Osszefoglalva, a ndévényi hormonok dsszetett hatassal vannak a sejtciklus

szabalyozasra, térben és idében meghatarozott mddon, figyelembe véve a
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kornyezeti hatasokat, és a fejlédési programot is [100, 225]. Az egyes hormonok
egyedi hatasain felll, a hormonok kozotti kdlcsdnhatas szamos példajat tartak fel
[93, 272]. Bizonyitott a hormonalis jelatviteli folyamatokban a 26S proteoszomas
degradaciés utvonal fontos szerepe is [83, 114]. A 2.5. abra 6sszefoglalja a fent
részletezett eredmények alapjan, a novényi hormonok kapcsolatat a sejtciklus
szabalyozasaval. A sejtciklus molekularis szabalyozasanak és a hormonok kozaotti
Osszetett kdlcsdnhatasoknak a pontos megértése, tekintetbe véve a ndvekedés és

fejlédés specialis hatasait, ugyanakkor még mesze van.

2.2.6. A differencialédott novényi sejtek sejtciklusos reaktivalasa

A differencialédott sejtek képesek visszaszerezni a sejtosztdédasi aktivitasukat
Uj merisztémakat létrehozva. llyen példak: a lateralis gyokér, a nitrogén-megkotd
gumd vagy az apomiktikus embrio képzédése bizonyos fejlédési korulmények
kozott. A szomatikus novényi sejtek differencialt allapotanak megfordithatésaga
leginkabb azon képességikdn mutathatd be, hogy differencialatlan kallusz sejteket
hoznak létre in vitro kérilmények kozott. Megfelelé hormonalis szignalok hatasara,
megszabaditva az elfoglalt fiziologias kényszeruktdl, a szomatikus novényi sejtek
képesek dedifferencialodni, és folyamatosan osztédni. Ezenfelul specifikus
feltételek mellett az in vitro tenyésztett novényi sejtek képesek Uj szervekke
fejlédni, s6t akar uUjrakezdeni a teljes ontogenikus programot a szomatikus
embriogenezisen keresztul, bizonyitva ezzel a totipotencigjukat [62].

A sejtciklus folyamat reaktivalasa a G1-fazisban megallitott periciklus
sejtekben egy szukséges lépés az oldalgyokér kialakitasban [11, 28]. Egyértelmi
az auxin kozponti szerepe az oldalgyokér kialakitas el6idézésében, azokon a
helyeken, ahol auxin szint ndvekedés tapasztalhatd, a periciklus sejtek Ujra
belépnek a sejtciklusba, és gyokér primordiumot, majd végul oldalgyokeret hoznak
létre [125, 204].

Az auxin szerepét a periciklusban torténé sejtosztdodas reaktivacidjaban
alatamasztja egy mostanaban kifejlesztett indukalhatd rendszer alkalmazasa,
melyben gyakorlatilag minden periciklus sejtet lehet osztdédasban szinkronizalni az
NPA auxin transzport inhibitorral. A gatolt sejtek auxin hozzaadaskor képesek ujra

belépni a sejtosztddasi ciklusba [125, 126]. Ennek a rendszernek a hasznalataval
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szamos sejtciklus gén indukalhatosagat mutattak ki, az elsé indukalt gének az
AtCYCD3;1, AtE2Fa és a hiszton AtH4. A CDKB kinaz expresszidja is
megnovekszik bar |ényegesen késdbb, mint az S-szakasz génjei. A CDK
inhibitorok (KRP1 és KRPZ2) expresszidja, magas volt az NPA-szinkronizalt
sejtekben, megfeleléen a sejtosztdodasban betdltdtt gatld szerepiuknek. KRP1 és
KRP2 kifejez6dés gyorsan és er6sen csokkent az auxin hozzaadast kovetden
[125]. Nagyszamu mutanst jellemeztek mar, melyek az oldalgydkér kialakitasban
hibat mutatnak. Ezek kozul hat esetében az auxin szignal transzdukcio hibajabdl
nem indulhatott Ujra a sejtciklus az indukalt sejtekben. Az elsé azonositott auxin-
rezisztens mutans egyike az axr1 volt, mely az oldalgyokér kialakitdas dramai
csokkenését mutatta [28].

Az RML1 gén, mely a GSH (redukalt glutation) bioszintézisben az elsé enzimet
koédolja, mutaciojat hordozé novények, képtelenek reaktivalni a sejtosztodast a
gyokér csucsi merisztémaban a csirazas utan. Ez az elégtelenség javithaté GSH-t
adva a rml1 mutansokhoz, mely szerint a GSH-nak szerepe van a nyugalmi
kozpont sejtciklusos reaktivalasaban [288].

A sejtosztodas reaktivalasa a levélprotoplasztokban események komplex
sorozatat tartalmazza: a protoplaszt izolalas, a sejtfal elvesztése okozta stressz
lekizdése, a differencalddott sejtfunkciok elvesztése, az anyagcsere folyamatok
heterotrofra valtozasa [37, 201, 287], az Uj sejtfal szintézise [192] és a sejtciklus
aktivalasa [35, 87]. A korai események kozul néhany, mint a vagasra adott
valaszreakcio [103], és a nuklearis RNS szintézis az els6 18 6ra alatt [13, 35]
megfigyelheté a médiumba adott névekedésszabalyozok nélkul. A protoplasztok
néhany napig életképesek maradnak hormonmentes kozegben, azonban az
osztédasukhoz szikséguk van auxinra és citokininre [27, 35, 276].

Mind az auxint, mind a citokinint nélkilozhetetlennek talaltak az S-fazis
megjelenéséhez dohanyban [27, 35], és a petunia levélprotoplasztokban [276].
Eqgy specifikus alacsony sirliségl dohany kultura rendszerben, az auxin képes volt
a DNS szintézist elinditani, de a ciklus a citokinin hianyaban endoreduplikacioval
végzodott, mig mitdzis lejatszédasahoz szikséges volt a citokinin hozzaadasa
[282].
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2.3. A novényi sejtciklus szabalyozasanak molekularis modellje

Amint részletezésre kerult, a sejtciklus atfogé szabalyozasanak folyamata
nagymeérték( egyezést mutat a ndvények és az allatok kdzott. Hasonléan minden
eukariétahoz, a sejtciklus szabalyozas magja tartalmazza a CDK kinaz
homoldgokat, ciklineket, inhibitorokat, és foszfatazokat a névényekben is. Ezért
nem meglepd, hogy a sejtciklus szabalyozas ellenérzési pontjai is megfelelnek a
magasabbrendl eukariota szervezetekben létezbkkel [52, 140, 184]. Az abrakon
bemutatott modellek szemléltetik a novényi sejtciklus eddig feltart molekularis

folyamatainak szabalyozasi mechanizmusat [140].
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2.6. abra. A novények G1-S fazis atmenet szabalyozasanak modelije.

A G1-bél S-fazisba torténd atmenet molekularis szabalyozasaban, elsédleges szerepik van a D-
tipust ciklineknek. igy a D-tipust ciklinek 6 jelentésége a mitotikus sejtciklus elinditasa.
Novekedési szignalok (mint pl.: szacharéz, auxin, citokinin, és brasszinoszteroidok) jelenlétében a
D-tipusu ciklinek (CYCD) kapcsolédnak a CDKA kin4zzal, inaktiv CDKA/CYCD komplexet alkotva.
Ez a komplex foszforilacion keresztiil aktivalédik, a CDK-aktivalé kinaz altal, melyek a CDKF és
CDKD H-tipusu ciklinnel (CYCH) alkotott komplexei. Az antimitogenikus stimulusokra valaszolva,
mint pl.: abszcizinsav (ABS) vagy hideghatas, a KRP-k képesek gatolni az aktivalodott CDK/CYCD
komplexeket.

A CDKA/CYCD komplexek a G1-bdl S-be valéo atmenetet egyrészrél az RBR foszforilacion
keresztll inditjak, mely aktivalja az E2Fa-b/DP/RBR komplexek transzkripcionalis tevékenységét.
Masrészt parhuzamosan, elinditia az E2Fc/DP/RBR transzkripcionalis represszor lebontasat az
SCF E3-ubiquitin-protein ligaz kdzbenjarasaval. Ennek eredményeképpen, az E2F szabalyozott S-
fazisos gének transzkripcidja aktivalédik.
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2.7. abra. A G2-M fazis szabalyozasi pont sematikus modellje névényekben.

A G2-fazis alatt az A-, B- és valészinlileg a D-tipusu ciklinek (CYCA, CYCB, és CYCD) is részt
vesznek mind az CDKA-val és CDKB-vel valé kapcsolédasban. A komplexek kinaz aktivitasat a
WEE1 kinaz altali foszforilacié negativan szabalyozhatja, mely a DNS integritas elvesztésével
indukalédé folyamat. A feltételezett CDC25-homoldg foszfataz, amely az allatokban eltavolitja a
gatl6 foszfat csoportokat az inaktiv CDK komplexekrél, névényekben még nem kertlt azonositasra,
de a funkciojat elvégz6 enzim létét igazoltak. Ha a CDK/CYC komplexek aktivak, meginditjak a
G2/M atmenetet, tobb kilénb6z8 szubsztrat foszforilalasaval. A mitézisbdl torténd kilépéshez a
ciklin alegységek proteolitikus lebontasa szikséges. Ez a lebontas az anafazist-elésegité
komplexek (APC) aktivalasaval kezd6dik, a CCS52 proteinnel val6 kdlcsénhatasan keresztil.
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2.8. abra. A mitozis szabalyozasi folyamatanak sematikus abrazolasa.

A sejteket a magas CDKA/CYC és CDKB/CYC aktivitas jellemzi az mitdzis szakaszaban. A B-
tipusu ciklinek komplexei, melyek csaladjanak néhany tagja az E2F transzkripcios szabalyozasa
alatt all, megakadalyozzdk a CDKA/CYC komplexek aktivitisanak csdkkentését a CDK inhibitor
fehérjék (ICK/KRP) foszforilacidjaval, el6idézve azok lebomlasat.

A mitotikus ciklusbodl torténé kilépés az atipusos E2F-szerli E2Fe/DEL1 transzkripcios faktor altal
negativan szabalyozott. A CCS52 fehérje aktivalasa a mitotikus ciklusbdl az endociklusba tereli a
sejteket. A CCS52 valészinlleg a B-tipusu ciklineket proteolizisét célozza meg az anafazist-
el6segité komplexen (APC) keresztil. A WEE1 kinaz is részben felel6s lehet a CDKA/CYC aktivitas
csokkenéséért. A CDKA/CYC aktivitas csokkenése a mitdzis megakadalyozasat eredményezi, de
ennek ellenére a DNS replikaciot megtorténhet, igy az endoreduplikacio lejatszédhat. A szines és
szurkén arnyalt jelek az aktiv ill. inaktiv molekulakat jel6lik.
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3. CELKITUZESEK

A kutatécsoportunk a noévényi sejtciklus molekularis szabalyozasanak
vizsgalataban tobb mint egy évtizedes multra tekint vissza. A csoportunk
kutatomunkajaba a lucerna sejtosztddas szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjék
vizsgalataba kapcsolédtam be. Ehhez els6sorban két kisérleti megkozelitésre
tamaszkodtunk. A lucerna sejtciklusanak vizsgalatara az A2 sejtszuszpenzios
szinkronizacios rendszert alkalmaztuk. Mig a lucerna levélprotoplaszt tenyésztési
rendszerrel, a dedifferencialt sejtek megfelel6 hormonkezelésre adott valaszait, a
sejtosztodas reaktivacidjanak elsé lépéseit vizsgaltuk. Kisérleteink soran az alabbi

kérdésekre kerestik a valaszt:

¢ Milyen D-tipusu ciklinek hatnak kélcsén a lucerna CDK kinazokkal, és igy
melyik sejtosztddasi fazis szabalyozasaban jatszanak szerepet?

e Tudjak-e foszforilalni az A- és a ndvény specifikus B-tipusu kinaz komplexek
a lucerna retinoblasztoma-homolog fehérjét?

e Hogyan valtozik az MsRBR1 fehérje mennyisége a sejtosztdodas folyamata
soran lucernaban?

e Hogyan befolyasoljak a ndévényi hormonok a Ilucerna RBR fehérje
mennyiségét az A2 sejtszuszpenzidban, illetve a kbzvetlen regeneraciora
képes Medicago truncatula R-108 kalluszokban?

e Milyen hormonalis feltételek mellett aktivalodnak a G1/S és G2/M
fazisatmenet szabalyozasaban szerepet jatsz6 Iucerna CDK-ciklin
komplexek?

e Hogyan pontosithaté a G2/M fazisatmenet és a mitézis soran aktivalédé

CDK kinazok funkcioja?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. A kisérleti novények és sejtkulturak

4.1.1. Novények és sejtkulturak

Medicago sativa L. ssp. varia; embriogén A2 genotipusu ndévényeket steril
korilmények kozott, szilard MS (Murashige,T. 1962) taptalajban 22°C-on 16:8 6ras
fotoperiddus alatt tartottuk (Pasternak,T.P. 2000; Pasternak,T.P. 2002).

Az ugyanezen genotipusbdl szarmazo sejtszuszpenziot hetente oltottuk at 0,2
MM 2.4-diklorfenoxiecetsavat (2,4-D) és 1 uM kinetint tartalmazé folyékony MS
taptalajba 140 rpm razatas mellett.

A Medicago truncatula cv. R 108 sejtszuszpenziét hetente oltottuk at 2 mg/I

2,4-D-t tartalmazé folyékony SHM taptalajba.

4.2. DNS-vizsgalati médszerek

4.2.1. Baktérium kulturak

Munkank soran az E. coli XL-1 Blue, DH5 o és a BL21(D3) torzseit hasznaltuk.
LB taptalajon (10 g/L tripton, 5 g/L éleszt§ kivonat, 5 g/L NaCl) vagy 2YT (16 g/L
tripton, 10 g/L éleszt6 kivonat, 5 g/L NaCl) ndvesztettuk a kulturakat. Az XL-1 Blue
baktériumokat 12.5 mg/l tetraciklin jelenlétében 37°C-on tenyésztettuk. A
bakterium torzsek tarolasa -80°C-on LB tapkozegben, 25%-os glicerin jelenlétében
tortént. A baktériumok plazmid DNS-sel valé transzformalasat hagyomanyos

hésokk (42°C 1,5 perc) kezeléssel végeztik.

4.2.2. Plazmid tisztitas

A plazmidokat éjszakan at novesztett 3 ml baktérium kulturabdl tisztitottuk.
Ehhez részben a mddositott alkali-lizis mddszert [77], nagyobb tisztasagu illetve
nagyobb mennyiségii DNS preparalashoz a QuiaGene DNS tisztitdo kitteket

hasznaltuk.
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4.3. Fehérje analizis technikak

4.3.1. Novényi teljes sejtfehérje kivonat készitése

A folyékony nitrogénben fagyasztott és felhasznalasig -80°C-on tarolt névényi
mintakat jégen tartuk fel kvarchomok és extrakciés puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6,
15 mM MgClz, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, 1 mM NaF, 60 mM B-glicero-foszfat,0.1
% NP40) jelenlétében. Az extrakcios puffer 1 mM PMSF-t (fenil-metil-
szulfonilfluorid), 2 mM DTT-t (ditiotreitol) és 10 pl/ml proteinaz inhibitor keveréket
(Complete, Roche) tartalmazott. Ezt kdvetéen 4 C°-on 14000 rpm fordulattal 15
percig centrifugaltuk, és a fellluszdék a fehérje koncentraciojat Bradford-reagenssel
595 nm-en spektrofotométerrel hataroztuk meg. Tobb minta esetében az

extrakcids pufferrel kiegyenlitettik a koncentraciokat a tovabbi hasznalat el6tt.

4.3.2. SDS poliakrilamid-gélelektroforézis (SDS-PAGE)

A fehérjemintakat (100 pg) az SDS tartalmd minta pufferrel 5 pericg 95 C°-on

denaturaltuk, majd 8-12 % acrilamid tartalmu gélen szeparaltuk.

4.3.3. Immunoblot

A mintdkban talalhaté fehérjéket tomeglik alapjan SDS-PAGE technikaval
elvalasztottuk. Az elektroforézis végeztével a gélbél a fehérjeket PVDF (Millipore)
membranra transzferaltuk 50 mM Tris és 50 mM bdédrsavat tartalmazo pufferben.
Majd a megfelel6 transzfer ellenérzésére a filtereket Ponseau-S-el festettuk. Majd
filtereket tejporos oldatban két 6ran keresztul szobahémeérseékleten blokkoltuk 5%
tejport és 0.05% Tween 20-at tartalmazé TBS (25 mM Tris-CL, pH8,0, 150 mM
NaCl) pufferben, majd az adott elsédleges ellenanyaggal 1 ug x ml' IgG
koncentracioban 2 ¢6raig szobah&mérsékleten inkubaltuk. Az alkalmazott
elsédleges ellenanyagok a lucerna Medsa;CDKA, Medsa;CDKB1;1 és a
Medsa;CDKB2;1 [179], valamint a Medsa;CYCD3;1 és Medtr;CYCDG;1 fehérjék C
terminalis peptidjét felismeré ellenanyagok. A lucerna retinoblasztéma-homolog
fehérje detektalasahoz az anti-AtRBR1 csirke ellenanyagot hasznaltuk, melyet

Bakd Laszlé nyujtott rendelkezésunkre. Az els6dleges ellenanyaggal tortént
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inkubacié utan a membrant mostuk 0,2 % Tweent tartalmazé TBS-el. Mosas utan a
membrant peroxidaz enzimmel kapcsolt masodlagos ellenanyag tejporos
oldataban inkubaltuk a gyarté (Sigma) altal javasolt koncentraciéban. Ujabb mosas
utan a peroxidaz enzim szubsztratjaval (Pierce, SuperSignal West Pico) kezeltlik a

membrant, a lumineszcenciat pedig rontgenfiimmel detektaltuk.

4.3.4. A kapcsolt in vitro transzkripcié és transzlaciés rendszer (TnT)

A T7 promoter mogeé klonozott cDNS szakaszokkal rendelkezd plazmidokat
(1 ng) a nyul retikulocita sejt lizatumban a gyartdé el6irasainak megfeleléen 90
percig 30 C°-on inkubaltuk (Promega, TNT® T7 Coupled Reticulocyte Lysate
System). A transzlalt fehérjék radioaktiv jeldlését a *°S-metionin biztositotta. A
reakcio termékeébdl (25-50 ul) kisérletenként 4 ul transzlalt fehérjét tartalmazé
lizatumot hasznaltunk. SDS-gélelektroforézissel és autogradiografia segitségével

ellendriztik a megfelel6 mennyiségi fehérje termel6déseét.

4.3.5. Immunoprecipitalas

Immunoprecipitalaskor 100 pg teljes sejtfehérje kivonathoz 1-2 pg poliklonalis
ellenanyagot adtunk, és 1 o6ran at jégen inkubaltuk. Ezutan 25 pl ProteinA-
Sepharose-zal kevertettik 1 6ran at 4 C° -on. Az agyhoz nem specifikusan
kotédott fehérjéket haromszori RIPA pufferrel (20 mM Tris-HCL, pH 7.4, 5 mM
EDTA, 2 mM EGTA, 100 mM NaCl, 2 mM NaF, 0.2% Nonident P-40, 1 mM
fenilmetilszulfonilfluorid és 10 pg/ml aprotinin és leupeptin) tavolitottuk el. A
immunpercipitalt mintakat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel szeparaltuk vagy

tovabb hasznaltuk CDK kinaz aktivitas mérésekhez.

4.3.6. CDK kinaz aktivitas meghatarozasa

Az immunoprecipitalt mintdkat a haromszori RIPA mosas utan egyszer kinaz
pufferrel (50 mM Tris-HCL, pH 7,5, 15 mM MgCl;, 1 mM DTT, 5§ mM EGTA) is
mostuk. A kinaz reakciét 0,1 mg/ml H1 hisztonnal és 2,5 pCi y->?P-ATP-vel
kiegészitett kinaz pufferrel inditottuk el és 30 perc elteltével SDS minta puffer

hozzaadasaval és 5 perc 95 C°-os hbkezeléssel dllitottuk le. A mintakat a
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tovabbiakban 12% SDS-PAGE technikaval elvalasztottuk, és kiszaritottuk. A kapott
jelet rontgenfilm segitségével vagy a Molecular Dynamics Phosphorimager 445 Sl
berendezéssel detektaluk. A jelek kvantitativ analizisehez a Phosphorimager
ImageQuant programat hasznaltuk. Az MsRRB1 foszforilalhatosagi vizsgalataban
a GST-MsRBR1 C-terminalisat rekombinans fehérjét (60ug/ml) hasznaltuk

szubsztratként

4.3.7. Bakterialisan tultermeltetett fehérjék tisztitasa

A lucerna CDKA1;1, CDKB2;1, CYCD3;1 és a MsRBR1 C-terminalisanak
bakterialis expresszidjahoz a GST-fuziés expressziés rendszert hasznaltuk. A
cDNS szakaszaikat a megfeleld pGEX vektorcsaladba klonoztuk. A vektorokat a
DH5a vagy BL21(D3) E. coli torzsbe transzformaltuk, majd 400 ml kultarat
novesztettiink 100 pg/ml karbenicillin tartalma 2YT-ben 37 C°-on, amig az ODego
0,5 korili értéket ért el. Ezutan a sejteket 0,2 mM IPTG-vel 3 éran at 37 C°-on
indukaltuk, majd Sorvall GSA rotorban 5000 rpm-mel 20 percig 4 C°-on
centrifugaltuk.

A sejteket 15 ml lizis pufferben (9 mM DTT, 0,2 mg/ml lizozim) 40 percig
szobah&mérsékleten kevertettik, majd a 10% Triton X-100-el kiegészitve 3X15
masodpercig jégen szonikaltuk. A feltarast a centrifugalas kovette Sorvall SS-34
rotorban 15000rpm-mel 20 percig 4 C°on. Az 50 ml fellluszéhoz 0,5 ml
Glutathione Sepharose 4B (Pharmacia) agyat tettink a fuzios fehérjék kotéséhez
és 1 6ra 4 C°-on kevertettiik. A kotést kdvetéen haromszor mostuk az agyat 20 ml
mos6 pufferrel (1XPBS, 10 mM DTT, 1% Triton X-100). A kotott fehérjéket
haromszori az elualé pufferben (TRIS 50mM pH8, 20mM redukalt glutation)
gyujtottik ossze.

Az indukalt, kotott és elucids frakcidkat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
vizsgaltuk. A géleket Coomassie Brillant Blue G-250-al festettik. A
fehérjekoncentraciot Bradford-reagens (BIORAD) hasznalataval,
spektrofotométerrel 595 nm-en hataroztuk meg. Az GST-RBR1 C-terminalis fuzios
fehérjét trombinnal (1u/10ug emésztend6 fehérje), emészté pufferben (50 Mm
TRIS, 2,5 mM CaCly, 150 mM NacCl) hasitottuk.
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4.3.8. Poliklonalis ellenanyag termeltetés és tisztitas

Az albiné nyulakat KLH-hoz (Keyhole Limpet Hemacyanin) ciszteinen
keresztil kapcsolt, Medsa;CYCD3;1 fehérje C-terminalis peptidszakaszaval
(FKKTKNQGQ), a Medtr;CYCD1;1 (DKGNSEGRE), illetve Medtr;CYCD6;1
(ESEKTNGTN) C-termindlis peptidszakaszaival immunizaltuk. Az ellenanyag
termeltetése és tisztitdsa soran E. Harlow protokollja szerint jartunk el [115]. Az
antigéneket a megfelel6 Freud adjuvansokban (Sigma) szuszpendaltuk. Az
emlékeztets oltasokat haromhetenként adtuk.

A poliklonalis szérumok affinitas tisztitasahoz az antigénként hasznalt
peptideket kapcsoltuk EAH-Sepharose 4B (Pharmacia) agyhoz T. Kitagawa [158]
eljarasa alapjan. 2 ml EAH-Sepharose 4B agyat ekvilibraltunk 25% dioxan, majd
50% dioxan 10 mM pH 7,0 foszfat pufferben. Az agy szabad aminocsoportjainak
kétszeres molaris mennyiségét vettuk a maleido-benzoesav-hidroxiszukcinimid-
észterbdl. Dioxanban feloldottuk, majd 4 ml 50% dioxan 10 mM pH 7,0 foszfat
pufferben 2 éran at szobahén az aggyal kevertettik. A kapcsolas utan az agyat az
50%-0s dioxan pufferrel mostuk, majd 3 o6ra szobahdén torténé kevertetéssel
ugyanebben a pufferben kapcsoltuk hozza a 6-7 mg peptidet. Mosas utan a
szabad csoportokat 100 yM B-merkaptoetenollal fél éran at blokkoltuk. Az agyat
tobb Iépésben ekvilibraltuk, végil 4 C° -on PBS + 0,02 % natrium azid oldatban
taroltuk. Az oszlophoz specifikusan kot6d6é immunglobulinokat az E. Harlow altal
leirt mdédszerrel [115], alacsony illetve magas pH értéken eludltuk. Az affinitas

tisztitott ellenanyagokat -80 C° -on taroltuk.

4.3.9. Eleszt6 kettoés hibrid kélcsénhatas vizsgalat

A lucerna ciklin és CDK szekvenciak a DNS két6 domént tartalmazé pGBT9
(Clontech) illetve az aktivalétor GAD424 (Stratagene) vektorokba klonoztuk és a
PJ69-4A (MATa trp1-901, leu2-3,112 ura3-52, his3-200 galddelta, gal80delta
GAL2-ADE2, LYS2::GAL1-HIS3, met2::GAL7-lacZ) [143] éleszt6 tdrzsekbe
transzformaltuk. A transzformansokat -Trp, -Leu, -His, -Ade minimal taptalajon
novesztettik. Az élesztd kettds-hibrid fehérje-fehérje kdlsonhatas vizsgalatokat a

Matchmaker Two-Hybrid System (Clontech) leirasanak megfeleléen végeztik. A
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fehérje kolcsOnhatasok kvantifikalasara ONPG-ot (orto-nitrofenil-galaktozid)
hasznaltunk. A relativ B-galaktozid egység meghatarozasa Horvath és munkatarsai

altal leirt modon toértént [130].

4.3.10. p13suc1 kotés

p13suc1 affinitdskotéshez a p13suc1 agyat Brizuela és mtsai. nyoman
készitettik [25]. Az p13suc1 kotés vizsgalathoz a retikulosejt lizatumban in vitro
transzlalt 3°S-metionin jeldlt fehérjekivonatat 1 6ran at 4 C° -on kevertettiink 20 pl
aggyal. A kotést haromszori mosé pufferrel (50 mM Trisz-HCI pH 7,5, 5 mM EDTA,
5 mM EGTA, 250 mM NaCl, 2,5 mM NaF, 0,1 % NP-40) mostuk. A kotott
fehérjéket SDS minta pufferrel 95 perc 95 C°-os hdkezeléssel denaturaltuk, és

analizisre 12% SDS-PAGE gélen szeparaltuk.

4.4. Sejtbiolégiai moédszerek

4.4.1. Lucerna A2 szuszpenzio szinkronizalasa

A szuszpenziot passzallas utan egy héttel a szokott tapoldattal négyszeresre
higitottuk, ezzel 5x10° db/ml sejtszamot allitottunk be. A higitas utani harmadik
napon a sejtciklust 10mM végkoncetraciéju hidroxiurea hozzdadasaval blokkoltuk
36 oran keresztil. A blokkolas eltavolitdsahoz a sejteket lellepitettik, és
haromszor 20 percig mostuk az eredeti térfogatnak megfelelé6 haromszoros
mennyiségl friss tapoldattal, majd az eredeti térfogatra allitottuk be a
végtérfogatot. A tovabbi vizsgalatokhoz a megfelel6 id6pontokban vettink mintat,
amit folyékony nitrogénnel fagyasztottunk le.

A kettds blokkot alkalmazo6 szinkronizacids technika hasznalata esetén a
hidroxiurea kimosasa utan két draval adtuk a szuszpenzidhoz a masodjara
alkalmazott inhibitorokat: roscovitin (100 uM) propizamide (5, uM) vagy kolhicin
(0,05 v%).
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4.4.2. Lucerna levélprotoplaszt izolalasa

4-6 hetes steril korulmények kozott nevelt lucerna névényekrél kb. 1 g levelet
gyUjtéttink, majd azokat K75 oldatban [153] aprdé darabokra vagtuk steril
borotvapengével. A levéldarabokat K75 oldattal atoblitettik. A protoplaszt izolalast
K75 tapoldatban oldott enzimkeverékkel (0.5 % Cellulase Onozuka R10, 0.5 %
Macerozyme R10, 0.25 % Rhozyme) 16 6raig, 22°C-on, sotétben végeztik. A
protoplasztokat 60 uym poérusatmérdji szird segitségével megtisztitottuk, majd a
levéldarabokat addig mostuk K75 oldattal, mig belbluk protoplasztok
kiszabadulasat észleltuk. A megmosott protoplasztokat 3 percig 300 g-vel
centrifugaltuk. A lellepedett protoplasztokat K75 tapoldatban szuszpendaltuk,
kétszer ugyanezzel a tapoldattal mostuk és centrifugaltuk. Burker-kamra
segitségével meghataroztuk a sejtszamot, majd a sejtstiriiséget 10° protoplaszt/mi-

re allitottuk. A sejtosztddas reaktivacidjat 0-5 napos tenyészetekben vizsgaltuk.

4.4.3. Immunolokalizacio

A lucerna sejtszuszpenzidbdl vett sejteket er6s enzimoldattal protoplasztaltuk
(3% Cellulase RS, 1% Cellulase R-10, 1% Macerozyme R-10, 0,5M mannitol, 5
mM CaCly, pH 5,3) majd 6% formaldehiddel fixaltuk. Ezt kdvetben a sejteket poli-L-
lizines targylemezen régzitettik, majd 0,5% Triton X-100 oldattal rehidrataltuk és
feltartuk, majd PBS pufferrel mostuk. Elsédleges ellenanyagként a D-tipusu ciklint
fehérjét felismerd nyul immunglobulint hasznaltuk (200-szoros higitasban, 50 pl
PBS pufferben lemezenként). A targylemezt az ellenanyaggal toértént inkubalas
utan PBS pufferrel mostuk, majd fluoreszcein izotiocianat (FITC) kapcsolt
masodlagos ellenanyaggal (SIGMA; 1:100) kezeltik. Inkubalas és mosas utan
DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole, 0,02 pg/ul) festést alkalmaztunk a sejtmag UV
fényben vald lathatova tételére. A felvételeket NIKON TE-300 fluoreszcens

mikroszkoppal és SPOT-RT Il kameraval készitettlk.
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4.4.4. Az S fazis aranyanak megallapitasa BrdU sejtmagi DNS-be
torténo beépilésével

Egy adott sejtpopulacioban és egy adott iddintervallumban az S fazis
aranyanak megallapitasahoz a protoplaszt eredetli sejteket, a konkrét kisérletnél
jelzett idétartam alatt, frissen készitett, 30 yM végkoncentracioju timidin analdg
brém-deoxi-uridinnal (BrdU) inkubaltuk sététben. A replikacio soran a sejtek DNS-
ébe beépult BrdU jelenlétét immunolodgiai eljarassal detektaltuk. A sejteket 3,7%
formalinnal fixaltuk, haromszor mostuk foszfat pufferes séoldattal (PBS: 8 g NaCl;
0,2 g KClI; 1,44 g Na;HPO 4 x7H20; 0,24 g KH,PO4 xH20, 1 liter desztillalt vizben
oldva), majd egy o6raig 28°C-on inkubdltuk a DNS denaturalasahoz szikséges
nukleazt is tartalmazé BrdU specifikus monoklonalis egér ellenanyag oldattal
(AMERSHAM). Ujabb PBS mosas utan a sejteket tovabbi egy 6raig, 28°C-on
sotétben FITC (fluoreszcein izotiocianat) jeldlt egér IgG elleni masodlagos
ellenanyaggal (SIGMA) kezeltlk. A sejteket végul megfestettik a kettésszalu DNS-
vel komplexet képz6  4'-6-diamidino-2-fenilindol  (DAPI) 0,02  ug/ul
végkoncentracioju fluoreszcens festék oldataval. A mintakrél Nikon Eclipse TE300
tipusu invert fluoreszcencia mikroszképpal és SPOT-RT Il. CCD kameraval
felvételeket készitettunk. A FITC fluoreszcens festéket 490 nm-en, a DAPI festéket
365 nm-en gerjesztettitk egy 100 wattos HBO fényforras segitségével.
Kezelésenként minimum 500 sejtben dsszesitettiik a FITC jeldlt (S fazison atesett)

sejtmagok aranyat.

4.4.5. Aramlasos citometria

A szuszpenzié sejteket a magizolalas el6tt rovid sejtfalemészté kezelésnek
vetettik ala (3% celluldz YC, 1% pektinaz, 1% macerozim keverékének feloldasa
5,4 g mannitolt, 5,4 g szorbitolt és 50 mg CaCl,-ot tartalmaz6 oldatban). A
belslik 5-10 x 10° darab sejtmagban meghataroztuk a relativ DNS tartalmat
FACSCalibur aramlasos citométer segitségével. Az adatok analizisét a

citométerhez tartozé ModFit® szoftverrel végeztiik.
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4.4.6. Mitotikus index meghatarozas

200 pl sejtszuszpenzidt 2 percig 1000 rpm-mel centrifugaltunk. A fellluszét
leszivtuk, majd a sejteket 1 ml PBS 4 % formaldehiddel egy 6ran at szobahén
fixaltuk. A rogzitett sejtek 4 C°-on két napig tarolhatdk. A sejteket festés el6tt
cseppentettink, majd ehhez egy cseppnyi elbkészitett sejt-PBS keveréket adtunk.
5-10 perc szobahén tortént festés utan leszivtuk a DAPI oldatot. A sejtekre egy
csepp mounting solution-t (Fluoromount G, Southern Biotech Associates) raktunk,
és targylemezzel lefedtik. A targylemezek hatarozott nyomasaval az dsszetapadt
sejteket eltavolitottuk egymastdl. A targylemezeket sotétben néhany hdnapig
tarolhatok. A sejteket UV fényben DAPI filter készlettel vizsgaltuk. A mitotikus

sejtek szazalékat 500 sejt vizsgalataval adtuk meg.

4.5. Szamitégépes szekvencia analizisek

A DNS szekvenciak altalanos vizsgalatahoz a Bioedit programcsomagot
hasznaltuk [112]. A D-tipusu ciklinek keresését a BLASTN
(http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) segitségével a GenBank adatbazison a

Medtr;CYCD1;1 fehérje szekvencigjanak folhasznalasaval végeztik. Minden olyan
novényi gént, ami szignifikdns homologiat mutatott kivalasztottunk. Majd ezt
kovetéen a CLUSTALW multiple sequence alignment programmal aminosav
szekvencia illesztést végeztink a Bioedit programon belul. A filogenetikus fa
Osszeallitasahoz a TREECON programot hasznaltuk.

A foszforilacios helyek meghatarozasara a NetphosK 1.0 szervert hasznaltuk
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosK/). A PEST motivumokat a PESTFIND

programmal (http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/pestfind.html) hataroztuk

meg.
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1. Két uj D-tipusu ciklin gén izolalasa lucernabdl és a fehérjék
filogenetikai jellemzése

A Medsa;CDKA;1 kinaz lehetséges ciklin partnereinek az azonositasahoz az
élesztd kettés-hibrid szlrés modszerét alkalmaztuk a Medicago ftruncatula
AHybriZAP cDNS koényvtaron [110], melyben az emlitett kinazt hasznaltuk
csaliként. A pillangdsok kozott a M. truncatula lett a f6 modell ndvény, mivel
kisméretl diploid genommal rendelkezik és rovid a generacids periodusa. Emiatt
az EST adatbazisa is dinamikusan novekszik és mindamellett nagyon magas a
szekvencia azonossaga a Medicago sativa génjeivel [12]. Ezért valasztottuk mi is a
M. truncatulabdl készitett cDNS kodnyvtarat, a PSTAIRE peptid motivumot hordozé
ciklin-figgé kinaz partnereinek azonositasara. A kett6s-hibrid keresés soran
sikerult izolalni két uj kdlcsdnhatd, a szekvencia homoldgia alapjan delta ciklin gént
(Medtr;CycD4;1, Medtr;CycD5;1), melyeket a filogenetikai besorolasuk alapjan
késébb Medtr;CYCD1;1-nek és Medtr;CYCDG6;1-nek neveztink at. Ezeken felll
sikerult izolalni egy lucerna ciklin-fuggd kinazt gatlé fehérjét a KRPMt-t is [216].

Szekvenalas utan megallapitottuk, hogy a Medtr;CycD1;1 gént tartalmazo kidn
egy 1587 bazispar hosszu inszertet tartalmaz (5.1. abra). A szekvencia
leghosszabb olvasasi kerete egy 358 aminosav hosszusagu és 40,4 kDa tomegi
fehérjét kodol. A retinoblasztdéma fehérjéhez valdé kotésben elengedhetetlen,
konzervalt LxCxE motivum szintén megtalalhatd, amely majdnem minden D-tipusu
ciklin fehérje N-terminalis végén el6fordul [136, 290]. Néhany ciklin szintén
tartalmaz egy stabilitasi szignal funkcioju, jellegzetes Osszetételli oligopeptidet,
amely gazdag a prolin (P), glutaminsav (E), szerin (S) és treonin (T)
aminosavakban, ezért PEST motivumnak nevezik. Ez a szignal er6sen
meghatarozza az adott fehérje stabilitasat [230]. A PEST motivum jelenléte
alapvetéen osszeflgg a ciklinek funkcidjaval, fontos szerepe van a gyors
lebontédasukban, egyben a ciklin-flggé kinazok aktivitasanak megszintetésében
a megfeleld sejtciklus szakaszban. A PESTfind program segitségével a

Medtr;CYCD1;1 fehérjében is josolhaté a motivum jelenléte az N-terminalis végén.
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Ennek tudtaban feltételezhet6, hogy a Medtr;CYCD1;1

rovid életd fehérje

hasonloan a legtobb ndvényi D-tipusu ciklinhez, és az allati homoldgjaikhoz.

1

81

161

241

321

401

481

561

641

801

881

961

1041

1121
1201
1281
1361
1441
1521

GAATTCCCGGGGATCCATGATTGAAGAAGAGCAATTGCCGGCAATTCTCATGCCCTCCGACTGCGAGCTCCTCTGCGGGG
M I E E E Q L P A I L M P S D C E

AGGACTCGTCGGAGGTCCTCACCGGAGATTTACCGGAATGCTCCTCCGACCTGGATTCATCATCATCATCGCAGTTGCCG
I bD s s EV L TG DL P EC S S DL D S S S S S Q L P

TCGTCGTCATTATTTGCCGAGGAAGAGGAGGATTCGATTGCTGTTTTCATCGAGCACGAGTTCAAGTTTGTTCCTGGTTT
s s s L FE A'E E E E D S T A WV F ] E HE F K F V P G F

CGACTATGTCTCAAGATTCCAATCTCGCTCTCTCGAATCCAGCACCAGAGAAGAAGCCATTGCATGGATTCTCAAGGTAC
by vs RF QS R S L E S ST REEATIAWI L K V

ATGAGTATTATGGATTTCAGCCGTTAACGGCGTACCTCTCCGTTAACTATATGGATCGGTTTTTGGATTCTCGACCTTTA
H E Y Y GF Q PLTAYL S VNYMUDIREFILD S R P L

CCGGGAATCAAATGGATGGCCCAACTTTTATCTGTTGCATGTTTGTCTTTAGCAGCAAAGATGGAGGAGCCACTGGTTCC
P G I K W MAOQUL L S VACL SLAAIKMMEE P L V P

TTCTCTCTTAGACTTTCAGATTGAAGGTGCCAAATACATATTTCAACCAAGGACGATGCTTATAATGGAGCTGCTTGTTC
s L L D F Q I EGA K Y I F Q PR TMULTIMETL L V

TGACTATTTTGGATTGGAGGCTGAGATCAATCACCCACTTAGTTTCCTCAGTTTCTTTGCGTGCAACTAGATTCACTGGA
L T I1I L DWIR LR S I THULV S S V S L RATRF T G

ACTTTCAACCACTTCATAATTTCACGTGCTACAGAAATCATCTTATCTAATATCCGAGATGCTAGCTTTCTTACTTACAG
T ¥ N H F I I $ R A T E I I L S N I R D A S F L T Y R

GCCATCATGCATTGCTGCAGCTGCCATACTCTCTGCAGCTAATGAAATTCCTAATTGGTCTTTTGTTAATCCTGAGCATG
P s c I A A AAI L SAANUETIPNWS F V N P E H

CTGAATCATGGTGTGAAGGACTAAGCAAAGAAAAAATTATAGGGTGCTATGAGTTGATTCAAGARATTGTGAGTAGCAAT
AE S W CE G L s K E K I I G CY E L I Q E I V S s N

AACCGAAGAAATGCCCCGAAAGTGTTGCCACAGCTGCGAGTTACAGCTCGGACCACAAGGTGGTCCACTGTCTCGTCGTT
NRRN AP K VL P QL RV TAIRTTIRWS TV S S L

GTCGTCATCTCCATCTTCCTCCTCTTCACCCTCTTACTCGTTGTCTTATAAAAAGAGGAAATTAAATAGCTGTTTCTGGG
s s s p s s s S s P s Y S L s Y KK RIKILNSCF W

TAGATGTTGACAAAGGAAATTCAGAGGGAAGAGAAAAGAAACAAACAAGATAATAATAAAGGAACAAGAGGAAATAAGGT
v D VvV p. x 6 N S E G REKI K QT R *

GGGCCAGGTTGTCTAGAACTTCAACATTTTTAAGAGGGTTTTTGCAATGAAAATTTGACTATATGTTGTATGTATAAGAG
TTTGATGGTTTTGGCGAGTACTAGTAGCAGTACTCCTTTTTAATTGTTATTTTTCATTTTTATCTTTTTGGTGTAACTGT
ATCCCCTAGAGGAAGGGGATCTTGGAACACAAATTTATTGATGTATAGGTGTGAGAGAGAAGCATTTGATGTGGTAGTAA
TTGTTGGGGATATGAATTCAAAGGTTGCATTGATCATAGGTGAAAGATGGTGGGGGCAATGGTCTAGAAACAGTGAAGAA
AAAACAGAGAGCAGGTATGAAAATCAAGACCTTTGGGGATGAAAACTCTGAAGTTATGAGCTGTTTTTGACTTGTCATGG
GAGAGACATTTATGAGTGAAGTTTCTTTTTCTTGGCGCCAAGCAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1571
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1040
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1200
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1440
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5.1. abra. A Medtr;CYCD1;1 DNS és szarmaztatott aminosav sorrendje.

A szarmaztatott aminosav szekvenciat egy betlis kéd jeldli. Az N-termindlisan elhelyezkedd
konzervalddott RB-kot6 LxCXE pentapeptid motivum (ahol az x barmilyen aminosavat jelenthet)
piros hattérrel jelolt. A konzervativ ciklin-régid sargaval van kiemelve. A feltételezett PEST motivum,
melynek a PESTfind programmal szamitott valészinliségi értéke +7,47, pedig zold hattérrel jelolt (1-
67 aminosavak). A kékkel kiemelt peptid régiot valasztottuk a specifikus ellenanyag készitéséhez.

A masik emlitett izolalt D-tipusu ciklin klon egy 914 bazispar hosszusagu

inszertet tartalmazott. Azonban az elsé metionint jelentd transzlacios start kodon

ATG nukleinsavait nem el6zték meg a megfeleld olvasasi keretben a stopot jelentd

nukleinsavak. Mas D-tipusu fehérjékkel 6sszehasonlitva a szekvenciat, azonban

arra kovetkeztettink, hogy feltehetéen csak néhany aminosavat kodoldé DNS

szakasz hianyzik. Ezért elhataroztuk, hogy megprobaljuk a hianyz6 szakaszt

amplifikalni PCR segitségével a cDNS konyvtarbdl. Miel6tt azonban sikerrel jartunk

volna megtalaltuk az NCBI adatbazisban a BLAST szekvencia homologia keresés
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alapjan a teljes leolvasasi keretet tartalmazé EST szekvenciatjat. Ez volt egyben a
leghosszabb homoldég cDNS szekvencia (azonositd szama: BG587739), melyet
Medicago truncatula/Glomus versiforme kevert EST konyvtarbol izolaltak és
szekvenaltak. Osszeillesztve az eredeti DNS szekvenciankkal megallapitottuk,
hogy az adatbankban szereplé szekvencia az 5 veégénél 413 bazisparral
hosszabb. Az els lehetséges ATG nukleinsavaknal feljebb az eredeti leolvasasi
keretbe tartozé stop kodon is megtalalhatdé, amely jelzi, hogy a talalt cDNS
szekvencia teljes hosszusagu. igy végiil megallapitottuk, hogy mindésszesen ketté
aminosavnyi szakaszt kodold szekvencia hianyzott az N-terminalis végénél a teljes
fehérjébdl, amely mar a startot jelentd metionin aminosavat is tartalmazza. A
meghatarozott Medtr;CYCD6;1 gén teljes leolvasasi kerete egy 302 aminosav

hosszusagu és 34,6 kDa tdmeg( fehérjét kédol (5.2. abra).

1 GACAGCGAGGTGGGAGTGCGGCTGATAA( GGGAAGGTTTGTGTTGTGGGTTCCAACGCATACCGATAAGATTTCC 80

81 GCCCGTATCTCAACCCCTTACTAGCTTTCATCTGATTCTCAGGAAAAGCTGAAAACTCTCTCATTGCCTTTTCTTTATCA 160

161 CTTCTCTTTTCTCTCCCTATAACAATGCTTATCATCTTCCTTACTTCTCAACATCACTAACATCTTCTCCACACATCCAT 240
M

241 GGAGTTTGACCTTGAAAACCCTCTTGAATATTTCCATGACCTTCCTAATTCTCAAGATGTTTCTTCACTTTTCCTCATTG 320
E F DL ENP L E Y F HDUL PN S QD V s S L F L I

321 AATCTGACCACATCCCTCCACTAAATTACTTTCAAAACCTCAAATCAAATGAGTTTGATGCCTCAGTTAGAACTGATTTC 400
E s bH I P PLNYF QNTLK SN EZFDA ASV R T D F

401 ATCTCTTTGATCTCTCAGTTATCCTGTAATTTTGATCCATTTGTGACTTACCTAGCTATCAACTATTTGGATCGCTTCCT 480
I s L I s Q L s$S ¢C N F D P F V T Y L A I N Y L DR F L

481 CGCTAACCAAGGGATATTGCAACCAAAGCCATGGGCAAACAAACTACTTGCAGTAACTTGCTTTTCTCTAGCAGTAAAGA 560
A N Q G I L Q P K P WANKILTILA AUV T C F S L A V K

561 TGTTGAAAACAGAGTACTCTGCTACTGATGTTCAGGCTCTTATGAATCATGGTGATGGTGGTTTCATTTTTGAGACACAA 640
M L K T E Y S A T DV Q A L MNUHG D G G F I F E T Q

641 ACAATAAAAAGAATGGAAGCACTTGTGTTAGGGGCACTACAATGGAGAATGCGTTCCATCACACCTTTCTCTTTCATTCC 720
T I K R M EATL VL GAL QW RMU RS I T PF S F I P

721 TTACTTCACAAATTTGTTTATGCTTGATGATATCACATTAAAAGTTCTAAAAGATCGAACTTCTGAAATTATATTGAAGT 800
Yy rFr T N L F M L DD I T L K V L K DI RT S E I I L K

801 CACAAAAAGATGTAAAGGTTATGGAAATTAAGCCATCTATAGTTGCTGCTTCATCCCTTCTTTATGCTTCACATGAGTTG 880
s Q K DV K VMU ETIIKU®PS I VA AS S L L Y A S HE L

881 TTTCCCTTTCAATATCCATGCTTCT ATAATTTCCAATGGTTCATATGTAAATAAAGAAAGTGGTATGGAGTGCTA 960
F P F QY P CF W G I I $S NG S Y VN KE S GME C Y

961 TAAAGTAATACAAGATATAACGAAGGAGGAGTATGAGTCCATGTTTAATGTGCATTCAAGTTCAGGCACACCGGTTAATG 1040
K v I ¢ D I T K E E Y E S M F N V H S8 S G T P V N

1041 TGTTAGACGAAAATTTTCTAAGCTTGGAAAGTGAAAAAACCAACGGAACCAATGTTGCTCATACTACTATGATACAAGAG 1120
ML DOE N EFLOS L E S E K T N G T NV A H T T M I Q E

1121 AAGCATTTCAAAAGAAGGAAAATTTAAATCATCAATGTTGAAGTACTAGAACAGAAGATAACAACATTTAATCCTTCTGG 1200
K H F K R R K I *

1201 TCCATACAAGAATGATTAATGCTGCTGTAATAGAACAAAAAAAAGTTAAGGTGAGAAAAAAAAAGATACAATAATAGAAT 1280
1281 GAGATAGTGATGGAATTAATGGGAATGTGAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1327

5.2. abra. A Medtr;CYCDG6;1 DNS és szarmaztatott aminosav sorrendje.
A gén szarmaztatott aminosav szekvenciaja egy betlis kéddal van jelélve. A ciklinekre jellemzé
konzervativ ciklin-box sargaval emeltem ki. A kis valoszinliségl esetlegesen PEST régi6é (PESTfind
érték: +0,31) pozicidja 259-280, zold hattérrel jelolt. A kékkel kiemelt peptid régiét hasznaltuk a
specifikus ellenanyag készitéséhez.
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Ez a D-tipusu fehérje mindazonaltal nem tartalmazza az LxCxE konzervativ
motivumot, amely az eddig izolalt D-tipusu ciklinek tobbségében, ahogy a
Medtr;CYCD1;1 fehérje N-terminalis végén is megtalalhaté. A PEST degradacios
motivumot keresé program sem talalt egyértelml, a keresett szignalt kédolo
fehérje szakaszt. Egyedil egy ilyen nagyon kis eshetéséggel prognosztizalt
szakasz talalhato (PESTfind értéke: +0,31) a Medtr;CYCDG6;1 fehérje C-terminalis
végeén.

A teljes Arabidopsis genomban 6sszesen 10 D-tipusu ciklin gént azonositottak
[284]. Az Osszehasonlitd szekvencia analizis a lucerna Medtr;CYCD1;1 és
Medtr;,CYCDG6;1 szarmaztatott aminosavainak az emlitett dsszes ludfii D-tipusu
ciklinekkel a legnagyobb homologiat nem meglepden a ciklin-box 100 aminosav
hosszusagu szakaszan mutatja (5.3. abra). Ezen felll az LxCxE retinoblasztéma
koté konzervalt motivum is megtalalhaté majdnem minden D-tipusu ciklinben az N-
terminalis végén, amint a Medtr;CYCD1;1 fehérjében is. Ez a motivum nem
taldlhatd meg a Medtr;CYCDG6;1 fehérjében, ugyanugy mint a hozza
leghomologabb ludfi CYCDG6;1 fehérijében sem. Az RB-kot6 peptid szakasz
hianyanak a bioldgiai funkcidja ezekben a ciklinekben, még nem tisztazott.

Az ismert novényi CYCD fehérjék filogenetikus torzsfajuk alapjan dsszesen hat
felismerhet6 csoportba rendezédnek. Ezeket az Arabidopsis nevezéktan alapjan
soroltak be [284]. Az eredetileg kilon csoportositott CYCD2 és CYCD4 ciklinek
szekvencia 0sszehasonlitas alapjan nem igazan elkulonitheték, ugyanakkor
jelenleg a funkciondlis analizisik sem ad erre meggy6z6 tampontot [290]. A
filogenetikus  torzsfaban vald  elhelyezkedésuk alapjan  egyeértelmien
megallapithaté, hogy a Medtr;CYCD1;1 a CYCD1 csoportba, mig a
Medtr;CYCDG;1 ciklin a CYCDG6 csoportba tartozik.
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Arath;CYCD1;1
Arath;CYCD2;1
Arath;CYCD4;1
Arath;CYCD4;2
Arath;CYCD3;1
Arath;CYCD3;2
Arath;CYCD3;3
Medsa;CYCD3;1
Medsa;CYCD3;2
Arath;CYCD5;1
Arath;CYCD6;1
Arath;CYCD7;1
Medtr;CYCD1;1
Medtr;CYCD6;1
Konszenzus

--MRSYRFSDYLHMSVSFSNDMD D ESTVDFSSSE
AENIACGETSESWI IDNDDDD- INYGGGFTNEIDYNHQLFAKDDNFGGNG
1.}:.'1'?1..

‘TTNYDILDSTSLLPLLLLEQNLFNE]
KQEPHFTTTIDD!
D

SSQLPSSSLFAEEE]
NS

B e T R e e e e

Arath;CYCD1;1 56 142
Arath;CYCD2;1 71 157
Arath;CYCD4;1 51 138
Arath;CYCD4;2 43 129
Arath;CYCD3;1 67 147
Arath;CYCD3;2 73 156
Arath;CYCD3;3 65 146
Medsa;CYCD3;1 83 170
Medsa;CYCD3;2 75 162
Arath;CYCD5;1 52 134
Arath;CYCD6;1 32 117
Arath;CYCD7;1 51 F E 138
Medtr;CYCD1;1 65 EEHEFKFVEG EEATA YYGFQ M 2 150
Medtr;CYCD6;1 25 IL?ISD;:IPH I A 2 109
Konszenzus 3 E 35
Arath;CYCD1;1 143 D 225
Arath;CYCD2;1 158 N 238
Arath;CYCD4;1 139 K 222
Arath;CYCD4;2 130 h 213
Arath;CYCD3;1 148 EWE 230
Arath;CYCD3;2 157 E 239
Arath;CYCD3;3 147 DI 229
Medsa;CYCD3;1 171 K 253
Medsa;CYCD3;2 163 K 245
Arath;CYCD5;1 135 DI 218
Arath;CYCD6;1 118 3 201
Arath;CYCD7;1 139 E 219
Medtr;CYCD1;1 151 232
Medtr;CYCD6;1 110 4 195
Konszenzus 36 66
Arath;CYCD1;1 226 302
Arath;CYCD2;1 239 319
Arath;CYCD4;1 223 291
Arath;CYCD4;2 214 254
Arath;CYCD3;1 231 314
Arath;CYCD3;2 240 310
Arath;CYCD3;3 230 301
Medsa;CYCD3;1 254 329
Medsa;CYCD3;2 246 321
Arath;CYCD5;1 219 289
Arath;CYCD6;1 202 EFK -SFELCP--LQFPCESNRINQCT M N¥ 270
Arath;CYCD7;1 220 Q! MEDKVCRESIMNLFEQNH| K S!ll’.sisEGRSIIILLQR 289
Medtr;CYCD1;1 233 RNA| PQLRVTARTTIRW 309
Medtr;CYCD6;1 196 EEK IEB S M EYESMFNUHSSSGIBVNY 268
Konszenzus 66 76
Arath;CYCD1;1 302 ---STETRP--SDESSSP-----CKRRKLSGYSWVGL 335

Arath;CYCD2;1 320 LEATCLSYR--SEERTVESCTNSSOSSPDNNNNNNNSNKRRRKQ 361

Arath;CYCD4;1 291 ----CFSFK--THDSSSSYTHLS 308

Arath;CYCD4;2 254 ----LEHLQ--K 260

Arath;CYCD3;1 315 GAEENEKKKPELHLPWATVATP--- 376

Arath;CYCD3;2 311 MRLPS] LDVLSS-PR- 367

Arath;CYCD3;3 302 MRLSSS] FDVLSSSPR- 361

IRVIVGILATATSP 386

VO

VO

Medsa;CYCD3;1 330 TKN
TRN VIVGILATATSP 378

S:
Medsa;CYCD3;2 322 )

Arath;CYCD5;1 290 323
Arath;CYCD6;1 271 302
Arath;CYCD7;1 290 GDVMNMNGDYNVEDLSKIFQIFRYEKKKRDRGNHQDNIRPAKRMTIEMSNYI------------- 341
Medtr;CYCD1;1 310 S--PSS| SSP.YSI.YKKRKLNSCFWVDVI EKKQTR- 358
Medtr;CYCD6;1 269 SEKTNGTNVAHTTMIQEKHFKRRKI 302
Konszenzus 76 s s . mmmmmmm—————— 78

5.3. abra. Az ismert Arabidopsis és Medicago D-tipusu ciklinek szekvencia 6sszehasonlitasa.
A “ciklin-box” régiét a piros vonal jeldli. A konszenzus aminosavakat minimum 65% homoldgia
esetén szinezett hattér jeldli, aminosav egyezés esetén zold, mig hasonlésagnal kék hattérrel. A
LxCxE motivumot (ahol az x barmilyen aminosavat jel6lhet) az N-terminalis végén pirossal emeltiik
ki a konszenzus szekvenciaban. A ciklin elnevezéseket Renaudin és mtsai. alapjan hasznaltuk
[233].
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Heltu; CYCD1;1
- Antma;CYCDI;1
— Medtr:CYCDL:1] | CYCD1
Arath;CYCDI1;1
Orysa; LOC_0Os06g12980
Orysa;CYCD1;51

Orysa;LOC_0Os07g37010
| CYCD6
Arath;CYCD6;1

Arath;CYCDS5;1
Zeama;CYCDS5;1 cYCD5
Orysa;LOC_0s03g42070
Orysa;LOC_0Os12g39830

Zeama;CYCD2;1

Triae;CYCD2;1

Orysa;CYCD
Zeama;CYCD4;1

Cheru;CYCD2;1 CYCD2/4

Arath;CYCD2;1
Nicta;CYCD2;1
Dauca;CYCD2;1
Arath;CYCD4;2
Arath;CYCD4;1
Cheru:CYCD3;1
Nicta;CYCD3;2
Lyces;CYCD3;1
Antma;CYCD3;2
Arath;CYCD3;3
Arath;CYCD3;2
Popal; CYCD3;1
— Arath;CYCD3;1
T Nicta;CYCD3;1
— Lyces;CYCD3;2 cYCD3
Nicta;CYCD3;3
Heltu;CYCD3;1
~ r Medsa;CYCD3;2
Medsa; CYCD3;1
Pissa;CYCD3;1
—— Lagsi;CYCD3;2
Lagsi;CYCD3;1
——— Lyces;CYCD3;3
Poptr; CYCD3;1
Antma;CYCD3;1

Arath;CYCD7;1 | CYCD7
5.4. abra. Az ismert novényi D-tipusu ciklinek filogenetikus torzsfaja.

A torzsfat ClustalWW program segitségével Osszeillesztett szekvencia adatok alapjan a TREECON
program felhasznalasaval készitettik el. A Medtr;CYCD1;1 és Medtr;CYCDG6;1 fehérjék
bekeretezettek. A felismerhet§ 6 CYCD csoport a jobboldaluknal meghuzott vonalakkal vannak
megjeldlve. Az elnevezéseket Renaudin és mtsai. (1996) munkajanak megfeleléen hasznaltuk. A
bal felsé sarokban talalhaté az evolucios tavolsagot jeldld tavolsagi egység. A nevekben szerepld
roviditések a kovetkez6k: Antma, Antirrhinum majus; Arath, Arabidopsis thaliana; Cheru,
Chenopodium rubrum; Dauca, Daucus carota; Heltu, Helianthus tuberosus; Lyces, Lycopersicon
esculentum; Medsa, Medicago sativa; Medtr, Medicago truncatula; Nicta, Nicotiana tabacum;
Orysa, Oryza sativa; Pissa, Pisum sativum; Phypa, Physcomitrella patens; Popal, Populus alba;
Poptr, Populus tremula x Populus tremuloides; Triea, Triticum aestivum; Zeama, Zea mays.

5.1.1. Ellenanyagok készitése a lucerna D-tipusu ciklin fehérjék
kimutatasara

A lucernabdl izolalt két uj és mar ismert Medsa;CYCD3;1 D-tipusu ciklinek

fehérje szintl vizsgalatdahoz megfelelé ellenanyagokra volt szikség. Ezeért
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specifikus peptid szakaszokra tervezett, nyulakban kifejezett poliklonalis
ellenanyag elkészitése mellett dontottunk. A Medsa;CYCD3;1 eredetileg cycMs4-
nek elnevezett ciklint korabban izolaltak [39]. A szarmaztatott fehérjéket program
segitségével analizaltuk, hogy megallapitsuk melyek azok a peptid szakaszok,
amelyek megfelelének tlinnek antigenitasi és fellleti valoszinlséget, és egyéb
fizikai és kémiai tulajdonsagaikat tekintve. Minden ciklin esetében 10 aminosav
hosszu peptid szakaszt valasztottunk ki, amelyeket megszintetizaltattunk és
felkottettink a KLH (“keyhole limpet hemocyanin®) hordozé fehérjére. Ezzel
biztosithatd a megfelel6 immunvalasz elérése, esetinkben az ellenanyag
termelésre kivalasztott nyulakban. Az immunizalasi folyamat intézetink

allathazaban végeztik.

A) B)
AZ‘ csT-D3| TN | A2
woa 1123 4 5 6|7 8 kDa 12 3 4
» N 97,4 —

o — i P — |+ GST-D3 o6 —
45 — a1+ CYCD3;1 45 —
29 — fes) -a» [« CYCD6;1

o o O o o o o o

L == 2 g 2 g

ellenanyag higitasa

5.5.abra. A Medsa;CYCD3;1 és a Medtr;CYCDG6;1 fehérjék affinitas tisztitott ellenanyagainak
specifikussag vizsgalata

A) Az anti-Medsa;CYCD3;1 ellenanyag specifikussag vizsgalata immunoblot technikaval. Az abran
legfeliil a felhasznalt a poliakrilamid-gélelektroforézissel szétvalasztott fehérje mintak eredetét
jeloltik: A2: A2 lucerna sejtszuszpenzids teljes sejtfehérje minta: 1 ,7 ,8 (100 pg); GST-D3: a
Medsa;CYCD3;1 ciklin GST fuzionaltatott bakteridlisan termeltetett tisztitott fehérjéje: 2,3,4 (100ng)
mintanként. Es teljes in vitro nevelt névény fehérje (100ug) kivonata (TN: 5,6 ). Az immunoblot
soran az alul jelzett ellenanyag higitasokban inkubaltuk a membranokat. Az 1. minta esetében az
immunizalt teljes vérszérumot hasznaltuk.

B) Az anti-Medtr;CYCDG6;1 ellenanyag specifikussag vizsgalata peptid telitéses immunoblot
technikaval. A poliakrilamid gélen mintanként 100 ug A2 szuszpenzids teljes sejtfehérje kivonatot
szeparaltunk. Az inkubalas soran az affinitas tisztitott anti-CYCDG6;1 ellenanyagot (1) hasznaltuk. A
3 és 4 mintak esetében az ellenanyagot 1 éran at telitettiik a CYCD6 antigénként illetve a CYCD3
antigénként hasznalt 10 uM feleslegben adott peptidekkel. A 2. mintdt csak a masodlagos
ellenanyaggal inkubaltuk. A molekulasuly markereket mindkét &brarész esetében baloldalon
tuntettik fel.
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A vérszérumokbdl affinitds oszlopokon tisztitottuk ki a megfelelé erésséggel
specifikusan kot6dott ellenanyagokat. Mivel a Medtr;CYCD1;1 esetében nem
kaptunk a peptid ellen megfelel6 immunvalaszt, késébb a GST-CYCD1;1 fuzios
fehérjével folytattuk a nyulak immunizalasat. A tisztitott poliklonalis peptid
ellenanyagok specifikussagat az Medsa;CYCD3;1 és Medtr;,CYCDG6;1 fehérjékre
az 5.5. abra mutatja be. Az abra immunoblot eredménye alapjan az affinitas
tisztitott anti-Medsa;CYCD3;1 ellenanyag felismeri mind a GST-CYCD3 fuzids
fehérjét, mind a lucerna sejtszuszpenziobol szeparalt megfelelé méret fehérjét.

Ugyanakkor egy masik, magasabb molekulatomegl fehérjével is erfsen
keresztreagal az ellenanyag. Az abran lathato, hogy a vérszérum affinitastisztitasra
szukség volt, mert a szérum nagy hatteret adott (5.5.abra /A). Az elvégzett teszt
alapjan az is megallapithatd, hogy mig a gyorsan osztdédd szuszpenzidban jol
kimutathatd, a teljes novényi sejtfehérje kivonatban azonban nincsen detektalhaté
mennyiségben a Medsa;CYCD3;1 fehérje.

Az anti-Medtr;CYCDG6;1 tisztitott poliklonalis ellenanyag szintén felismert egy
megfelel6 méretl fehérjét az A2 lucerna sejtszuszpenzi6 fehérje kivonataban. Az
ellenanyag Medtr;CYCDG6;1 fehérjére specifikussagat telitési kisérlet segitségével
erdsitettuk meg (5.5. dbra /B) Az ellenanyaghoz a felismeré helyeinek lekotésére
az antigénként hasznalt Medtr;,CYCDG6;1 majd kontrollként a Medsa;CYCD3;1
peptideket alkalmaztuk. Amikor az ellenanyag telitéséhez a megfelel
Medtr;CYCDG6;1 petidet adtuk a detektalt jel csaknem teljesen eltlint, ugyanakkor a
Medsa;CYCD3;1 peptid esetében csaknem azonos erésségii jelet kaptunk. igy a
detektalt lucerna CYCDG6;1 fehérjére az ellenanyag specifitdsa az A2 szuszpenzids

fehérje mintakon megfelelébnek mutatkozott.

5.1.2. Az Medtr;CYCDG6;1 fehérje mennyisége a kiilonb6z6 lucerna
részekben
A kovetkezOkben megvizsgaltuk a Medtr;CYCD6;1 fehérje szovet
specifikussagat, hogy megallapitsuk, lehet-e a fehérjének szdvetre jellemzd
funkcidja. A kulénb6z6 lucerna részekbdl szarmazoé fehérjemintak immunoblotja
soran az eredmények szerint elsésorban olyan szdévetekben detektalhatd a fehérje,

melyekben gyakori a sejtosztodasok szama (5.6. abra). igy a legaktivabban
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0sztodo gyokeércsucs és hajtascsucsbol szarmazo fehérje kivonatok tartalmaztak a
legnagyobb mennyiségben a Medtr;CYCDG6;1 fehérjét. A sejtosztédassal vald
Osszeflggést az is alatamasztotta, hogy a szintén gyorsan osztédd lucerna
sejtszuszpenzidkban is nagy mennyiségben detektalhatd a fehérje, hasonldéan a M.
truncatula és a M. sativa sejtszuszpenziok esetében. Az expresszidos eredmények
alapjan feltételezhet6, hogy a Medtr;,CYCDG6;1 fehérje altalanos sejtosztédashoz
kotott funkcidval rendelkezhet lucernaban. Ez a megfigyelésink egybevag a
novenyi D-tipusu ciklinekkel kapcsolatban kozolt adatokkal, miszerint ezek
transzkriptje els6sorban a merisztematikus szovetekben halmozadik fel [185, 238].
igy a D-tipusu ciklinek kdzvetithetik a kiilsé forrasbol érkezé fejlédési, ndvekedési
jeleket a sejtciklus kdzvetlen szabalyozasaba [52].

Gy Gycs Sz L Lny Hes V F Ts Ss

5.6. abra. A Medtr;CYCDG6;1 ciklin mennyisége kiilonb6zd lucerna részekben.
A jelolések a kovetkezok: Gy: gyokér, Gycs: gyokér cslcs, Sz: szar, L: levél, Lny: levélnyél, Hcs:
hajtascsucs, V: virag, F: 3 hetes telies névény, Ts: Medicago truncatula sejtszuszpenzio, Ss:
Medicago sativa sejtszuszpenzio.

5.1.3. Medtr;CYCDG6;1 ciklin fehérje mennyisége szinkronizalt lucerna
A2 sejtszuszpenziéban

A kovetkezOkben természetesen kivancsiak voltunk a Medtr;CYCDG6;1 fehérje
mennyiségének sejtciklus fuggésére. A vizsgalatra a laborunkban jol mikédé
Medicago sativa sejtszuszpenzié szinkronizacios moddszer megfelelének
mutatkozott, mivel a Medtr;CYCDG6;1 fehérie a szuszpenziés mintakban is jol
detektalhaté volt. A hidroxiurea szinkronizalt mintak immunoblotja alapjan a
ciklizalo sejtekben a Medtr;CYCDG6;1 fehérje mennyisége kozel egyforma (5.7.
abra). Csak a G2/M sejtciklusos fazisban lathatd némi fehérje mennyiség
csOkkenés, ott, ahol a G1/S sejtek is a legkisebb szazalékban fordultak el6. A
novenyi D-tipusu ciklinekrél sokaig azt gondoltak, hogy szabalyoz6 szerepuk
els6sorban a G1 fazison keresztll érvényesul, a kulsé novekedési szignalok
tovabbitasban, hasonléan az allati sejtciklusban megfigyeltekhez [184, 188, 239].

Azonban az utébbi években mar tébben igazoltak, hogy a ndvényi D-tipusu ciklinek
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kozott vannak a G2/M fazisokban is kifejez6déek illetve kimutathatd a fehérjéhez
kapcsoldédd hiszton kinaz aktivitdsa. Mindemellett sejtciklus soran folyamatosan
expresszalodd D-tipusu ciklinek is vannak [154, 264]. A Medtr;CYCD6;1
legkdzelebbi ludfi homoldgja a “microarray” adatok alapjan G1/S hataran mutatja a

legnagyobb expressziodt, de fehérje szintli vizsgalatbol még nem jelent meg adat
[185].
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5.7. dbra. A Medtr;CYCDG6;1 fehérje mennyiségének valtozasa szinkronizalt lucerna
sejtszuszpenzioban.

A) A Medtr;CYCDG6;1 és Medsa;CDKB2;1 fehérje szinteket immunoblot segitségével detektaltuk a
jelzett fehérjék ellenanyagait hasznalva. A hidroxiurea blokk eltavolitasa utan a mintakat
kétoranként a jelzett idépontokban gydijtéttik be. Az immunoblotokhoz egyenlé mennyiségi teljes
fehérje kivonatot tartalmazé mintasort szeparaltunk SDS-poliakrilamid gélen. A jelzett id&pontokban
(kétorankeént) vett mintak aramlasos citometriai vizsgalatabol szamitott sejtciklus fazisait a nyilak
mutatjak. ME: mosas el6tt vett minta. B) A szinkronizacios kisérlet sejtmintainak &ramlasos
citometriaval és a Modfit program segitségével szamitott sejtciklus fazis eloszlasa.

5.1.4. A Medsa;CYCD3;1 és Medtr;CYCDG6;1 ciklinek sejtmagi
lokalizaciot mutatnak

Az allati D-tipusu ciklinek sejtmagban lokalizaltak, itt az LxCxE RB-ko6td

motivumon keresztul kdzvetitik a CDK/ciklin komplex magi szubsztratjanak, a
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retinoblasztoma fehérjének a foszforilaciojat [174]. A két lucerna D-tipusu ciklinre
elkészult megfeleld ellenanyagok segitségével lehet6ség nyilt szamunkra is, hogy
megvizsgaljuk a sejten bellli elhelyezkedésuket. Az immunolokalizaciéhoz az A2
sejtszuszpenziobol szarmazd sejteket valasztottuk, amelyekben mar kimutathatd
mennyiségben tudtuk detektalni mindkét fehérjét immunoblot segitségével. Az
immunolokalizaciéval mindkét ellenanyag esetében jellemzéen a magban
kimutathatd jelet kaptunk (5.8. abra). Ennek megfeleléen a Medsa;CYCD3;1
esetében valdszinlsithetd, hogy az allati D-tipusu ciklinekhez hasonldan
ténylegesen az RB fehérje homoldgok foszforilacidjaban is szerepe van. A
feltevésunket a dohany CYCD3 esetében medfigyeltek is alatamasztjak. Ami
bemutatja, hogy a CYCD3 ciklinekhez kapcsolodott komplex képes foszforilalni a
névényi retinoblasztdma-homolégot in vitro [154]. A Medtr;CYCDG6;1 esetében,
amelynek legkozelebbi ludfii megfeleldjébdl is hianyzik az RB-k6t6 motivum,
feltételezhetd, hogy az RBR novényi fehérjét nem tudja foszforilalni. Eddig a D6-os
ciklinekkel kapcsolatos ilyen iranyu tovabbi eredmények sem lattak napvilagot,
ezért az RB-kot6 régio hianyabdl addédd feltehetbéen megvaltozott szerepének

magyarazatara tovabbi vizsgalatok sziukségesek.

5.8. abra. A Medsa;CYCD3;1 és Medtr;CYCDG6;1 fehérjék immunolokalizaciéja.
A bal oldali képeken lathato a jelolt fehérjék sejtmagi lokalizacidja. A jobb oldali képek az azonos
mintak DAPI festett képei.

CYCD3;1

CYCD6;1
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5.1.5. D-tipusu ciklinek és CDK kinazok kolcsonhatasainak vizsgalata

A cdc2-homoldg kinazok foszforilacids aktivitdsahoz szikséges, a megfeleld
ciklin partnerekhez torténé kotédés. A CDK-k ciklin kdlcsOnhatéinak azonosito
vizsgalata alapvet6 fontossagu, ahhoz hogy kodzelebb kertljunk a komplexeik
pontos funkcidjanak megértéséhez. Mivel két altalunk ujonnan izolalt D-ciklint is
éleszté kettés-hibrid segitségével izolaltunk kézenfekvd volt kdlcsdnhatasaiknak
ebben a rendszerben torténd visszaellenérzése. Ennek megfeleléen elvégeztik az

atfogo kolcsdnhatas feltarasokat az élesztd kettés-hibrid segitségével (5.9. abra).
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5.9. abra. Az éleszt6 kettds-hibrid kdlcsonhatas vizsgalatok lucerna CDK-k és D-tipusu
ciklinek kozott.
A) A PJ69-4A éleszt6 telepek triptofant, leucint, adenint és hisztidint nem tartalmazé taptalajon
néttek. A folyadék kultiraban meghatarozott relativ névekedési értékek szintén fel vannak tiintetve.
B) A koélcsOnhatasok relativ er6sége a B-galaktozidaz aktivitas alapjan. Az éleszt6be transzformalt a
CDK kinazok a pGBT9 vektorba a kdlcsbnhatas vizsgalatahoz a masik partnerek a pGAD424
vektorba voltak klénozva. Zeama;CKS: az éleszté CDK két6 suc1 kukorica homolégja.

adenint és hisztidint sem tartalmazo taptalajon is nének, ha kapcsolat alakul ki a
vizsgalt fehérjék kozott. A kdlcsdnhatasok er6sségének relativ meghatarozasara a
B-galaktozidaz enzim aktivitasabol lehet kdvetkeztetni. A CDK kinazokat a pGBT9
vektorba, mig a vizsgalt kolcsonhatdokat a pGAD424 vektorba klonoztuk. A kettds-

hibrid matrix eredményei alapjan megallapithatd, hogy a D-tipusu ciklinek eltéré
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er6sséggel kapcsoldédnak a vizsgalt CDK kinazokhoz. A CYCD1;1 ciklin eltér6
intenzitassal de mind az A-, mind a B-tipusu CDK-kal kdlcsdnhatasba lépett. Ezért
a Medtr;CYCD1;1 fehérjének szerepe lehet mind a két tipusu CDK aktivalasaban.
A Medtr;CYCD1;1 gén G2/M fazisba is atnyuld expresszidja alapjan az is
valoszinlsithetd, hogy idében atfed a B2-tipusu CDK kifejez6désével és igy képes
azt is aktivalni [196]. A kozolt irodalmi adatokban ma mar tobb ilyen D-tipusu ciklint
is jellemeztek, amelyek hasonldéan kotédnek az A- és B-tipusu CDK kinazokkal in
vitro kisérletekben [154, 161]. Az éleszt§ kettds-hibrid kolcsdnhatas alapjan
feltételezhetd, hogy a CDKB2;1/ciklin komplexnek szerepe van a miozin
foszforilaciéjaban. A tengeri sin embridban a kortikalis citoszkeleton-kotott miozint
aktivald foszforilacion megy at az anafazis és telofazis soran [258]. Vizsgalataink
alapjan ezzel egybehangzdan a Medsa;CDKB2;1 aktivitasa az emlitett sejtciklusos
fazisokban még magas. A CYCDG6;1 fehérje azonban csak az A-tipusu CDK-kal
mutatott er6s kapcsolodasi képességet. A CYCD3;1 ciklin csaliként a kettés hibrid
rendszerben felhasznalva egyetlen ciklin-CDK kolcsdnhatast sem sikerult

detektalnunk.

5.1.5.1. Az in vitro transzlalt CYCD3;1 fehérje kotéodése a CDKA1;1 kinazhoz

Munkank soran kerestunk olyan hasznalhatd kisérleti rendszert, amelyben
megfelel6 modon in vitro kdlcsdnhatas vizsgalatokat tudunk elvégezni a kett6s-
hibridben meghatarozott kapcsolatok alatamasztasara, illetve a Medsa;CYCD3;1
ciklin esetében a hianyzo6 ismeretek potlasara. Kisérleti metédusként a Promega
ceég kinalta TNT rendszert valasztottuk, mivel tobbek koz6tt a radioaktiv jeldlésnek
kOszOnhetéen nagy kimutatasi érzékenységet tud biztositani. A modszer
kiprobalasat a csoportunkban korabban izolalt B-tipusu CDK kinazok vizsgalataval
kezdtik. A moddszer hasznalataval a kivant cDNS szakaszokrol a megfelel
fehérjét >°S-metionin  jelenlétében a nydl retikulocita sejt lizatumaban
parhuzamosan a transzkripciot kovetéen transzlaltattuk. A 5.10. abra szemlélteti,
hogy mig az in vitro transzlalt fehérje az immunoblot segitségével nem volt
kimutathaté, az azonos membran autoradiogram képén a termeltetett fehérje
immunoprecipitalas utan is detektalhatdé. Az 5.10. /A abra immunoblotjanak IP

mintajaban az immunoprecipitacié soran kikotott ellenanyag nehéz lancanak 50
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kDa magassagban megjelend erés detektalasa lathatd. Korabban mar igazoltunk,
hogy a Medsa;CDKB2;1 fehérjét is koti a p13suc1, az élesztébdl szarmazd
altalanos CDK kotési képességgel rendelkezd fehérje, mig a Medsa;CDKB1;1
kétédése nem volt kimutathatd az azonos kisérletben. A 3*S-Metionin jeldlt mindkét
B-tipusu fehérjénél sikerult igazolni a kisérleti rendszerlink segitségével, hogy a
transzlalt fehérjéket in vitro kéti a Sepharose-p13suc1 agy (5.10. abra /C). Ennek
megfeleléen az éleszté kettés-hibrid kdlcsdnhatasi kisérletben is kapcsolddott
mindkét B-tipusu vizsgalt CDK a suc1 homoldg kukorica CKS-el (5.9. abra). Ezzel
egybehangz6 eredményre jutottak ludfliben is a CKS1At fehérje esetében, mert a
fehérje mind az A- mind a B-tipusu CDK-val kdlcsonhatott in vitro [48].

A) Immunoblott B) Autoradiogram
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5.10. abra. Az in vitro transzlalt B-tipustu lucerna CDK-k kotédnek a p13suc1 fehérjéhez.
A) A TNT rendszerben in vitro transzlalt Medsa;CDKB2;1 fehérje immunoblotja. B) Az A) abrarész
autoradiogramja. A Medsa;CDKB2;1 fehérjét a nyilak jelélik. C) A TNT rendszerben in vitro
transzlalt B1- és B2- tipusu kinazok kikéthetdk a nyul retikulocita sejtlizatumbdl. Jeldlések: in vitro
transzlalt mintak (IVT), immunoprecipitalt minta (IP), p13Suc1 kététt minta (PK), feliluszo (F). A
molekulasuly markerek a képek bal oldalain vannak berajzolva.

Mivel az élesztd kettbs-hibrid rendszer segitségével a Medsa;CYCD3;1 fehérje
CDK kolcsonhatdinak keresésekor nem kaptunk egyértelmi eredményt, ezeért

tovabbiakban a CDK-k transzlalasi és funkcionalis vizsgalataval tesztelt rendszer
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segitségével probaltuk a lehetséges CDK partnerét azonositani. Kezdeti
kisérleteink soran ugy talaltuk, hogy egyes transzlalt ciklinek a lizatumban talalhaté
nyul CDK-val is képesek voltak kolcsonhatni. Ezért a kotési kisérletekben a
kialakult CDK-ciklin komplexet a specifikus ellenanyag segitségével
immunoprecipitaltuk. A bemutatott kisérlet alapjan megallapitottuk, hogy a lucerna
CYCD3;1 és a CDKAA1;1 fehérjék in vitro kdlcsénhatnak (5.11. abra). A 5.11. abra
/A 3. mintdjaban joval kevesebb jelolt CYCD3;1 fehérje tudott kapcsolddni,
feltehetben azért, mert a fehérjekivonatban az eredetileg meglévé CDK/ciklin
komplexek mellett kevés szabad CDK-hoz tudott kétédni a hozzaadott CYCD3;1.
Azon mintakban, ahol az elegy tartalmazott lucerna A2 fehérje kivonatot a vartnak
megfeleléen nagy hiszton kinaz aktivitast kaptunk. A csak bakterialisan kifejeztetett
és ciklin partner nélkili CDK-nak a vartaknak megfeleléen nem volt hiszton H1
kinaz aktivitasa, ami kétségtelenll alatamasztja a ndvényi CDKA aktivitasanak

ciklin flggését.
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5.11. abra. Medsa;CDKA1;1 és a Medsa;CYCD3;1 fehérjék in vitro kdlcsonhatasanak
vizsgalata.

A) Az in vitro TNT rendszer segitségével kifejeztetett 35S-metionin jeldlt Medsa;CYCD3;1 fehérje a
GST-CDKA1;1 lletve a teljes A2 fehérie extraktum a B) abrarész tablazataban jelolt
Osszeadllitdsanak megfelel6en jégen 1 oran keresztil inkubaltuk. Az anti-CDKA1;1 ellenanyaggal
kotott (IP) és SDS-poliakrilamid gélen szeparalt mintainak radiogramja. B) Az anti-
Medsa;CDKA1;1/2 ellenanyaggal immunoprecipitalt hiszton H1 kinaz aktivitdsok. A tablazatban a
mintak kisérleti 6sszetevdit jeloltiik, GST-CDKA1;1 (1ug), CYCD3;1 (in vitro transzlacios lizatumbol
4 ul), Teljes sejtfehérje (100 ug A2 lucerna sejtfehérje kivonat)

5.1.5.2. A Medsa;CYCD3;1 és Medsa;CDKB2;1 fehérjék szinkronizalt
mintakbadl sejtciklus fliggd hiszton H1 kinaz aktivitast kotnek

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy az el6z6ekben bemutatott kisérlethez

képest forditott helyzetben a bakteridlisan kifejeztetett a fuzios GST partneren
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keresztul tisztitott CYCD3;1, a lucerna fehérje extraktumbdl képes-e a teljes
fehérje extraktumokbdl kinaz fehérjével kapcsolodni, és ez az aktivalédas hogyan
fugg Ossze a sejtciklus fazisaival. Ezért a kisérlet soran a hidroxiurea szinkronizalt
A2 lucerna sejtek teljes fehérje extraktumaval inkubaltuk a fuziés Medsa;CYCD3;1
fehérjét. A kotést kdvetden hiszton H1 kinaz vizsgalattal hataroztuk meg a komplex
aktivitasat. A CYCD3;1 ciklin kotott mintdkban a hidroxiurea kimosasat kovet6 6.
oras mintaban adott a legmagasabb kinaz aktivitast. Azaz a ciklin a G1/S atmenet
soran tudott az abban a fazisban aktivalt CDK-val kapcsolodni, amely lucernaban a
CDKA1;1/1;2 kinazt jelentheti. Ezt a kotést tamasztja ala a CDKA1;1 és CYCD3;1
fehérjéknek el6z6ekben bemutatott in vitro kdlcsdnhatasi képessége a (5.11. abra).

Ugyanakkor megvizsgaltuk, hogy forditott helyzetben az A-tipusu CDK
aktivalédasahoz hasonléan (5.11. abra) a GST fuzionalt B-tipusu CDKB2;1 is
aktivalhaté-e a fehérje extraktumbdl feltehetéleg hozza kapcsolédott ciklin
partnernek, illetve szikséges modositasnak kdszonhetéen (5.12. abra). A
szinkronizalt mintasorbdl a CDKB2;1 aktivalodasa a ra jellemz6 fazisokban tortént
meg, azaz a mitotikus sejteket tartalmazé fazisban nétt meg a kinaz aktivitas. Az
alternativ mddszer soran tehat az egyik bakterialisan termeltetett és tisztitott
fehérje partner teljes sejtfehérje extraktummal valé kolcsOnhatas eredményeit
latjuk, melyet az allati kutatasok soran alkalmaztak el6szor [217].

A D-tipusu ciklin/CDK kolcsdnhatas és aktivaldodasi vizsgalatainkat
Osszegezve megallapithatjuk, hogy a CYCD3 lucerna ciklin in vitro kdlcsénhat az
A-tipusu CDK-val, a kialakult komplexnek a sejtciklus G1/S fazisanak
szabalyozasaban lehet szerepe. Ezt tamasztja ala az ciklin G1-fazisos expresszios
adata is, illetve az, hogy a fehérje G1-ciklin hianyos mutans éleszt§ torzsek
komplementaciéjara képes [39]. Mivel a CYCD3 lucerna ciklin tartalmazza a
retinoblasztoma kot6é LxCxE fehérje motivumot feltehetbleg szerepet jatszik az
RBR fehérje foszforilaciéjaban, igy a G1/S atmenet szabalyozasaban.

A  Medtr;CYCD1;1 esetében az élesztd§ kettds-hibrid eredményekre
tamaszkodva feltételezhetjik, hogy a B2 tipusu, ndvény specifikus CDK-val is
kdlcsbnhat. Ezek alapjan valészinlsithetd, hogy tobb mas jellemzett D-tipusu
névenyi ciklinhez hasonldéan szerepet kap a mitézisban is [185, 264]. Az RB-koté

szekvencigjanak  koszonhetéen a Medtr;,CYCD1;1/CDK komplexnek a
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retinoblasztoma fehérje is szubsztratja lehet, késdbbiekben bemutatott kisérletiink
eredménye is demonstralja, hogy a Medsa;CDKB2;1 képes in vitro foszforilalni a
lucerna RBR fehérje C-terminalis végét (5.16. abra /B).

A CYCDG6;1 lucerna ciklin feltehetbleg szintén szerepet kap a merisztematikus
szovetek sejtciklus szabalyozasaban. A szinkronizacios és élesztd kettés-hibrid
kotédési képessége alapjan feltehetéleg a G1 fazisban lehet szerepe a CDKA
kindz aktivitasanak és szubsztratjanak meghatarozasaban. A Medtr;,CYCDG6;1
immunoprecipitalt formaban kisérleteink soran nem volt képes sem a hiszton H1
sem, az RB fehérjét foszforilalni. Ez utdbbi magyarazhaté azzal, hogy a
Medtr;,CYCDG6;1 nem tartalmazza az RB koété motivumot. Egyelére tovabbra is
érdekes kérdés marad, hogy mik a ludfiit CYCDG6 csoportba tartozé ciklinek aktiv

komplexeinek valdésagos szubsztratjai.

| GST-CDKB2; 1 . GST-CYCD3:1 |
- .. "I T E = Hiszton H1
Idé(ora) 0 6 9 12 18 24 0 6 9 12 18 24

5.12. abra. A GST-CDKB2;1 és a GST-CYCD3;1 fuzionalt fehérjék sejtciklus fiigg6 hiszton
kinaz aktivitast kotnek a szinkronizalt mintakbol.
A mintakat a 10 mM hidroxiurea kimosasat kdvetben a jelzett id6pontokban vettik a lucerna A2
sejtszuszpenziobdl. A bakteridlisan kifejeztetett és Glutation Sepharose-4B agyon tisztitott fuzids
fehérjéket a teljes sejt fehérje kivonattal inkubaltuk. A kinaz reakciéhoz hiszton H1 fehérjét adtunk,
mint szubsztratot, majd SDS-poliakrilamid gélen szeparaltuk. A jelet autéradiografiasan detektaltuk.

5.2. A lucerna retinoblasztoma-homolog fehérje jellemzése

Az irodalmi bevezetében emlitett mdédon a retinoblasztoma tumor szupresszor
fehérje kozponti szerepe az Aallati sejtciklus szabalyozasaban illetve a
differencialédasban és fejlédés szabalyozasaban mar atfogoan jellemzett. Az
utobbi évek megjelent kdzleményei alapjan a névényi RB fehérje homoldg kutatasa
is egyre szeélesedik és az allati homolégjahoz hasonléan, egyre jobban
korvonalazodik a hasonldan fontos 6sszetett kdzponti szabalyoz6 szerepe, mind a

sejtciklus, a differencialodas és a kromatin atalakitasanak szabalyozasaban [195].
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A csoportunkban is sikerllt tobb RB-homolog gént izolalni és tanulmanyozni rizsbdl
és lucernabdl [169].

5.2.1. A retinoblasztéma fehérje kimutatasa lucerna
sejtszuszpenzidban

Az MsRBR1 gén fehérje szintl vizsgalatahoz specifikus ellenanyagra volt
szlkségunk, el6éallitasahoz a teljes, bakteridlisan kifejeztetett, N-terminalisan hat
hisztidint tartalmazé fuziés RBR fehérjét kivantuk felhasznalni. A fuzidés fehérje
tultermelésénél azonban nehézségek adodtak, elsésorban a nagy mértéki
degradalédasanak kovetkeztében. igy egy kisebb méretii C-terminalis fragmentet
tartalmaz6 GST-RBR-Cterm fuziés fehérjét probaltuk az immunizalashoz
felhasznalni. A termeltetés és tisztitasi munka soran sikerult tobb mg fuzios
fehérjét elballitani, azonban a GST fuzids partnertél valé lehasitas soran a levagott
C-terminalis fehérje instabilnak mutatkozott és nagy része a GST fehérjérdl szintén
degradalédott és a hasitas utan kis mennyiségben maradt (5.13. abra / B). igy a
trombinos hasitas kovetkeztében a kivant fehérje nagy részét elveszitettik, és
nem maradt megfeleléen felhasznalhaté antigén az immunizalashoz. Végul
azonban, miel6tt RBR peptid ellenanyag immunizalasi munkaba kezdtunk volna,
Bakd LaszIétél kaptunk a ludfi RBR C-termindlis fehérje szakaszara készult
ellenanyagot, amely felismerte a lucerna 1025 aminosav hosszu, szamitottan 114
kDa tomegli MsRBR1 fehériet (5.14. &bra). A lucerna MsRBR1 gén
kifejez6désében az expresszios adatok alapjan nincsen nagy eltérés a vizsgalt
kilonb6z6 novényi szdvetekben, amint a sejtszuszpenzidbdl és levélmintakbdl
szarmazo mintak is kozel egyforma MsRBR1 mRNS mennyiséget tartalmaztak
[169]. Ezzel egybehangzdéan a Iudfibél szarmazé GENEVESTIGATOR
adatbaziban az AtRBR1 gén konstitutiv kifejez6dése talalhato a vizsgalt kilonb6z6
névényi részekben [169]. Erdekes médon azonban az MsRBR1 fehérjeszint
detektalasok soran a teljes méretli fehérjét csak a gyorsan 0sztdédoé szuszpenzidbdl

sikerult kimutatni.
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5.13. abra. A bakterialisan tultermeltetett GST-RBR-Cterminalis fuzios fehérje kifejeztetése és
tisztitasa.

A) A flzios fehérje tisztitasanak lépései. Az expresszios plazmidot tartalmazé baktériumtorzs
indukcio el6tti (), utani (1), a feltaras utani fellluszé valamint a kétés utani eliciéos mintak SDS-
poliakrilamid szeparalasa és PVDF membranra blottolt Ponseau festett képe. B) A fuziés GST-
RBR-Cterm fehérje trombin hasitasi képe. A mintakat SDS-poliakrilamid gélen szeparaltuk és PVDF
membranra blottoltuk, majd a fehérjéket Ponseau-val festettiik. A fehérjéket nyilakkal jeldltik. Az
inkubalasi idéket a membran felett adtuk meg. A fehérje molekulasuly markerek az elsé
mintasorban futottak és kDa-ban vannak megadva.

Ez természetesen jelentheti, hogy a kulonb6zé szovetekben eltérd a fehérje
stabilitasa illetve a sejtek feltardsa soran a normal novényi szdvetekben
degradalodik a kimutathatdésagi szint ala a retinoblasztoma-homolog fehérje.
Azonban még tovabbi vizsgalatok szikségesek az egzakt valasz megadasahoz.
Mindenesetre a Medicago A2 és a Mt-108 sejtszuszpenzidkban immunoblot
segitségével detektalhatd a lucerna RBR fehérje teljes méretl és tobb jellegzetes
rovidebb, feltételezetten degradacios terméke, melynek szerepe még nem ismert
(5.14. abra). Az eml6sok esetében megfigyelték a defoszforilalt pRB hasitédasat
egy hasonl6 68 és egy 48 kDa méretli szakaszra, amely az apoptozisos
folyamatokban jatszik szerepet [4]. Az immunoblot alapjan az is megallapithato,
hogy a gyorsabban osztéddé A2 lucerna sejtszuszpenzioban mar a 100 pg

sejtfehérje kivonatbdl j6l detektalhato a teljes méretli RBR fehérje, mig a Medicago
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truncatula lassabban 0szt6do sejtszuszpenzidjaban nagyobb kiindulasi 6sszfehérje

tdmeg esetén kaptunk hasonlé erdsségu jelet.
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5.14. abra. A lucerna RBR fehérje detektalasa A2 és Mt-108 sejtszuszpenzioban.
A szeparalashoz a feltiintetett szuszpenziés lucerna fehérje kivonatokbdl (Medicago sativa A2,
Medicago truncatula MT-108) a mintak felett jelzett mennységeket szeparaltunk SDS-poliakrilamid
gélen. Ellenagyagként az anti-AtRBR antitestet hasznaltuk. A molekulasuly markereket az abra bal
oldalan jeloltik.

5.2.2. A lucerna RBR fehérje mennyiségének sejtciklus fliggo valtozasa

A tovabbiakban a lucerna sejtszuszpenzioban is megfeleléen mikodé
ellenanyag segitségével megvizsgaltuk az MsRBR1 fehérjeszint sejtciklus
flugg6ségét (5.15. abra). Az eredmény alapjan az RB-homolog fehérje mennyisége
kissé valtozott a hidroxiurea blokkolas és a kimosasa utani sejtosztédasi ciklusok
haladtaval. A 36 oras hidroxiurea blokk kimosasat kovet6en kissé nétt az RBR
fehérje mennyisége a G2/M fazis hataraig, ami utan a mitozis fazisaban jol lathaté
a fokozatos csokkenése a kovetkez6 G1-fazisig. Ugyanakkor az abran csillaggal
jelolt feltételezett RBR foszforilacios formanak az S-t6l a G2-fazisig tartd
sejtciklusos szakaszokban detektalhatd a mennyiségi novekedése.

A késbtbbiekben bemutatott kettds blokkolt szinkron kisérletinkben szintén
megnéztik az RBR fehérje szint valtozasat (5.25. abra /A). Az anti-RBR
ellenanyaggal detektalt jelek hasonlé mintazatot adtak. A hidroxiurea kimosasa
utan a G1/S atmenet szakaszdban a legmagasabb és a kovetkez6 G1 fazisra
teliesen lecsdkken az RBR fehérije mennyisége. Erdekes médon a masodjara
roscovitin blokkolt sejtek esetében késleltetve, de szintén csdokkent a fehérje

mennyisége, mig a kolhicin gatolt sejtekben az MsRBR1 fehérjébdl végig tobb volt
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jelen. Eddig ludfiben az RBR fehérje szintjének sejtciklusos vizsgalatat még nem
mutattak be.

A “mikroarray” technika segitségével azonban a szinkronizalt ladfi
sejtszuszpenzidban szintén egy a G1/S kimosast kdvetd megnovekedett mRNS
szintet detektaltak, ami aztan visszaesik és a rakovetkez6 ciklusban csak kisebb
eltéréseket mutat a sejtciklusos fazisok elérehaladtaval [185]. Reverz
transzkripcios PCR technikat alkalmazva az AtRBR1 expresszidjanak szintén csak
kisebb a G1/S fazisokban valdé megndvekedését talaltak szinkronizalt ludfi
sejtszuszpenziéban [189].
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5.15. abra. Az MsRBR1 fehérje mennyiségének valtozasa a hidroxiurea szinkronizalt lucerna

A2 sejtszuszpenzidéban.
A) A hidroxiurea blokkolt A2 lucerna sejtszuszpenziébdl a mosas el6tt (ME) és utan két éranként
vettlk a mintdkat, a jelzett id6pontokban. Az azonos mennyiségli fehérje mintakat SDS-
poliakrilamid gélelektroforézises szeparalas utan PVDF membranra transzferaltuk. Az MsRBR1
fehérjét az anti-AtRBR ellenanyaggal detektaltuk. A nyil a telies méretii RBR fehérjét jeldli. Az
immunoblot alatt a nyilakkal a sejtek sejtciklusos fazisait jeloltik. B) A szinkronizacios kisérlet
sejtmintainak aramlasos citometriai mérései. A molekulasuly markereket az abra bal oldalan
jeloltik.
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A kettbés blokkolt szinkron kisérlet soran is medfigyelhetd a feltételezett
MsRBR1 hiperfoszforilacios formaja, amely a mitézis kezdeti fazisaiban biztosan
megmarad (5.25. abra /A). Az egyszeri hidroxiurea szinkronizalt sejtkulturaban
ugyanez a fehérjeméret szintén jelen maradt a vizsgalt mintakban, sét a kisebb
méretli RBR fehérjéhez képest jelentésen nétt az aranya. Az RB fehérjének
hasonldéan ezt a mitézis végéig megmaradé hiperfoszforilacios allapotat az human

vizsgalatoknal korabban igazoltak [294].

5.2.3. A- és B-tipusu CDK komplexek egyarant foszforilaljak a lucerna
RBR fehérjét in vitro

Az irodalombdl jol ismert, hogy a retinoblasztoma fehérje foszforilacids
szubsztratja a G1/S fazisban az aktiv CDK/ciklin komplexeknek. A retinoblasztéma
azon fehérjék kozé tartozik, amelyrdl bizonyitott, hogy szamos CDK in vivo is
foszforilalja. Ebben a folyamatban, az emberi sejtekben a CDK2/4/6 kinazok
komplexei vesznek részt [274]. Ennek megfeleléen a retinoblasztoma fehérje
sejtciklus fuggben foszforilalodik, mig a G1 fazisban hipofoszforilalt, addig az S
fazisba lépéskor a hiperfoszforildlt formaja jelenik meg. Az RB fehérje
foszforildltsaga meg is marad a G2 folyaman egészen az M fazis végéig [294]. A
dolgozatomban kés6bb bemutatasra kerul6 kettds blokkolt szinkronizacios
kisérleteinkben, mi is azt tapasztaltuk, hogy a szinkronizalt lucerna sejtekben
valtozik a feltehetéen hiperfoszforilacios jelet adé RBR fehérje mennyisége a
kilonb6zd sejtciklusos fazisokban (5.25. abra /A). Az RBR fehérje CDK okozta
hiperfoszforilaciot valészinlsiti az is, hogy a specifikus CDK inhibitor
alkalmazasakor, a roscovitin kezelt mintakban a megfelel6 magasabb jel nem volt
detektalhaté (5.25. abra /A). A ndvényi RBR foszforilaciés aminosav helyeinek
szamitogépes vizsgalata alapjan is tobb prediktalhaté CDK konszenzus
foszforilalhatéo aminosav talalhato (5.1. tablazat).

Csoportunkban korabban bizonyitottuk, hogy a human RB fehérje C-terminalis
végét a CDKA1;1/1;2 immunoprecipitalt komplexe képes in vitro foszforilalni, mig a
CDKB komplexek nem [190]. Ugyanakkor kérdés maradt, hogy vajon a novényi
retinoblasztoma homolégot a B-tipusu noévény specifikus CDK kindz képes-e

foszforilalni. Ez a kérdés azért is volt érdekes, mert amint azt az éleszté kettds-
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hibrid adatokbdl is megallapitottuk, a B-tipusu CDK kinazok kdlcsonhatottak a
Medtr;CYCD1;1 fehérjével is. Ebben a D-tipusu lucerna ciklinben szintén
megtalalhaté az RB-ko6té motivum, ami lehetévé teszi a CDK komplexének, hogy
az RBR fehérjét foszforilalni tudja. Ennek megallapitasahoz elvégeztik a
csoportunkban klénozott Medicago sativa RBR1 fehérjéjének az in vitro

foszforilalhatosagi vizsgalatat (5.16. abra /B).

MsRBR1 foszforilacié helyek
Aminosav CDK Valé§zi[1ﬁségi
érték
$-382 cdk5 0.57
5-389 cdc2 0.55
$-392 cdk5 0.68
$-396 cdk5 0.59
5-602 cdc2 0.57
$-610 cdc2 0.54
$-674 cdk5 0.56
$-694 cdk5 0.62
s-721 cdk5 0.62
5-838 cdk5 0.58
5-885 cdc2 0.57
5-905 cdk5 0.61
5-909 cdk5 0.66
$-918 cdk5 0.62 MsRBR1
$-931 cdk5 0.56 C-terminalis
5-936 cdc2 0.54
$-962 cdk5 0.61
$-1002 cdc2 0.54
$-1010 cdc2 0.55

5.1. tablazat. Az MsRBR1 protein feltételezett CDK foszforilacios helyei.
A jeldlt aminosavak pozicidja az elsé oszlopban talalhaté. A CDK foszforilaciés valészinlségi
értékeket a NetPhosK1 program segitségével hataroztuk meg. A kézéps6 oszlopban a feltételezett
aminosav foszforilaciojaért felelés emberi CDK kinazok a talalhatok. Az MsRBR1 fehérje C-
terminalis régidjaba es6 foszforilacids helyeket a tablazat oldalan a nyil jeldli. A sargaval szinezett
sorok azokat a foszforilacids helyeket jeldlik, melyek a GST-RBR-Cterm fuziés fehérjében is
szerepelnek. Ezt az MsRBR1 fehérje szakaszt az 5.16. /A abraban is sargaval emeltlk ki.

Szubsztratként azt a lucerna RBR C-termindlis fehérje régiot hasznaltuk,
amely fehérjerészben nagy szamban fordulnak el6 a prediktalhatban CDK
foszforilaciés helyek (5.16.A. abra). Az emberi RB megfelel6 C-terminalis
szakasza, illetve a vizsgalt novényi RB-homologok is tobb foszforilacids helyett
tartalmaznak a fehérje C-terminalis régidjaban (2.4. abra). A vizsgalat eredményei
szerint a mitotikus CDKB2;1 kinaz immunoprecipitalt komplexe is foszforilalta a
szubsztratként adott a hiszton H1 és C-terminalis RBR fehérje szakaszt in vitro.
Raadasul a szubsztratok jeldlédésének intenzitasaban nem mutatkozott nagy
kilonbség a szubsztratok egyuttes hozzdadasa alkalmaval sem, hasonléan a
CDKA esetéhez. igy megerdsitést nyert, hogy a lucerna RBR fehérjét a CDKA és
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CDKB tipusu ciklin-fuggé kinazok egyarant foszforilaljak in vitro. Hasonl6an, bar
joval kisebb kinaz aktivitassal, a GST-CDKB2;1 fehérje is aktivalddott a lucerna
sejtszuszpenzid fehérje kivonataban az inkubalas soran. A dohany RBR fehérje C-
terminalisa G1/S fazisokban foszforilalhatd a cyclinD3;3/CDKA immunoprecipitalt
komplexeivel [202, 203]. Ujabb eredmények alapjan ugyanakkor tébb dohany
CYCD3 komplex is képes foszforilalni a dohany RB-homolég fehérjét G2/M
fazisban is in vitro, amelyek raadasul kélcsonhatnak a dohany CDKB kinazzal
[154]. Arr6l azonban még nincsenek adataink, hogy van-e valamilyen specifikusan
B-tipusu CDK-k altal foszforilalhat6 aminosav a ndvényi RBR-ben, illetve ha van

milyen egyedi szerepe van, a novenyi sejtciklus szabalyozasaban.

A) [ ] ® 9 LN IX ]
MsRBR | LA [ 1
B)
CDKA1;1/1;2 CDKB2;1 GST-CDKB2;1
[ | [ | [ |

H R H+R H R H+«R H R H+«R

<« GST-RBR

<+ Hiszton H1

5.16. abra. Az anti-CDKA1;1/1;2 valamint az anti-CDKB2;1 immunoperecipitalt komplex

foszforilalja a retinoblasztéma C-terminalis doménjét.
A) Az MsRBR1 fehérje sematikus abraja. Az A és B konzervativ domének szlrkék, a C-terminalis
GST fuzidés bakteridlisan tultermeltetett szakaszat sarga szinnel jeldltem. Az 5.1. tablazatban
bemutatott prediktalt CDK foszforilacids helyeket fekete pontok jelik. B)A lucerna A2 sejtfehérje
kivonatbdél az anti-CDKA, anti-CDKB2;1 valamint a GST-CDKB2;1 koétott kindz aktivitdsok. A kinaz
reakcié szubsztratjaként hiszton H1 (H), RBR-Cterm (R) és a ketté fehérjét egylttesen (H+R)
alkalmaztuk. A kinaz reakciét leallitds utan SDS-poliakrilamid gélen szeparaltuk és a jelet
autoradiografiaval detektaltuk.
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5.2.4. Az MsRBR1 fehérje szintjének valtozasa hormon kezelés
hatasara lucerna A2 sejtszuszpenziéban

A nodvényi hormonhatas mechanizmusaban az RBR fehérje altal betoltott
szerep megallapitdasahoz, a kezdeti Kkisérleteinket szintén Ilucerna A2
sejtszuszpenzioban végeztik. Kivancsiak voltunk, hogy az A2 szuszpenzios sejtek
fenntartasahoz alkalmazott hormon mennyiségének megvaltoztatasa milyen
hatassal van az MsRBR1 fehérje mennyiségére. Ezért a hormonhatasi
kisérletekhez el6szor a taptalajpan alkalmazott, a folyamatos osztédasahoz
elengedhetetlen hormonokat valasztottuk (2,4-D, kinetin). Mivel ezek a hormonok
az alkalmazott normal taptalajban jelen vannak, el6szor el kellett vonni abbdl, hogy
aztan a visszaadast kovetden lathassuk az MsRBR1 fehérjeszint valtozasokat. A
kisérletet ugy terveztuk, hogy képet kapjunk mind az elvonas, mind a visszaadas
illetve a magasabb 2,4-D hormon koncentraciora adott valaszokrol (5.17. abra /A).
A fehérje mintak anti-RBR ellenanyagaval kapott immunoblot képe alapjan
megallapithatjuk, hogy a hormonok az alkalmazott dsszeallitasokban jelentésen
befolyasoltak a lucerna retinoblasztéma-homoldg fehérje mennyiségét a sejtekben
(5.17. abra /B).

A teljes hormon megvonas hatasara gyakorlatilag detektalhatésagi szint ala
csokkent az RBR fehérje mennyisége a 8. napra. Ugyanakkor a 6. napon
visszaadott kiindulasi hormonkoncentraciékkal az RBR fehérje mennyisége
jelentésen nét, mikézben a sejtciklus aktivitdas a Medsa;CDKB2;1 immunoblotja
alapjan a hormon visszaadas kezdeti élénkité hatasa utan lelassult. Amikor a
normal 1 mg/l 2,4-D és 0,2 mg/l kinetin hormonokat tartalmazé MS tapoldatban
noveltik kétszeresére a 2,4-D koncentraciot szintén folyamatosan nétt az RBR
fehérje mennyisége a 15. napig. Amikor azonban 5 mg/l 2,4-D hormont adtunk a
szuszpenzidhoz, az RBR fehérje mennyisége éppen ellentétesen folyamatosan
csokkent. A vizsgalt sejtciklus aktivitas ugyanakkor mindkét utolsé esetben kozel

hasonlé volt a mért Medsa;CDKB2;1 mitotikus kinaz fehérjeszintje alapjan.
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5.17. abra. 2,4-D, kinetin hormonok okozta RBR fehérje szint valtozas az A2 lucerna
sejtszuszpenzioban.
A) Az A2 lucerna sejtszuszpenzidé hormon elvonas illetve visszaadas kezelésének kisérleti sémaja.
A 2,4-D hormont a feltliintetett, mig a kinetint minden hormonos tapoldatban 0,2 mgl/l
koncentracioban alkalmaztuk. A mintakat a jelzett id6pontokban gydijtottik (s). B) A teljes fehérje

extraktumokbol egyenld mennyiségeket (100 pg) SDS-poliakrilamid gélen szeparaltunk és a jobb
oldalon jelzett fehérjék elleni antitestekkel immunodetektaltunk. A molekulasuly markereket az abra
bal oldalén jeldltik.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a naftilecetsav és az abszcizinsav illetve az
eddig vizsgalt hormonok kombinaciojanak az MsRBR1 fehérjeszintre gyakorolt
hatasat is. Az utols6 kisérlethez hasonldéan el6szor egy hétig hormont nem
tartalmazé taptalajba oltottuk at a sejteket, majd az 5.18. abra feliratozasanak
megfelel§ parositasban és a jelzett koncentracidokban alkalmaztuk a hormonokat.

A sejtmintdkat a hormonok hozzaadasa utan a 7. illetve a 10. napon
gyUjtottink. A kimutatott MsRBR1 fehérjeszintek alapjan egyértelmd, hogy az
abszcizinsav kezelt sejtekben mar a 7. napra lecsokkent, mig a naftilecetsavat

tartalmazé illetve a hormon nélklli fehérje mintakban a 10. napra gyakorlatilag
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eltint a teljes méretld lucerna RB-homoldég fehérje. A 10. napra csak a 2,4-D
hormont tartalmazo sejtszuszpenziokban maradt a kiindulasival 6sszemeérhet6
RBR teljes méret fehérje (5.18. abra), amely feltehetbéen 0sszefliggésben van a

szintetikus auxin hormon er6sebb auxin hatasaval.

0 7 10 Idé(nap)

kDa ‘
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B | T S i SR e s —

5.18. abra. Novényi hormonok hatasa az MsRBR1 fehérje mennyiségére lucerna A2
sejtszuszpenzidban.

A mintdkat a hormonok hozzaadasa utan a 7. illetve a 10. napon gyidijtottik. Az alkalmazott
hormonokat az abra tetején tintettik fel, melyeket a kdvetkezd koncentraciokban hasznaltuk: A
kezelés inditasi mintaja (9), 2,4-D 1 mg/l (D), Kinetin 0,2 mg/l (K), NAA 0,5 mg/I (N), ABA 100 uM.
A mintak teljes fehérje extraktumabdl egyenlé mennyiségeket (100 pg) szeparaltunk SDS-
poliakrilamid gélen, az immunoblot soran a lucerna RB-homolég fehérjét az anti-AtRBR
ellenanyaggal detektaltuk. (A) A molekulasuly markereket az abra bal oldalan jeloltiik.

A tovabbiakban megprébaltuk differencialt sejteken is kimutatni az auxin
hatasat az RBR fehérje mennyiségére, de a vizsgalati objektumként hasznalt
lucerna gyokerekb6l nem sikerult detektalni a teljes meéreti RBR fehérjét.
Ugyanakkor a degradaciosnak vélt fehérje mérettartomanyban hormon
koncentracio fliggé mennyiségi valtozasokat talaltunk, ami kdézvetve a teljes RBR
fehérje mennyiségi valtozasait is feltételezteti, és alatamasztja a névényekben az
RBR fehérje szerepét a 2,4-D hormon kezelésre adott indukalt

valaszfolyamatokban.

5.2.5. Az RBR fehérje feltételezett médosulasa M. truncatula kalluszok
differencialédasa soran

A szintetikus auxin RBR fehérjére gyakorolt hatasanak vizsgalatat a kdzvetlen
regeneraciora képes Medicago truncatula sejtszuszpenzié segitségével folytattuk.

A kisérlet soran a sejtszuszpenzidban novesztett Mt-108-as kallusz sejteket 2,4-D
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szintetikus auxint tartalmazod, illetve hormonmentes, regenerald lemezre
szélesztettik, majd a mintakat két héten keresztul gyijtottuk. A 2,4-D-t tartalmazo
taptalajon a sejtek néhany nap utan elhaltak, a hormonmentes lemezeken a
kalluszok novekedésnek indultak, kozottuk néhanyban megfigyeltik a
differencialédas az embridgenezis folyamatanak elindulasat (5.19. abra /A). A
megismételt kisérletek soran mindkét esetben hasonlé eredményt kaptunk az anti-
RBR ellenanyaggal végzett immunoblotokkal (5.19. abra /B,C). A lemezre
szélesztés utan mind a 2,4-D-t tartalmazdé, mind a hormont nem tartalmazo
mintakbol szarmazo teljes fehérjék extraktumaban néhany nap mdulva jelentésen
lecsokkent az RBR fehérje mennyisége. Azonban a hormon nélkuli taptalajon
novesztett kalluszok valamivel tobb, mint egy hét utan egy 150 kDa feletti széles
savban elhuzéddé markansan megjelend, feltételezésink szerint valamivel
kapcsolddott, médosult RBR fehérje forma jelent meg. Elsé feltevésink az volt,
hogy az immunoblot képe alapjan az RBR fehérje ubiquitinalt modosulasa
torténhetett. A fehérjék lebontasanak az ubiquitin-kdzvetitett proteolitikus folyamata
fontos szereppel bir a ndvények életében is, tobbek kdzott az auxin jelatviteli
folyamatok szabalyozasaban [51, 118, 250].

A papillomavirus E7 onkoproteinjét kifejezve emberi sejtekben az pRB
ubiquitin-kozvetitett proteolizis folyamataban bontodik le [292]. Ezért az
ubiquitinacios maoddosulassal kapcsolatos feltételezéslinket kisérleti uton is
probaltuk megerdsiteni. A fehérje mintakat ubiquitin ellenanyaggal is
immunoblotoltuk, de nem kaptunk megerdsité valaszt. Sikerult azonban
immunoprecipitalni a detektalhatdé fehérjéket, ezért megprobaltuk MALDI
tomegspektrometrias analizissel meghatarozni a feltételezett modositott RBR
formakat is. Osszesen 7 fehérje tartalmu gélelektroforézissel szeparalt mintat
vagtunk ki azonositasra a 200 kDa és a 70 kDa tomegtartomany kozott,
amelyekbdl a 80 kDa koruli mintabol egyeértelm novényi fehérjét azonositottunk, a
tobbi mintaban tdbbségében a csirke ellenanyag globulin fehérjéit sikertlt
kimutatni. A feltételezett modosult RBR fehérje mérettartomanyaban nem volt
megfeleléen azonosithaté névényi fehérje. igy az anti-RBR ellenanyaggal detektalt
a feltételezett modosult RBR fehérje azonositasahoz tovabbi kutatomunka

szukséges.
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5.19. abra. M. truncatula regeneraciés folyamataban megjelené feltételezhetéen médositott

RBR fehérje detektalasa.
A) A hormont nem tartalmazd, regenerald illetve hormonos taptalajra szélesztett Medicago
truncatula Mt-108 tenyészet. B) és C) A kisérlet soran mintakat a lemez fellletérél 1 6ra utan illetve
a tovabbiakban a jelzett id6pontokban gydjtéttink. A poliakrilamid gélen szeparalt egyenld
mennyiségl fehérje mintédkat az anti-RBR ellenanyaggal immunoblotoltuk. A kiszélesztett M.
truncatula szuszpenziot regenerald, hormont nem tartalmazé SHM taptalajon (H-) illetve a 2 mg/l
2,4-D-t tartalmazd taptalajon ndvesztettiik. A mintakkal szeparalt molekulasuly markereket az abrak
bal oldalan jeldltik.

Az azonositott novényi fehérje a Nicotiana benthamiana Hsp90-1 h&sokk
fehérjével mutatott megbizhatéan nagy homoldgiat (Génbanki azonosito:
38154482). Az emberi pRB kdlcsonhatd partnerei kozott is szerepel a hésokk
fehérje (Hsp) képvisel6je. A Hsp75 fehérje szerepet jatszik a hésokkot kovetd pRB

stabilizalasaban, és a kapcsolatnak kdszdnhetéen a tripszines hasitasra is
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rezisztens lesz a pRB [30], mig az N-teminalisan kolcsonhat6é Hsc73 feltehetéen a
nem foszforilalt pRB fehérje format stabilizalja [138]. Szamos kisérlet igazolja,
hogy a hésokk gének expresszidja szorosan kapcsoldédik a szomatikus
embriogenezis folyamatahoz [65, 249]. Raadasul a Medicago sativa sejtkulturaban
rovid (100 uM) 2,4-D koncentracioval indukalt szomatikus embridbgenezis soran
differencialisan expresszalodd gének kozott azonositasara kerultek hdsokk
fehériek génjei [109]. Ezért elképzelhetd, hogy a tisztitott lucerna hdsokk
fehérjének funkcidja van az embridogenezis folyamataban az RBR fehérje
stabilizalasaval, amit esetleg éppen a feltételezett proteolitikus folyamattal

szemben tolt be.

5.3. A CDK-k és a sejtciklus fazisok szabalyozasa lucernaban

A ndvényi organogenezis soran kulonb6zd mértékben differencialodott sejtek,
fejlédési programjuknak megfeleléen pluripotens allapotu sejtekké alakulnak at.
Ezen fejl6dési program megvalosulasahoz a sejtosztddas finom szabalyozasara, a
sejtciklus  feltartéztatasara vagy reaktivacidjara, valamint differenciacio
Osszehangolt mikodésére van szikség. A sejtciklus soran a sejtnek un.
ellendrzési pontokon kell atjutnia, ahol a sejtosztédasi folyamat le is allhat. A
névenyi sejtekben harom ellenérzési pont ismert: a G1-fazisban, kozvetlendl a
G1/S-atmenet el6tt (tapanyaghiany, hibas DNS), a G2-fazisban, az M-fazisba val6
atmenet el6tt (inkomplett DNS-replikacio, hibas DNS) és a metafazis/anafazis
atmenetnél, a testvérkromatidok elvalasa el6tt (6sszekapcsolatlan kromoszomak).
A ciklin-fuggdé kinazok a ciklinekkel képzett komplexeikkel kulcs fontossagu
szerepet jatszanak a novények sejtosztddas szabalyozasaban [52, 140]. A nGvényi
sejtciklus  hormonalis szabalyozasardl, a CDK/ciklin komplexre gyakorolt
molekularis hatasmechanizmusokrdl az utébbi években egyre tobb adat gydlt
Ossze [225]. Az A- és B-tipusu CDK kinazok szerepét a sejtosztodasi ciklus
reaktivalodasaban, a lucerna levélprotoplaszt eredetl sejtekben vizsgaltuk. A
G2/M fazishatar atmenetének molekularis résztvevdinek vizsgalatat a bemutatott
kett6s-blokkolast alkalmazva lucerna A2 sejtszuszpenzios szinkronizalasi rendszer

segitségével tanulmanyoztuk.
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5.3.1. A lucerna levélprotoplaszt sejtek hormonfiiggo sejtciklus
reaktivacidja

A hasznalhaté modszerek kozll a levélprotoplaszt rendszer j6 lehetéséget ad
a kulséleg alkalmazott novekedés szabalyzok sejtosztdédas aktivitasara gyakorolt
kutatasahoz [76]. A levélprotoplaszt eredetl differencialt sejtek homogén
populaciot alkotnak, ezért elfogadhatdé egyszerli vizsgalati objektum mind a
sejtbioldgia mind a modern molekularis metédusok szamara. A protoplasztok
optimalis koriimények kdzott a gyorsan megszintetizaljak a sejtfalukat, és képesek
osztodasra. Mindamellett a teljesen kiterjedt levelek relativ kevés endogén auxint
és feltehet6en citokinint tartalmaznak [171], igy alkalmas vizsgalati objektumot

szolgaltatnak az auxin/citokinin hatas elvalasztott vizsgalatara.

5.3.1.1. Lucerna protoplasztok sejtciklus aktivalasa auxin és kinetin hormon
kombinaciék hatasara

A lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtek jelentés hanyada a tenyésztés
harmadik napjara eléri a sejtciklus S fazisat auxin (2 mg/l 2,4-D), és citokinin (0,5
mg/l zeatin) jelenlétében, mig a negyedik napra mar a sejtek 10-30%-a tuljut
legalabb egy sejtosztdédason [215]. Auxin minden esetben szikséges a DNS
replikacidhoz, azonban a citokinin hianyaban, egyes kisérletekben a sejtek 3-20%-
atjutottak az S-fazisba, ugyanakkor a mitdzis folyamata el6tt megrekedtek a
sejtciklusukban (5.20. abra /A). Ha a csak auxint kapott tenyészethez a
protoplasztalas utan 48 o6raval citokinint adunk, a sejtek atjutnak a mitozison is
raadasul nagyobb szinkronitassal, ami jelzi a sejtek valamikor egy mitozis el6tti
pontban torténd megallasat. Mas kutatasi eredmények alapjan is a protoplasztok
életképesek maradnak néhany napig hormonmentes tapoldatban, de az
osztdédasukhoz szukséges auxin és citokinin hozzaadasa [27, 35, 276]. A dohany
esetében az auxin és a citokinin is elengedhetetlen volt az S-fazis eléréséhez, [27,
35], amint a petunia levélprotoplasztnal is [276], hasonléan a dohany szarbél
esetén [147, 303]. A dohany szuszpenziés sejtkulturabdl szarmazoé protoplasztok
[148] és a hormontdl megvont dohany szuszpenzids sejtek esetében azonban a
citokinin csak a mitozis lejatszodasahoz volt elengedhetetlen, mig a DNS

szintézishez elég volt az auxin jelenléte [147, 303].
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5.3.1.2. CDK aktivitas valtozas a lucerna levélprotoplaszt sejtciklus
reaktivacioja soran

A lucernabdl izolalt CDK kinaz komplexek aktivalédasanak idébeli
sorrendjének megallapitasazhoz a sejtciklus reaktivalodasa soran, az
immunoprecipitalt kinaz aktivitasokat vizsgaltuk. Az A-tipusu lucerna CDK az S-
fazis gyakorisagaval egyutt novekvé kinaz aktivitast mutatott, kisebb ndvekedéssel,
de a CDKB1;1 is hasonldan aktivalodott [215]. A Medsa;CDKB2;1 kinaz aktivitasat
a tenyésztés elsé négy napja alatt nem tudtuk detektalni, ami 6sszhangban van az
adott kinaz M-fazis specifikus termelédésével [179, 191], és lasd a dolgozat
késébbi 5.3.2. fejezetében. Az adatok alapjan egyértelmi, hogy a CDKA kinazok
aktivitasa a legjellemzdbb a levélprotoplasztok sejtciklusba valo belépésekor. Az
immunoblot segitségével a CDKA fehérje szint vizsgalatokbdl megallapitottuk,
hogy a frissen izolalt protoplasztokban drasztikusan lecsokkent a CDKA fehérje
szint (5.20. abra /B, 5.21. /B).

Ennek oka feltételezhet6en a protoplasztalas okozta stressz, a protoplasztalas
mosasi folyamata soran az auxin elvonas és a transzkripcios és transzlacios
mintazat atprogramozodasa a dedifferencialodas komplex folyamata soran. A
CDKA kinaz fuggetlendl a citokinin hozzaadasatol, 24 éraval a protoplasztalas utan
jelent meg ujra, amikor a dedifferencialodott sejtek felkésziltek a sejtciklusba
lépésre [215]. Bar a CDKA fehérje a levélben is kimutathatd, ott nincs szamottevd
hiszton kinaz aktivitdsa (5.21. abra /B). Az altalunk megallapitottakhoz hasonlé
Osszefuggést tartak fel dohanyban [27], mig a petunia protoplasztok esetében
mind az auxin, mind a citokinin jelenlétére szukség volt a CDKA gén
kifejez6déséhez [276].

5.3.1.3. A citokinin sziikséges a lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek
osztédasahoz

Ahogy megallapitottuk, a lucerna levélprotoplaszt sejtek auxin nélkil nem
osztodnak, sét aktiv CDK komplex sem volt immunoprecipitalhaté auxin nélkdli
tenyészetbdl, még citokinin jelenlétében sem. A sejtosztdédashoz az auxin mellett
szukséges a citokinin, de az S-fazisba lépés megtorténhet kulséleg hozzaadott

citokinin nélkul is. Ugyanakkor a kisérletek tobbségében a citokinin szukséges volt
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a DNS replikaciéjahoz is (5.20. abra). Abban az esetben, amikor a sejtek nagy
része blokkoldédott az S-fazis el6tt, a citokinin hianya esetén is hasonld
mennyiségl CDKA fehérjét detektaltunk, mikdzben a hiszton kinaz aktivitasa
jelentésen megemelkedett a citokinint tartalmazo tenyészetben (5.20. abra /B). Az
azonos kisérletben a CDKB1;1 kinaz aktivitasa a citokinintél flggetlendl alig
valtozott (5.20. abra /C).

A)
S-fazis Osztodas
30
25+ | Maux+ cit+
20 Oaux+ cit-
X 15
10
5
0
24- 72- 108- 24- 72- 108- 108 id6 (ora)
B)
;3 6
2 5
X
© 4
|
£ 3
3
2 2
®
E 1
0 —
CDKA
0 48 72 108 0 48 72 108 ido (6ra)
aux+ cit+ aux+ cit-
C) '
=g 2
23
[
X
35 0-
©
° 0 48 72 108 0 48 72 108 id6 (6ra)

aux+ cit+ aux+ cit-

5.20. abra. A lucerna levélprotoplaszt sejtek sejtosztodas és CDK aktivitasai auxin és/vagy
citokinin hatasara.

A) Sejtosztédasi paraméterek a G1/S fazisatmenetben citokinint igénylé protoplaszt tenyészetben,
az S-fazisos illetve az osztotott sejtek %-os eloszlasa. Az S-fazisos sejtek gyakorisagat a sejtmagi
DNS replikacié soran torténé BrdU beépllésen keresztil hataroztuk meg a jelzett idépontoktdl 6
oran keresztul. B) A CDKAT1 kinaz fehérje szintje és kinaz aktivitdsa a vizsgalt hormon-tsszetételi
tenyészetek mintaiban. C) A CDKB1;1 kinaz aktivitasa a kisérlet azonos mintaiban. Hormonok :
aux+ = 2 mg/l 2,4-D; cit+ = 0.5 mg/l zeatin. A fehérje szinteket specifikus ellenanyaggal detektaltuk.
A CDKA és CDKB1;1 aktivitast immunoprecipitaciét kovetéen in vitro foszforilaciéval mértik
radioaktiv ATP jelenlétében hiszton H1 illetve topoizomeraz Il C-termindlist hasznalva
szubsztratnak . Az aktivitdsokat a reakcid poliakrilamid gélelektroforézises szeparalasa utan
Phosphorimager berendezéssel mértik és az ImageQuant programmal értékeltik. Az aktivitasi
ertékeket az ép levélben mérhetd aktivitdshoz viszonyitottuk (relativ aktivitas).

88



Eredmények és értékelésiik

Ez azt tdmasztja ala, hogy a citokinin hormonnak szerepe lehet a CDKA kinaz
komplex poszttranszlacios aktivalasaban a G1/S fazis atmenet szabalyozasaban.
Mivel a CDKB1;1 aktivitdsanak szabalyozasaban azonban nem feltételezhet6
hasonlé citokinin funkcié. Bizonyos esetekben azonban jelentés az S-fazisba
belépb sejtek szama citokinin hianyos tenyészetben is (5.21. abra). Ezekben a
kisérletekben a sejtek az elsé mitozis el6tt blokkolodtak (5.21. abra /A).

Ha a sejtek citokinin hozzaadasa nélkll is atjutottak az S-fazison a CDKA
kinaz aktivitdsa nagyobb mértékben emelkedett a citokinines mint a hianyos
tenyészetekben, bar a CDKA fehérje mennyiségek ebben az esetben is
megegyeztek (5.21. abra /B). Ezek a medgfigyelések alatamasztjak a citokinin
szerepét mind a G1/S mind a G2/M fazisban a lucerna levélprotoplaszt sejtekben.
Mindemellett bizonyos esetekben a tenyészet, feltehetéen a visszamaradt citokinin
vagy citokinin-indukalt fehérjének kdszonhetben, atjut a G1/S fazishataron. Ez
lehet példaul, a Medsa;CYCD3;1 ciklin, amely minden bizonnyal a CDKA
fehérjével komplexet képez (5.11. abra), citokinin és auxin hatasara indukalédik a
levélben [39]. Igazoltak a citokininek szerepét a G1/S fazisatmenet
szabalyozasaban, els6sorban a sejtciklus reaktivaciojaval az osztédast nem
mutaté szuszpenzios sejtkulturaban a D-tipusu ciklinek indukcidjaval, a ludfiiben
az Arath;CycD3;1 esetében [84, 238]. A ludfi mutansok is a ciklin D3-citokinin
kapcsolat mellett szdlnak, ugyanis a citokinint tultermel6 mutans novényekben
emelt szinten volt jelen a ciklin. A CYCD3 fehérjét konstitutivan termel6 ladfi
mutansok pedig, szemben a vad tipusu ndvényekkel, kalluszképzéshez nem
igényeltek citokinint [238].

Ahogy medfigyelték a dohany bélszOvetében a p13Sucl1 kotott CDK
komplexek inaktivak maradnak, ha egyedul auxint alkalmaznak, a citokininnel
egyutt azonban a kotott komplexek aktivalédnak. Emellett citokinin G2/M
atmenetben betOltott szerepe is bizonyitott dohanyban, ahol a G2-fazisban
rekedtek meg a sejtek citokinin hianyaban, csokkent CDK aktivitas mellett [303]. A
citokinin kontrolalja a tirozin-defoszforilaciéjat igy aktivalja az A-tipusu CDK-t egy
funkcionalis Cdc25 foszfataz segitségével a mitdzisban [302, 303]. Egyetértésben
a mi jelen eredményeinkkel és mas laborunkban is szlletett tanulmanyokkal ugy

latszik, hogy az auxin elsésorban a CDK fehérje mennyiségének ndvekedését
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indukalja, de az aktivalasahoz egy citokinin-kozvetitett defoszforilacidés |épés
szukséges [191, 302, 303].
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5.21. abra. Lucerna levélprotoplasztok osztédasahoz citokinin hormon sziikséges.

A) Sejtosztédasi paraméterek mitdzishoz citokinint igénylé protoplasztokban. Hormonok: aux+ = 2
mg/l 2,4-D; cit+ = 0.5 mg/l zeatin. Az S-fazisos sejtek gyakorisagat a sejtmagi DNS replikacié soran
torténd BrdU beépilésen keresztil hataroztuk meg a jelzett id6pontoktél 6 oran keresztil. B) A
CDKA1 kinaz fehérje szintje és kinaz aktivitasa a vizsgalt hormon-Osszetétell tenyészetek jelzett
idépontjaiban gydjtétt mintaiban. A CDKA fehérje szinteket ellenanyaggal detektaltuk. A CDKA
kinaz aktivitasat immunoprecipitaciét kdvetéen in vitro hiszton H1 foszforilaciéval mértik radioaktiv
ATP jelenlétében. Az aktivitasokat a reakcidok poliakrilamid gélelektroforézises szeparalasa utan
Phosphorimager berendezéssel mértik és az ImageQuant programmal értékeltik.

5.3.2. A lucerna CDK-k szabalyozasa a G2/M fazis hataran

Csoportunk eredményei mar tobb alkalommal demonstraltak, hogy a noévény
specifikus B-tipusu CDK kinazok sejtciklus regulalt expressziét mutatnak
lucernaban [179, 191]. A lucerna CDKB-k a szinkron sejtpopulaciéban G2 és M
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fazisos sejtekben mutatnak a kiemelked6 mRNS és fehérje szinteket, valamint
hasonléan kiugré kinaz aktivitasokat [179, 191]. Ezek a medgfigyelések jol
egybeesnek a mas fajokbdl szarmazdé eredményekkel [251, 280]. Szintén
igazoltuk, hogy a PSTAIRE peptid motivumot hordozé A-tipusu CDK konstitutiv
modon expresszaldodik a ciklizald sejtszuszpenzioban, de a kinaz aktivitasa a
hozza kapcsolodott komplexnek két csucsot ad a G1/S és G2/M fazishataroknal. A
ndvenyekben ezeknek megfeleléen a mitézisba lépés ellendrzése feltehetéen tobb
CDK kinaz szabalyozasa alatt al [139, 140, 179, 191].

5.3.2.1. A kett6s blokkot alkalmazé szinkronizacios protokoll optimizalasa
lucerna A2 sejtszuszpenzion

Annak érdekében, hogy kozelebb jussunk a CDKB2;1 fehérie G2/M
funkcidjanak pontosabb megismeréséhez, a fazis atmenet viszonyaban pontositani
kivantuk a kinaz termelédésének és az altala alkotott komplexek aktivalédasanak
jellemzését. Azt korabbi eredményeinkb6l mar megallapitottuk, hogy a G2/M
atmenetben blokkolt sejtekben a Medsa;CDKB2;1 génrdl nem irodik at mRNS, igy
fehérje terméke és természetesen kapcsolodott kinaz aktivitasa sem detektalhatod
[190]. A vizsgalatokhoz lucerna sejtszuszpenzids szinkronizalasi modszerunket
optimizaltuk, melyben a megfelel6 sorrendben elért ciklus blokkolasok segitségével
kivantuk részletesen specifikalni a Medsa;CDKB2;1 mitotikus funkcidjanak
idébeliségét. A blokkolashoz fazis specifikus inhibitorokat alkalmaztunk, melyek
alacsony koncentracié tartomanyban hatnak, a sejtosztédas meghatarozott
pontban torténd megallitasaval. A CDK inhibitorok, mint a purin vazas roscovitin,
két pontban blokkoljak a BY-2 dohany sejtszuszpenziot: a G1/S és G2/M fazis
atmenetben [221]. Ahhoz, hogy megfelel6 szinkronitasu sejteket kapjunk a G2 és
M fazis utan, el6szor a hidroxiureat, majd a kimosasa utan a specifikus mitotikus
inhibitorokat (roscovitin, propizamid, kolhicin) alkalmazva blokkoltuk a lucerna
sejtszuszpenziét. A kulonbdzé mitotikus fazisokban a kettdés blokkolt szinkron
technika segitségével megallapitott Medsa;CDKB2;1 fehérje mennyiségeket az
5.22. abra /B része foglalja 6ssze.

Ebben a szinkronizacios mdédszerben el6szor megallitottuk a sejteket a G1/S

fazis hataran az altalanosan hasznalt hidroxiurea segitségével (5.22. abra /C). A
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legjobb szinkronitas eléréséhez kezdetben optimizaltuk a hasznalando inhibitor
koncentraciot és a hozzaadas id6zitését, valamint néhany technikai részlet
kérdéseit. A hidroxiurea kimosasat kovetéen a masodikként hasznalt roscovitint
kildnb6zb koncentracidban (25 uM; 50 uM; 100 uM) és a mosast kovetden eltolt
id6kozonként (20; 36; 46; 50) adtuk. A szazalékos G1- S és G2 fazisos sejtek
aranyat a magok DNS tartalmanak atfolyasos citometriaval meghatarozott
adataibél szamoltuk. A roscovitin G2/M atmenetben toérténd leghatasosabb
blokkolasi kombinacioja a hidroxiurea kimosast kovetd 2 éraval alkalmazott 100 uM
koncentracioval adodott. A ludfii sejtszuszpenzidban az 50 uM roscovitin elegendd

a sejtciklus leallitasahoz [220].
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5.22. dbra. A Medsa;CDKB2;1 fehérje expressziéja a mitézis fazisaiban.
A) A Medsa;CDKB2;1 fehérje expressziés mintazata a 36 6ras hidroxiurea (10mM) szinkronizalt
lucerna sejtszuszpenzidban. A mintakat 2 6ranként a jelzett id6pontokban gy(jtéttik a hidroxiurea
kimosasa utan. B) A Medsa;CDKB2;1 fehérje sejtciklus fazis specifikus kifejez6dést mutat a lucerna
A2 kettds blokkolt sejtszuszpenziéban. A hidroxiurea blokk kimosasa utdn a masodikként
alkalmazott inhibitorok: roscovitin (100 pM) propizamide (5 pM) vagy kolhicin (0,05 v%) A
hidroxiurea kimosasat kdvetbéen a jelzett idépontokban gy(jtéttik a mintak. C) A sejtciklus kettds
blokkolt szinkron médszerben hasznalt inhibitorok és alkalmazasanak sematikus abraja.

Ha a hidroxiurea kimosast kovetéen kés6bb adtuk a roscovitint, a sejtciklus
nem allt le a G2/M hataran. Ez az adatok alapjan azért torténhetett, mert a sejtek
addigra mar atjutottak azon a G2/M szabalyozasi ponton, ahol a CDK kinaz

aktivitas szukséges a sejtciklus tovabb haladasahoz. A BY-2 dohany sejteken
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végzett kisérleti adatok is azt mutattak, hogy a metafazisban alkalmazott roscovitin
mar nem befolyasolta a sejtciklus elérehaladasat egészen a G1-fazisig [221]. igy a
tovabbiakban lucerna sejtszuszpenzidkon a mitdzis fazisainak blokkolasat, a
legoptimalisabbnak talalt fenti kisérleti metddussal folytattuk, azaz a hidroxiurea
kimosasat kdvetben 2 éraval adtuk a megfeleld kévetkezd mitotikus inhibitort.

A kettds blokkolt szinkronizacios eljaras soran azt talaltuk, hogy a roscovitin és
az anti-tubulin szerek hatasara a Medsa;CDKB2;1 kinaz kilonb6z6 expresszios
szinteket mutatott (5.22. dbra). Ezek alapjan megallapithatdé, hogy mig a G2/M
hataran a roscovitin blokkolt sejtekben nem jelent meg, a metafazisban blokkold
anti-tubulinok hasznélatakor a sejtek fehérje mintaiban nagy mennyiségben
kimutathatd a B2-tipusu kinaz fehérje. Az el6z6 kisérletben bemutatott
eredményeink alapjan a tovabbiakban a mitotikus fazisokra koncentraltunk, hogy
meég részletesebb képet kapjunk mind a fehérje expresszidjardl, mind a hozza
kapcsolodott kinaz aktivitasokrol. Ezért a kdvetkezd hasonlé kisérletben a mintakat
a masodikként hasznalt inhibitorok hozzaadasa utan 6 o&ranként, a sejtek
feltételezetten M fazishoz érése utan gydjtottuk. A mintak sejtmagjainak atfolyasos
citometriaval meghatarozott DNS tartama az 5.23. abra hisztogramjain lathaté. Az
eredmények alapjan az egyedul hidroxiurea szinkronizalt sejtek egyértelmien
befejeztek egy sejtosztddasi ciklust, mig a masodjara roscovitinnel vagy kolhicinnal
blokkolt sejtpopulaciok nem.

A 4C DNS mennyisége a roscovitin kezelt A2 szuszpenzios sejtek minden
vizsgalt mintadjaban meghatarozé volt, ugyanakkor a 2C DNS-t tartalmazo
sejtmagok is kozel egy szinten maradtak. Ezek a sejtek feltehetéen nem voltak
képesek elhagyni azt a G1/S sejtciklus fazist, ahol a kezelés idejekor a CDK
aktivitasra még szukség lett volna. A kolhicin kezelés esetében egyértelmi a 4C
DNS tartalmu sejtmagok felhalmozdédasa a kisérlet soran. A hidroxiurea kimosasat
kovetd a 10. oraban gydjtott mintdkban még kodzel hasonlé a G2/M fazisos sejtek
szama. Azonban a kovetkezé mintakban az egyedul hidroxiureas blokkon atesett
sejteknél joval nagyobb a 4C DNS tartalmu sejtek szama. Raadasul a G1-fazist
reprezentald DNS mennyisége a vizsgalt kolhicin kezelt sejtekbdl majdnem

teljesen eltlnik.
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5.23. abra. A kettés blokkolt szinkronizalasi kisérlet aramlasos citometriai mérései.
A baloldalon jelzett id6pontokban gydjtott mintak, az oszlopoknak megfeleléen alkalmazott inhibitor
kezelésekbdl.

A bemutatott atfolyasos citometriaval ~meghatarozott eredmények
megerdsitéséhez és kiegészitéséhez meghataroztuk a kiléonb6zé mitotikus fazisok
szazalékos eloszlasat DAPI festett sejtek UV-mikroszkdpos citoldgiai elemzésével.
A részletes analizis alapjan j6 korrelaciét talaltunk az inhibitorok okozta gatlas, és
a talalt mitotikus sejtek fazisainak szazalékos eloszlasa kozott (5.24. abra). A
hidroxiurea szinkronizalt mintakban az 6sszes mitotikus fazis allapota megtalalhaté
az egymas utanisagnak megfelel6 gyakorisagban. Nem emelkedett azonban
szignifikdnsan a metafazisos, illetve az azt kovetd fazisok aranya masodjara a
roscovitin vagy kolhicin feltartott sejtekben. Az 5.24. abra grafikonjain tisztan
lathatd, hogy a medfigyelt mitézisos sejtek tOmegét a profazisos képet mutatd
sejtmagok adtak, a legmagasabb 16 szazalékos értékkel. Aranyaiban a
legnagyobb profazisban mért eltérést a 16 o6ras mintakban talaltunk. Mivel a

hidroxiurea blokk utan elengedett sejtek tovabbjutottak a kovetkezé mitotikus
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fazisokba a roscovitin és kolhicin kezelés hatasara a sejtek azonban ujra
megakadtak a megfelel6 blokkolasi fazisokban. Mindamellett a roscovitin kezelt
szuszpenzidban csak kezdeti profazisos magokat talaltunk, a kolhicin kezelés nem

akadalyozta meg a metafazisos sejtek megjelenését sem.
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5.24. abra. A kettos blokkolt szinkronizalt lucerna sejtek mitotikus eloszlasanak részletes
analizise.
A sejtmintak DAPI jeldlt DNS mikroszkopos analizise alapjan szamolt szazalékos eloszlasa a
mitézisos fazisokban. A mintak azonos kisérletb6l szarmaznak, mint az 5.23. és 5.25. abrakon
bemutatottak. A mintak sorrendjét az abra tetején jeleztik.

Osszegezve a mikroszképos és az atfolyasos citometridval meghatarozott
megfigyeléseket az adott kisérleten azt mondhatjuk, hogy hidroxiurea kimosasa
utan adott roscovitin hatasara a setjek a G2/M fazis atmenetben blokkolédtak. A
kolhicin kezelés esetében azonban a sejtek egyeértelm(en tuljutottak a G2/M fazis

hataron, sét elérhettek a metafazis allapotaig is.
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5.3.2.2. Medsa;CDKB2;1 fehérje termelése a G2/M ellenérzési pont utan
elkezdo6dik

A kovetkez6kben immunoblot segitségével meghataroztuk a lucerna A- és B-
tipusu CDK-k mennyiségét az el6z6ekben jellemzett kisérlet fehérje mintaiban.
Ahogy az 5.25. abran lathatd, a CDKA fehérje mennyisége alig ingadozott. A B-
tipusu CDK fehérjék expresszidja a jol ismert modon valtozott a hidroxiurea
szinkron mintakban, mig ettdl eltért a masodjara ujra blokkolt sejtekben. Ezek az
eredmények ismételten alatamasztigk a CDKB kinazok sejtciklus fuggd
kifejez6dését, és ebbdl addédd ndvényi sejtciklusban betdltott egyedi funkcidjat. A
CDKB2;1 fehérjének a legnyilvanvalobb mennyiségi eltérése a roscovitin, illetve
kolhicin blokkolt mintak kozott lathaté (5.25. abra).

Amig a CDKB2;1 fehérje jelentésen felhalmozddott a kolhicin  blokkolt
sejtekben, nem mutathatd ki a roscovitinnel korabbi fazisban megallitott mintakban.
A CDKB2 fehérje szintje a kolhicin kezelt mintakban magasabb, mint az egyedul a
hidroxiurea blokkbdl felszabadult késdbbi mintdkban. Ez azzal magyarazhatd, hogy
CDKB2 fehérje a G2/M fazishatar atlépése utan azonnal kifejezddik, miel6tt még a
kolhicin okozta metafazisos blokk bekdvetkezhetne a lucerna sejtszuszpenziéban.
Ehhez hasonléan a Medsa;CDKB1;1 szintén jelentdés expresszios eltérést mutatott
a két kulonbdz6 inhibitorral megallitott sejtpopulacié kozott. Az eltérés mégsem
olyan egyértelmi, mint a CDKB2;1 esetében, mivel a kifejez6dése viszonylag
magas volt az 6sszes vizsgalt mintaban. Ez tdbbek kdzott azt is jelentheti, hogy a
Medsa;CDKB1;1 valamivel korabban expresszalodik, vagy joval kisebb az indukalt
fazisban az expresszio intenzitdsa, mint a Medsa;CDKB2;1 esetében a lucerna

sejtszuszpenzios kulturaban.
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5.25. abra. A Medsa;CDKB2;1 kinaz fehérje és kotédott kinaz aktivitasanak vizsgalata a G2/M
fazisokban.
A) Az 5.23. és 5.24 abraban jellemzett azonos kisérletbdl szarmazé fehérje mintdk immunoblot
analizisei a baloldalon jelzett fehérjék ellenanyagaival. Azonos mennyiségl (100 pg) fehérjéket
szeparaltunk az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis segitségével. A csillag a feltételezett
hiperfoszforilaciés formajat mutatja a retinoblasztéma-homolog fehérjének. B) Az immunoprecipitalt
CDKA és CDKB2;1 komplexeinek in vitro hiszton kinaz aktivitasai. Az aktivitasok kvantifikalasat a
poliakrilamid gélelektroforézis szeparalas utan Phosphorimager és az ImageQuant program
segitségeével végeztik.

Relativ Hiszton H1
kinaz aktivitas
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5.3.2.3. A Medsa;CDKB2;1 kinaz aktivalédik a kolhicin blokkolt lucerna
szuszpenzids sejtekben

Ahogy a bevezetében részletezésre kerilt, a CDK kinazok aktivitasat sokféle
szabalyoz6 tényezé befolyasolja. Az analizalt mintakbdl immunoprecipitalas és
kinaz aktivitas meéréssel megallapitottuk, hogy funkcionalisan aktiv formaban
vannak-e jelen a kimutathaté CDK fehérjék. A hidroxiurea kimosasa utan
kolhicinnel blokkolt mintakbol magas hiszton kinaz aktivitasokat tudtunk
immunoprecipitalni mind az anti-CDKA, mind az anti-CDKB2;1 ellenanyaggal
(5.25. abra /B). Megallapitottuk, hogy mindkét CDK kinaznak jelentés kinaz
aktivitasa van a metafazisban blokkolt sejtekben. Ennek kovetkeztében a
Medsa;CDKB2;1 nem csak mRNS és fehérje szinten fejez6dik ki a G2/M fazis
atmeneten atjutas utan, hanem egyuttal jelentds hiszton kinaz aktivitasa is kialakul
a mitdzis azonos periédusaban. A roscovitin blokkolt sejtekbél a CDK kinazok nem
mutattak kinaz aktivitds novekedést. A CDKB2;1 esetében ezt a fehérje
expresszidjanak hianyaban konnyl megérteni. Azonban a sejtciklus soran
folyamatosan jelen levd CDKA esetében elképzelhetd, hogy az alkalmazott
roscovitin az in vitro kinaz reakcioban is gatolt. De az is lehetséges, hogy a
roscovitin kezelés a CDKA aktivalodasahoz szikséges targyalt egyes faktorokra
(foszforilacid, ciklin) is negativan hatott vissza.

Az szintén megallapithaté, amint azt mar korabban is bemutattuk, hogy a
G2/M fazis atmenet hataran az A-tipusu kinaz korabban aktivalédott, mint az anti-
CDKB2;1 ellenanyaggal immunoprecipitalt kinaz komplex (5.25. &bra /B).
Ugyanakkor ez a CDKA kotott kinaz aktivitas korabban is kezd csdkkeni, mint a
CDKB2;1 kinaz aktivitasa, mind a normal hidroxiurea szinkronizalt mintakban mind
a masodjara kolhicinnel blokkolt mintdkban. Ezzek az eredmények a CDKB2 kinaz
komplexnek a G2/M fazis atmenet utani funkciojat tamasztjak ala, melyet a CDKA
kinaz aktivalodasanak meg kell el6znie.

Az RBR fehérje immunoblotos detektalasaval tovabbi érdekes dsszefliggést
talaltunk a hiszton kinaz aktivitasok és az MsRBR1 feltételezett hiperfoszforilacios
mintazatanak megjelenése kozott (5.25. abra /A). Ahogyan a roscovitin blokkolt
sejtekben csak elenyészd hiszton kinaz aktivitast mértink, az RBR fehérje

feltételezett hiperfoszforilaciés jelét adé magasabb csikot sem detektaltuk az
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immunoblot soran. Ez az eredmény is alatamasztani latszik a CDK kinazok
szerepét a ndvényi retinoblasztdma-homoldg foszforilaciojaban, ahogyan ezt az
allatokban is igazoltak [294]. Az eredménybdl szintén kovetkeztethetd, hogy az
RBR fehérje hiperfoszforilaltsaga szukséges a lucernaban a sejtek G2/M fazisba
bejutasahoz.

Osszegezve az eredményeket, elmondhatjuk, hogy a B2-tipusi CDK lucerna
kindz expresszidja pontosan szabalyozott, a fehérie a G2/M ellen6rzési pont
elhagyasa utan gyorsan termel6dik. Ugyanakkor a Medsa;CDKB2;1 fehérje kinaz
aktivitdsa a metafazisban blokkolt sejtekben szintén jelentésen megné. Ezek az
eredmények feltételezik, hogy ha szikséges is a CDKB2;1 kinaz aktivitasahoz
barmilyen poszttranszlaciés modifikacié, az a G2/M fazis hataranak atlépésekor
rogton megtorténik. Emellett egy id6 utan, még ha a Medsa;CDKB2;1 fehérje szint
magas is maradt a kolhicin blokkolt mintakban, az immunoprecipitalt kinaz
aktivitasa jelentésen visszaesett. Ez a medfigyelés szintén feltételezi a CDK2;1

tovabbi poszttranszlacios regulacidjat, amely lehet éppen a kapcsolodod ciklinek

s sz
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6. OSSZEFOGLALAS

A megfelelben lejatszddd sejtosztdodas alapja mind az egysejtl, mind az
Osszetettebb organizmusok létének, szaporodasanak. A sejtosztodas tluzetesebb
megismerése egyarant fontos a human orvosgenetika és a ndvénybiologiai
szempontjabdl, hiszen az emberiség szamara termeszthet6, elegendé mennyiségi
és megfeleld minéségl noveényi taplalék elballitasa alapvetd szikséglet. A ndvenyi
molekularis bioldgia térhoditasat bizonyitjak az eddig eréfeszitések is, melyek a
telies ndévényi genomok megismerésére koncentraltak. Ez a fejlédés tette lehetéve,
hogy az utdbbi két évtizedben a mikroszképos megfigyelések adta lehetéségen tul,
a noveényi sejtciklus szabalyozas kutatasaban is tekintélyes ismeretanyag gydlt
0ssze, kdszonhetéen a molekularis bioldgia folyamatosan bdvuld eszkoztaranak.

A magasabbrendi névények morfologiaja, sejtosztédasuk és differenciaciojuk
nagyfoku plaszticitasa és helyhez kotott életmddjuk a vizsgalt allati modell
organizmusok molekularis szabalyozasi folyamataihoz viszonyitva jelentds
kulonbségekre enged kovetkeztetni. Az eddigi eredmények alapjan azonban
elmondhaté, hogy a sejtciklus szabalyozasaban a f6bb résztvevd molekulak
nagyfoku szekvenciadlis és funkciondlis homoldgiat mutatnak az allatok és a
névenyek kozt, de a ndveny specifikus folyamatok szerepe vitathatatlan.

Csoportunkban sikerult tobbek kdzott a gazdasagilag fontos, nitrogént kotd
tulajdonsagardl jol ismert pillangds viragu lucernabdl izolalni az allati sejtciklus
szabalyozasban megismert és legfontosabbaknak talalt fehérjéket (ciklin-figgé
kinazokat, ciklineket, inhibitort), valamint tovabbi kulcsfontossagu szereppel bird
fehérjéket, mint a retinoblasztoma tumor szupresszor és E2F transzkripcios
faktorok homolégjait. A kutatomunkank soran a lucerna sejtciklus szabalyozasaban
az emlitett fehérjék funkcidjanak részletesebb megismerésére fokuszaltunk és a
kovetkez6kben 6sszefoglalt fontosabbnak vélt eredményekre jutottunk:

Kerestik, hogy milyen szerepuk van a korabban éleszté kettds hibrid
technikaval izolalt uj tipusu lucerna Medtr;CYCD1;1 és Medtr;CYCDG;1 ciklineknek
a sejtciklus szabalyozasaban és mely CDK kinazokkal képezhetnek aktiv
komplexeket. Az élesztd kettds hibrid kisérleteink soran sikerult igazolnunk lucerna
D-tipusu ciklin és CDK fehérje kdlcsdnhatasokat. A Medtr;CYCD1;1 a B-tipusu
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CDK-kal mutatott er6sebb kolcsdonhatast, mig a Medtr;CYCDG6;1 LxCxE RB-kotd
motivumot nem tartalmazo ciklin egyértelmien csak a CDKA-val kapcsolodott az
éleszt6é kettds-hibrid vizsgalatokban. A retikulosejt lizatum segitségével transzlalt
Medsa;CYCD3;1 ciklin kotédott a CDKA lucerna kinazhoz, mikdzben aktivalta is
azt. A CYCD3;1 ciklin expresszidos adatai alapjan a CDKA G1/S fazisos
aktivalasaban lehet szerepe, melyet a szinkronizacios kisérleteinkben a GST-
CYCD3;1 fuzios fehérjével kotott kinaz aktivitasok is alatdmasztanak. A D-tipusu
ciklinek 4&ltalaban, ahogyan a Medtr;CYCDG6;1 ciklinrél is megallapitottuk,
els6sorban az osztdodd szovetekben halmozddik fel, ami sejtciklusban betoltott
szerepére utal. Bar érdekes modon tobb mas névényi D-tipusu ciklinhez hasonl6an
a fehérje mennyisége a sejtciklus fazisok soran kozel egyenlé marad.

In vitro foszforilacidos kisérleteinkkel megallapitottuk, hogy a lucerna
sejtszuszpenzié teljes fehérje extraktumabdl specifikus ellenanyaggal kikotott
CDKA, valamint a mitézisos CDKB2;1 komplexek képesek a lucerna
retinoblasztoma-homolog (MsRBR1) fehérjét is foszforilalni.

A retinoblasztoma-homoldg vizsgalatok az utébbi években kiemelt figyelmet
kaptak a novényi molekularis kutatasokban. Kisérleteinkkel megerdsitést nyert,
hogy a lucerna retinoblasztoma-homolég (MsRBR1) fehérjének szerepe van a
novényi sejtciklus szabalyozasban. A megfelel6 poliklonalis ellenanyag
segitségével lehetdvé valt, hogy megvizsgaljuk a lucerna RBR fehérje mennyiségi
valtozasait a sejtciklus egyes fazisaiban. A lucerna retinoblasztoma-homolog
mennyiségét szinkronizalt sejtkulturaban vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a
sejtciklus S és G2/M fazisaig a fehérje mennyisége lassan né, majd az M-fazistdl
egyertelmien visszaesik. Ugyanakkor mind a hidroxiurea mind a kettés blokkolt
szinkronizacios kisérletekbdl kapott eredményeink azt tamasztjak ala, hogy az
MsRBR1 feltételezett hiperfoszforilacios formaja is sejtciklus figgé modon valtozik.
Ennek az MsRBR1 formanak a mennyisége az S-fazistol er6sodik, és a késdé G2/M
szakasz utan a kovetkez6 ciklusig megmarad, ellentétben a csokkend mennyiségu
normal méreti MsRBR1 fehérjével. igy feltételezzilk, hogy a retinoblasztéma-
homolog foszforilacidja hasonld szabalyozd szerepet tolt be a névényi G1/S
sejtciklusos atmenet szabalyozasaban, mint ahogy az mar a human pRB esetében

megallapitast nyert.
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Megvizsgaltuk, hogy egyes novényi hormonok hogyan hatnak az MsRBR1
fehérje mennyiségére. Mivel a lucerna retinoblasztéma-homoldg detektalhatosaga
csak sejtszuszpenzidés fehérje mintakban bizonyult megfelelének, ezért azt
valasztottuk a kisérleteink elvégzéséhez vizsgalati objektumként. Az eredmények
alapjan megallapitottuk, hogy az auxint tartalmazé és a hormonmentes
tapoldatokban eltér6 RBR fehérje detektalhatd, amely 6sszefiggést mutat a
szuszpenzi6 sejtciklusos aktivitassal.

A lucerna RBR1 fehérje érdekes feltételezett modifikaciojat detektaltuk a
Medicago truncatula R-108 mikrokallusz sejttenyészetében a hormonmentes
taptalajon valé novesztés hatasara. Néhany nappal a szuszpenzié lemezre
szélesztését kovetben lecsokkent a kimutathaté RBR fehérje mennyisége, majd
egy-masfél hét mulva megjelent egy erdésen detektalhatdé jel az immunobloton a
magasabb molekulasuly tartomanyban. Ez a modifikaciéo feltehetéen az RBR
fehériének a kromoszoma atrendez6désben betdltott szabalyozd szerepével
kapcsolatos, amely a sejtek differencialddasi folyamata soran nyilvanvalé. Ennek a
feltételezett RBR fehérje modifikacid tipusnak a megallapitasahoz még tovabbi
kutatomunka szukséges. Ugyanakkor az RBR ellenanyaggal immunoprecipitalt
mintakbdl sikerllt a kodlcsonhatdk kdzott azonositanunk egy hésokk proteint, mely
az ismert human példanak megfelel6en feltehetben a retinoblasztoma fehérje
stabilitdsaban jatszhat szerepet.

Arra a kérdésre is kerestik a valaszt, hogy milyen molekularis folyamatok
jatszanak szerepet a hormon indukalt sejtciklus reaktivacidban Ilucerna
levélprotoplaszt sejtek esetében, azaz a sejtek elsé osztédasanak folyaman
hogyan és mikor aktivalodnak a CDK fehérjék komplexei és ebben milyen szerepe
van a vizsgalt auxin és citokinin hormonoknak. A kisérleteinkb6l megallapitottuk,
hogy az auxin nélkulozhetetlen a lucerna CDKA kinaz szintéziséhez, mig a
citokinin hozzaadasa a reaktivalodott protoplaszt sejtek mitézisba vald
belépéséhez volt minden esetben elengedhetetlen.

A lucerna sejtszuszpenzié kettés blokkolasos kombinalt szinkronizacios
technikajat alkalmazva, pedig megerdsitettik, hogy a sejteknek szikségik van az
aktiv CDKA-ciklin komplexre a G2/M ellenérzési ponton valé atjutashoz. Ezt

kovetéen a CDKB2;1 ndveény specifikus kinaz a sejtek G2/M ellendrzési ponton
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valé atjutasakor rogton kifejezédik, mikdzben jelentés kinaz aktivitasra is szert
tesz, mely alatamasztja a kinaz mitotikus funkciéjat.

A lucerna sejtciklus reaktivaciojaban és szabalyozasaban szerepet jatszo
fehérjékkel kapcsolatos, a dolgozatban targyalt és legfontosabbnak vélt

eredményeink 0sszefoglalasat a 6.1. abra szemlélteti.

|
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T160

6.1. abra. A dolgozatban targyalt sajat eredményeink és a megértést szolgalé kapcsolédo
ismereteknek, a lucerna sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjéivel kapcsolatos
osszefoglalé modellje.

A tovabbi részletek az Osszefoglalas fejezetben talalhaték. A sejtciklusos abraban hasznalt
roviditések: lucerna RBR1 (RBR), Medtr;CYCD1;1 (CYCD1), Medtr;CYCD6;1 (CYCD®6;1), A-tipusu
lucerna CDK (CDKA), Medsa;CDKB2;1 (CDKB2), Medsa;CYCD3;1(CYCD3), A- és B-tipusu
ciklinek (CYCA/B). A piros korben “P” jelenti az inaktivald foszforilaciokat, mig a zéld kérben az

aktivald, a CDK-k esetében a jelzett konzervativ aminosav sorszamaval és egybetis jeldlésével.
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7.3. Ph.D. thesis

Key proteins involved in the reactivation and control of the cell division
checkpoints in alfalfa

INTRODUCTION AND AIMS

The power of the cell to hand on their nature their descendents is a
fundamental aspect of the life of the cellular built organisms in our world. Not
surprisingly the cell division cycle is one of the most intensively studied biological
processes yet, particularly given its importance for many human cancers. The
significance of cell cycle research was confirmed by Nobel Prize awarded by
Leland H. Hartwell, R. Timothy (Tim) Hunt and Sir Paul M. Nurse for their
discoveries of key regulators of the cell cycle in 2001.

The fundamental processes of the cell division and the molecules that take
part in regulation are rather conservative, and operate in a similar way in all
eukaryotic organisms. One of the determinant factors of plant adaptiveness is the
continuous division of cells, and formation of new organs, the flexibility of their
organogenesis has to be in conformity with the environment because of their
immovable nature. CDK activating cyclins have been identified in surprisingly high
numbers in plants, and the participation of two CDK types at G2/M phase of cell
cycle process, one of which is a plant specific CDK kinase, can participate to this
plasticity.

In the past two decades our research group has contributed significantly to
plant cell cycle research by cloning and analysing several key regulatory genes
(CDK-s, cyclins, CDK inhibitors, RB-related genes, E2F genes) from alfalfa and
rice. | joined the research work of our group by examination of proteins taking part
in alfalfa cell division regulation. To achieve this we applied for two plant
experimental approaches. We used the A2 cell suspension synchronization system
to study the cell cycle regulation of alfalfa. We examined the reactivation of CDKs
in dedifferentiated cells to certain hormone effects, and the first steps of the
reactivation of cell division by the established alfalfa leaf protoplast culturing

system.
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In my thesis | present the results which intend to answer the following
questions:

e Which D-type cyclins interact with alfalfa CDK kinases, and in which cell
division phase regulation do they have a role?

e Can A- and plant specific B-type kinase complexes phosphorylate the alfalfa
retinoblastoma-related protein?

e How does the quantity of MsRBR1 protein change during the process of cell
division in alfalfa?

¢ How do the plant hormones influence the level of alfalfa RBR protein in A2
cell suspension, and in Medicago truncatula R-108 callus capable of direct
regeneration?

¢ In which hormonal conditions do regulating activation of alfalfa CDK-cyclin
complexes at G1/S and G2/M transition?

¢ How can we determine the exact expression and activation of CDK kinases

at G2/M transition and mitosis?

SUMMARY

The accurate process of cell division is the base of life and reproduction of
both unicellular and more complex organisms. The detailed cognition of the cell
division is important from the aspect of the human genetics and plant biology,
because there is a basic need for growing adequate quantity and appropriate
quality of plant nutrition. The importance of the plant molecular biology is confirmed
by the investigation focusing on discovering the complete plant genome. Due to the
continuously broadening instrumental development of molecular biology in the past
two decades it became possible to collect considerable amount of knowledge on
plant cell cycle regulation.

Compared to molecular regulation processes of the animal model organisms,
the complex plasticity of morphology, cell division and differentiation of higher
plants, and their immovable nature allows to conclude significant differences.
Based on the previous results it can be stated that the main participant molecules

of the cell cycle regulation show considerable sequential and functional homology
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between plants and animals, but unquestionable the component of the plant
specific processes.

In our group we managed to isolate proteins known and found the most
important in animal cell cycle regulation (cyclin dependent kinases, cyclins,
inhibitors) and other important proteins such as homologues of the retinoblastoma
tumour suppressor and EZ2F transcriptional factors from the economically
important, nitrogen-binding alfalfa. During our research work we focused on the
more detailed cognition of the function of the above mentioned proteins in the
alfalfa cell cycle regulation, and we found the following important results:

We investigated the role of the new type alfalfa Medtr;CYCD1;1 and
Medtr;CYCDG6;1 cyclins isolated by yeast two-hybrid technique in the cell cycle
regulation and we searched which CDK kinases they can form active complexes
with. We managed to confirm the interaction between the alfalfa D-type cyclin and
the CDK protein by the yeast two-hybrid assays. Medtr;CYCD1;1 showed stronger
interaction with B-type CDK-s, whereas Medtr;CYCDG6;1, a cyclin that does not
contain an LxCxE RB-binding motif, showed clear interaction with CDKA in the
yeast two-hybrid tests.

The Medsa;CYCD3;1 cyclin translated by reticulocyte cell lysate system was
able to bind to and activate alfalfa CDKA kinase. According to its expression data
CYCD3;1 may have a role in activation of CDKA in G1/S phase, it is confirmed by
GST-CYCD3;1 fusion protein bound kinase activity in our cell culture synchronizing
experiments. Generally D-type cyclins similarly to Medtr;CYCDG6;1 cyclin
accumulate mainly in the dividing cell, which reflects to their role in the cell cycle
regulation. Although interestingly, the quantity of protein similarly to a few other
plant D-type cyclins remains nearly equal during the cell cycle phases.

We confirmed by the in vitro phosphorylation assays that immunoprecipitated
CDKA from whole protein extract of alfalfa cell suspension, and the mitotic
CDKB2;1 complexes are able to phosphorylate the alfalfa retinoblastoma-
homologue (MsRBR1) protein.

RBR analysis gained particular attention in plant molecular research recently.
We confirmed by our experiments, that the retinoblastoma-homologue has a role in

the regulation of plant cell cycle. The appropriate polyclonal anti-body made it
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possible to study the role of the alfalfa RBR protein in the cell cycle. Observing the
quantity of the alfalfa retinoblastoma homologue (MsRBR1) in synchronized cell
cultures, we observed that the quantity of protein is slowly increasing until the S
and G2/M phases of the cell cycle, and possibly there is a decrease again from M-
phase. Results from both hydroxyurea and double blocked synchronized assays
confirm that the presumed hyperphosphorylation form of MsRBR1 changes
depending on the cell cycle. The quantity of this MsRBR1 form is getting stronger
from the S-phase remains until the next cycle after the late G2/M phase, out of
accordance with the normal size, decreasing quantity of MsRBR1 protein.
Accordingly we presume that the retinoblastoma-homologue phosphorylation plays
a similar role in regulation of the plant G1/S cell cycle transition, as it has been
confirmed in the case of pRB.

We examined the effect of certain plant hormones on quantity of MsRBR1
protein. Since the amount of alfalfa retinoblastoma-homologue proved to be
sufficient only in cell suspension samples, we decided to use this as experimental
object. According to the results we can confirm, that discrepant RBR protein can be
detected in hormone free and auxin containing medium, which show
correspondence with the cell cycle activities of the suspensions.

Alfalfa RBR protein allows to conclude an interesting modification in the
microcallus cell culture of Medicago truncatula R-108 after plated on hormone free
medium for around a week. While it is also observable that the protein level of RBR
decreased below the detectable amount after a few days in the same experiments.
The observed possible modification of alfalfa RBR protein at higher molecular
weight range supposedly refers to the role of the RBR protein in the chromosome
remodelling occurring in the process of differentiation in the Mt-108 microcallus
population. Further research work is needed to identify the type of this presumed
RBR modification. However a heat shock protein was found in the separated
complex of anti-RBR immunoprecipitated samples that homologue known to
interact and stabilizes the pRB protein.

We examined what kind of molecular processes play role in hormone induced
cell cycle reactivation in case of alfalfa leaf protoplast cells, more precisely, how

and when the CDK-related protein complexes activate within the first division of
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cells, and what kind of role the examined auxin and cytokinin hormones have in
this process. According to our experiments we stated that auxin is essential to the
synthesis of alfalfa CDKA kinase, whereas cytokinin addition was essential in every
case to promote the entry of the reactivated protoplast cells into mitosis.

We confirmed using the double blocked combined synchronized technique of
alfalfa cell suspension, that cells need the active CDKA/cyclin complex in the
transition at G2/M checkpoint. Expression of CDKB2;1 plant specific kinase occurs
right after the transition at G2/M checkpoint, and it also gains considerable kinase

activity, which supports the mitotic function of this B-type CDK kinase.
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