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l. Bevezetés

A novény fejlédése idében és térben szigorian szabalyozott sejtosztddasi
folyamatok Osszessége, aminek készdnhetéen megfeleld helyen és megfeleld id6ben
kialakul a névény szovetrendszere. Az utébbi idében jelentds erdfeszitések torténtek
a novényi sejtosztodasi folyamatok megértésére. A kis tumorvirusok analizise
jelentés meértékben hozzajarult az allati sejt szabalyozé mechanizmusainak és a
sejtosztédas egyes lépéseinek megértéséhez. A ndvényi DNS virusok hasonl6
médon segithetnek szamunkra a névényi sejtciklus megértésében.

A geminivirusok olyan ndvényi virusok, amelyek a névények széles koérét
fertézik meg, és az egész Foldon jelentés termésveszteséget okoznak. Nagymértékii
fert6z6képességiik és egyedulallé tulajdonsagaik miatt (a viralis genom egyes-szalu
DNS-bdl all, kis genomméret, a replikacié a sejtmagban megy végbe) a geminivirusok
az érdeklédés kozéppontjaban allnak. A virdlis egyes-szala DNS ikozaéderes iker
részecskékben helyezkedik el. A virus replikacioja és a virus fehérjék transzkripcidja
a kettés-szalu atmeneti forman keresztil torténik. A virus sajat életciklusahoz csak
kevés szamu fehérjét képes biztositani. Mivel egyik virusfehérje sem rendelkezik
DNS-polimeraz aktivitassal, a virus kénytelen a gazdasejt replikaciés mechanizmusait
felhasznalni sajat DNS-ének replikacidjahoz. Vannak olyan geminivirusok, amelyek
floem specifikusak (Sanderfoot és Lazarowitz, 1996b) és a prokambidlis sejtekben
jelenlévo replikaciés enzimeket hasznéljdk fel a virus genom replikaciéjahoz. Mas
geminivirusok esetében azonban a virus jelenléte nem korlatozédik a prokambinalis
sejtekre, azaz a virus a névény kilénb6zé részein a terminalisan differencialodott
sejtekben is kimutathaté. A kifejlett novény legtébb sejtie elhagyja a sejtosztédasi
ciklust és kulonbozé mértékii diffrencidlédason esik at, igy nem tartalmazza a
replikaciés enzimeket (Nagar és mts., 1995). Mivel a terminalisan differencialédott
sejtekben a replikaciés enzimek csak virusfertézés utan mutathatok ki,
feltételezhetjilk, hogy ezek a geminivirusok képesek atprogramozni és az az
osztodasi ciklusba visszajuttatni a gazdasejtet és igy egy a replikacionak megfelel6
kornyezetet alakitanak ki. Ujra tudjak inditani példaul a terminalisan differtencialédott
sejtekben olyan gének expressziéjat, amelyek a sejtciklus S-fazisaban miikédnek. Az



emlés DNS tumor virusok hasonlé médon fliggnek a gazdasejt replikacios fehérjéitdl,
és képesek beinditani a replikaciés enzimek termel6dését azokban a sejtekben,
amelyek el6z6leg mar elhagytak a sejtosztédasi ciklust (Jansen-Durr, 1996).

Azt a lehetéséget, hogy a virus életciklusa és a gazdasejt sejtciklusa kozott
szoros kapcsolat létezhet, mas tények is alatamasztjak. A gytiszlvirag csikoltsagi
virus (DSV) kett6s-szali replikativ DNS formaja a sejtciklus S-fazisaban sokkal
nagyobb mennyiségben van jelen, mint mas osztédasi fazisokban (Accotto és mts.,
1993). Ez a tény arra utalhat, hogy a geminivirusok valamilyen médon képesek sajat
replikdciés mechanizmusukat hozzaigazitani a gazdasejt DNS-ének replikaciéjahoz
(Gutierrez, 2000).

Csoportunkban kimutattuk, hogy az altalunk vizsgalt kukorica csikoltsagi virus
(maize streak virus (MSV)) replikaciés fehérje hozzakapcsolédik az egyik
legfontosabb tumor szupresszorhoz, az emberi retinoblasztéma (Rb) és a kukorica
retinoblasztéma homoldg fehérjéhez éleszté két-hibrid rendszerben (Horvath VG és
mts., 1998). Allati rendszerekben az Rb csaladba tartozé fehérjék a sejtciklus fontos
negativ szabdlyozéi, és a sejteket a G1-fazisban gatoljak. Emiés DNS tumor
virusfertézés hatasara a sejtek azonban felszabadulnak a gatlas aldl, és eljutnak a
sejtciklus egy olyan fazisaba, ami a virus replikaciésciklusanak megfelel (Gutierrez,
2000). Feltételezhetéen a névényi retinoblasztoma fehérjék is ilyen gatié szerepet
jatszanak a névény sejtciklusaban, és ez alél a gatlas alél szabadul ki a sejt
geminivirus fertézés hatasara.

A gemininivirusok vizsgalata valészin(ileg lehetévé teszi, hogy a névényi DNS
replikaciéjarél, a novényi gének expresszibjardl és a sejtciklus szabalyozasanak
mechanizmusairél tovabbi informacidkat szerezziink. Munkank soran az MSV
életciklusa és a kukorica sejt sejtciklusa kozoétt |1évé kapcsolatot vizsgaltuk
transzgenikus kukorica ndvényekben és az élesztd két-hibrid rendszer segitségével.
Csoportunkban egyedulalléan rendelkezésiinkre all egy j6! transzformélhaté és jol
regeneralodéd kukorica vonal, amely hosszi évek munkajanak eredményeként
hasznalhattunk fel transzgenikus ndovények elddllitasara (Mérocz és mts., 1990).
Kisérleteink sordn arra a kérdésre kerestlink valaszt, hogy az MSV prométerek



miikodése a sejtciklus szabalyozasa alatt all-e, és, hogy az MSV replikaciés fehérje
milyen eddig nem ismert sejtciklus szabalyozé fehérjével mutat kdlcsdnhatast.




il. Irodalmi attekintés

I1.1. A sejtciklus alapmechanizmusai eukariota szervezetekben

A sejtciklus alapmechanizmusai az eukariéta rendszerekben nagy foku
konzervaltsagot mutatnak (Doonan és mts., 1997; Dudits és mts., 1998). Az eukari6ta
sejtciklus soran két fontos ellendrzépont létezik: az egyik a késdi G1 fazisban, a DNS
replikacidja el6tt, a masik pedig a G2/M fazis hataran, a mitézis elétt. A sejtciklusban
torténé elérehaladasért kilénb6zé ciklin-fliggé kinaz (CDK) komplexek felel6sek,
amelyek katalitikus alegységként egy kb. 34 kDa fehérjét (CDK) valamint ciklin
szabalyoz6 alegységet tartalmaznak (Morgan és mts., 1995). A sejtciklus egyes
Iépéseinek finom szabdlyozasa ezeken a CDK komplexeken keresztiil torténik. A
sejtciklus kontroll masik fontos, a kulénbézé organizmusokban jelenlévdé komponense
a retinoblasztéma fehérije, amely mas, jelenleg még ismeretlen fehérjék
kozremiikédésén keresztiil iranyitja a tumoros sejteket a végnélkili osztodasok felé.

A sejtciklus szabdlyozas tanulmanyozasa a hetvenes évek elején éleszté
sejteken kezdddott. A hasadd éleszték (Schizosaccharomyces pombe) tipikus
sejtciklust mutatnak két kdztes (G1, G2), egy szintetikus (S) és egy osztodd (M)
fazissal. Két fontos tényezd befolyasolja a ciklus folyaman az elérehaladast: a
sejtméret és a DNS karosodasa. A sejtméret mindkét ellenérzéponton, tehat a G1 és
a G2 atmenetnél is fontos, és a sejt nem folytathatja a ciklust egészen addig, amig a
kritikus méretet el nem éri. A DNS karosodas kontrollja a G1 fazisban miikédik, és a
sejtciklus  lelassulasat, s6t esetenként a megallasat is okozza. Igy a
javitbmechanizmus szamara elegendd idé all rendelkezésre a hibak kijavitasara.
Elesztd sejtciklus mutansok analizise vezetett a p34-kindz kdzponti jelentéségének
felismeréséhez. A p34-kindz szabalyozo feladatot lat el a mitétikus-fazisban és a G1-
valamint S-fazisokban egyarant. A G2/M-fazisok kdzétti atmenethez szilkség van az
aktiv p34-kinazra, amely komplexet képez a ciklinekkel (Alberts és mts., 1994). A p34
és a B tipusu ciklin kozott a G2/M hataran kialakulé komplex (MPF) a sejteket az M
fazis felé iranyitja. Az S-fazist serkenté faktor (SPF) az éleszték esetében a p34-



kinazt és a G1-ciklineket foglalja magaban és a DNS szintézis felé tereli a sejteket.
Hasonléan a tdbbi eukariéta szervezetekhez, a névényi sejtek osztédasa is
négy, szigorian meghatarozott fazisra bonthatd. A testi sejtek megduplazédasanak
és két utodsejt létrejéttének folyamataban az S-fazis alatt térténik meg a DNS-
allomany megkétszerezédése, és a mitézis (M) fazis folyaman jatszédik le a
kromoszomak szétvalasa. A G1- és G2-fazisok e két fontos folyamatot készitik el6. A
sejtciklus hossza fajonként, szévet- és sejttipusonként valtozhat. Kukoricagyokér
merisztématikus sejtjeiben a G1-fazis 2-4; az S-fazis 9-11; a G2- fazis 6-7; a mitézis
2-4 6rat vesz igénybe. A névényi sejtek osztéddasi ciklusa az emlbs sejtektdl eltérden,
egyarant megszakadhat a G1-, illetve a G2-fazisban. A hormonalis reaktivaciénak (pl.
auxinhatas) kiemelt szerepe van a ciklus Ujrainditasaban. A ciklus folyamata
szabalyozhaté kilénb6zd fazisokban gatlé vegyiiletek adagolasaval. A G1/S-, illetve
korai S-fazisban haté és leggyakrabban hasznalt szinkronizalé szerek a hidroxiurea
és az afidikolin (Dudits, 1999). A névényi sejtekben miikodé sejtciklus-szabalyozasi
mechanizmusok az élesztékhéz viszonyitva osszetettebb rendszerek. Jelentfs
mértékben nétt a szama azoknak a géneknek, amelyek kilénbdz6 sejtciklus
szabalyozé fehérjéket kddolnak. Az élesztékben talalhaté és tobb funkciét is ellatd
p34 helyett a névényi sejtekben egy egész kinazcsalad (CDK) kiilénb6z6 tagjai
lépnek kapcsolatba a sejtciklus kiilénbdzé fazisaiban mas-més ciklinekkel (Nigg,
1995). Napjainkban egyre tobb informacié all rendelkezésiinkre ezeknek a géneknek
a transzkripciés, hormonalis szabalyozasarél (Doonan, 2000; Mészaros és mts.,
2000; Pasternak és mts., 2000). A CDK-k kiilonb6z6é ciklinekkel valé asszociacidja a
felelds a G1/S és a G2/M atmenet szabalyozasaért (Huntley és Murray, 1999). Annak
ellenére, hogy a kontroll mechanizmusok minden eukariéta élélényben jelen vannak,
az egyes lépések kozott kiuldnbség tapasztalhaté. A ndvényekben példaul az
élesztotol és az allati sejtektdl eltéréen nemcsak a ciklinek, hanem a CDK variansok
génjei is sejtciklus fazis fliggd kifejezédést mutatnak (Dudits és mts., 1998; Magyar
és mts., 1997). A jelenleg rendelkezésre allé6 szekvenciaadatok alapjan az izolalt
novényi gének els6sorban mitdtikus ciklineket kédolnak. A ndvényi ciklinek egyarant
hasonlésagot mutatnak az A és a B tipusu ciklinekhez (Renaudin és mts., 1994).
Ugyanakkor a sejtciklus gének expresszios mintazata az élészervezetek széles



spektrumaban erds konzervaltsagot mutat, az élesztéktol kezdve a ndvényeken
keresztil az Adllatokig. Azok a gének példaul, amelyek a DNS replikacioval
kapcsolatos fehérjéket kddolnak, mint pl. a replikacié-fliggé hiszton gének (Chaubet
és mts., 1998), féleg a sejtciklus S-fazisaban expresszalédnak.

Allati sejtekben a retinoblasztéma (pRb) egy géncsalad része, idetartoznak a
p107 és a p130 fehérjét kédolé gének is (Herwig és Strauss, 1997). Névényi pRb
homolégokat kukoricabdl (Grafi és mts., 1996; Xie és mts., 1996; Ach és mts., 1997),
dohanybdl (Nakagami és mts., 1999) és Arabidopsis-bél (Kong és mts., 2000) sikeruit
kimutatni. Az eml6s sejteken végzett kisérletek arra utalnak, hogy a pRb csalad tagjai
negativan szabalyozzak a sejtciklust, és a differencialodast segitik el (Sidle és mts.,
1996). A kukorica pRb homolégok is féleg a kifejlédétt levél sejtjeiben
expresszalédnak (Huntley és mts., 1998), ami arra utalhat, hogy ezek a fehérjék
ndévényi sejtekben is hasonlé funkciét latnak el.

1.2. A geminivirusok genetikai felépitése

A geminivirusok egyes-szdli cirkuldris DNS virusok. A virdlis DNS iker
részecskékben helyezkedik el, és a mérete kis 2,5-3 kb kdzétt valtozik. A viralis
genom tartalmaz két intergenikus szakaszt. A nagy intergenikus szakaszban (LIR) a
virus replikaciéjaért, a viralis gének expresszi6jaért és a bepakolodasért felelds
szekvencidk, a kicsi intergenikus szakaszban (SIR) a poliadenilaciés szignalok
talalhatéak. A virdlis DNS kddolé kapacitasa a kilénbézé geminivirusok esetében
mas és mas: az l-es tipusu virusndl a virdlis genom négy fehérjét, a ll-es és a lll-as
virusok estében pedig hat-hét fehérjét kddol.

I1.2.1. Az I-es tipusi geminivirusok

Ezeknél a virusoknal csak olyan fajokat taldltak, ahol a viralis genom osztatlan,
azaz csak egyetlen DNS szilbol all. Amint az 1/B &abran lathaté az altalunk
behatébban vizsgalt MSV esetében is egyfajta DNS-b&l all a viralis genom, és
négyféle fehérjét kédol (Mullineaux és mts., 1984; Lazarowitz, 1992). Kettnek (C7,



C1C2) az atirédasa a komplementer szalrdl, kettének pedig (V1, V2) a virion-szensz
szalrdl torténik (Morris-Krsinich és mts., 1985). Virion-szensz szalon azt a DNS-t
értjik, amelyik a kapszidban is megtalalhaté, a komplementer szalon azt, amelyik
csak a kettGs-szalu replikativ formaban van jelen. A mutaciés analizisek azt mutatjak,
hogy a C1 és a fuziés C1C2 fehérje a virus replikaci6jaért (Boulton és mts., 1989,
1993; Lazarowitz, 1989), a V1 fehérje pedig a ndvényen bellli elterjedésért felelés. A
V2 fehérje a virus burokfehérjéje (Boulton és mts., 1989;1993). A virus szensz
szalardl két mRNS szintetizalédik, az egyik kisebb mennyiségben termelddik, errdl
torténik meg a V1 fehérje transzlaciéja, a masik, nagyobb mennyiségben termeld
mRNS-rél a V2 fehérje transzlacidja megy végbe. Megkozelitbleg tizszer tobb V2
mRNS képzédik, mint V1. A komplementer szalrdl egy mRNS termelédik. Mutaciés
analizisekkel kimutattak, hogy a C1 fehérje err6l az RNS-rél transzlatalédik. A
komplementer szalrél képz6dé RNS érése (intron kivagédas) soran, egy fuziés
fehérje, a C1C2 fehérje képzddik. Az intron kivagédas jelentéségét Wright és
munkatarsai (1997) bizonyitottak. Kimutattak, hogy abban az esetben, ha az intron
kivagodaseért felelds szekvenciaban mutacié térténik, ez a virus replikaciéjat gatdlja.

I1.2.2. A IlI-as tipusi geminivirusok.

A lll-as tipusu geminivirusok esetében a viralis genom két kilénb6zé DNS-béI,
a DNS A-bdl és a DNS B-bdl all. Amint az 1/A abran a paradicsom arany mozaik
virus (TGMV) példajan lathaté (Hamilton és mts., 1984), mind a két DNS-en lévd
fehérjékre sziikség van a hatékony fert6zéshez. A mutacids analizisek azt
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transzkripciéjanak iranyat jelzik. A viralis mRNS 5’ végét a genomi elhelyezkedés alapjan feltlntettuk.
A korok a TATA-boxokat, a haromszdgek a poliadenilaciés szignalokat jelzik.



mutatjak, hogy az A komponens a B jelenléte nélkiil is képes replikalédni és
bepakolédni. A B komponens az A DNS altal kédolt fehérjék jelenléte nélkil nem
képes replikalédni, ugyanakkor ennek a komponensnek fontos szerepe van a névény
szisztematikus fert6zésében és a virusfertbzésre jellemzd szimptomak
kialakulasaban (Sanderfoot és mts., 1996a).

Az A DNS 6t fehérjét kédol. Négynek a transzkripcidja (AL1, AL2, AL3, AL4) a
komplementer szairél, egynek pedig (AR7) a virion-szensz szalar6l megy végbe. A B
DNS két fehérjét kddol, az egyik transzkripcidja a komplementer szalrél (BL71), a
masik fehérje transzkripcidja pedig a szensz szalrél (BR1) torténik. Az AL1, AL2, BL1
és BR1 gének mutacidja gatolta a virusfertézést. Ezekbél az eredményekbdl arra
kévetkeztethetiink, hogy ezeknek a fehériéknek fontos szereplik van a virus
életciklusaban. Az AL1 mutacidja gatolta a virus replikaciéjat, az AL3 gén mutéacidja
pedig erételjes csékkenést idézett elé a virdlis DNS szintiében (Sung és Coutts,
1995). Az eredmények jelzik, hogy mindkét génnek fontos szerepe van a virus
replikaciéjaban. Az AR1 és BR1 gének mutacidja hatassal van az egyes-szali DNS
(ssDNS) felhalmozdédasara, amibdl arra koévetkeztethetliink, hogy az itt kédolt
fehérjéknek fontos szerepilk van a ssDNS sejten belili elkilénitésében (Padidam és
mts., 1996). Bizonyitast nyert, hogy az AR1 a virus burokfehérjéje, a BR1 pedig a
virus DNS sejten beliili szallitdsaban jatszik szerepet. Az AL2 gén terméke is
hatassal van az ssDNS felhalmozédasara, feltételezhetéen az AR1 és a BR1 gének
transzaktivalasa révén (Sunter és mts., 1997). A BL1 gén mutaciéja nem volt hatassal
a viralis DNS felhalmozédasara, ennek a fehérjének a sejtrél-sejtre valé szallitdsban
van fontos szerepe (Ward és mts., 1997). Az AL4 fehérjének nincs észlelhetd hatasa
a virus replikaciéjara (Elmer és mts., 1988).

IL 2.3. Egykomponensii II és III-as tipusi geminivirusok
Néhany, a lll-as csoportba és az atmeneti csoportba (ll) tartozé virusnal csak
egyféle DNS taldlhaté a virus kapszidjaban. Ezeknél a virusoknal a komplementer

szalon lévé gének (C1, C2, C3, C4) elhelyezkedése megegyezik a lll. tipusu virus A
DNS-én tapasztaltakkal, amint ez a paradicsom levélsodrédasi virus (TLCV)
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esetében az 1/B abran lathatd. Hasonléan a két komponensi virusokhoz, a C1
fehérje nélkilézhetetlen a virus replikacidjahoz, a C3 fehérje pedig jelentésen
megndveli a replikacié hatékonysagat. Ugyanugy, mint az AL2 fehérje, a C2 is fontos
a fertézéshez, de az nem tisztazott, hogy transzaktivdlja-e a viralis gének
expressziojat (Wartig és mts., 1997).

A virion-szensz szalr6l két fehérje termelédik, a V1, és a V2. Ennek a két
fehérjének nincs hatasa a virus replikaciojara, viszont mutacidjuk jelentés mértékben
csokkenti a virus fert6zéképességét. Ennek feltételezheté oka a ndvényen belili
szdllitas zavara. A V1 a virus szallit, a V2 pedig a virus burok fehérjéje (Wartig és
mts., 1997).

1.3. A geminivirusok replikdcidja

Az bsszes geminivirus hasonlé stratégiat hasznal a sajat DNS készletének a
megsokszorozasara, ez pedig a gordild kerék mechanizmusan alapulé replikacio. A
folyamat két Iépésbdl all. Az elsé 1épésben az egyes-szall “pozitiv’ szél a templat, és
ezen megy végbe a “minusz” szal szintézise. Igy létrejon a kettds-szalt replikativ
forma (dsDNS). A masodik Iépésben ez a kettds-szald forma a templat, amirél
megtérténik a “pozitiv” szalak szintézise. A geminivirus replikaciéja soran a “pozitiv”
szal az a DNS, ami a virionban és a dsDNS-ben is megtalalhaté. A “minusz”’ szal
azonban csak a dsDNS-ben taldlhaté meg. A replikacié soran a “pozitiv’ szél
szintézisének kezdd lépése a dsDNS specifikus hasitdsa a konzervalt nagy
intergenikus szakaszban (LIR), a virus replikaciés fehérjéjének segitségével (Orozco
és mts., 1996). A “pozitiv’ szal szintéziséért felelés tovabbi |épések jelenleg nem
ismertek. Mivel a geminivirusok nem kdédolnak az eddig ismert polimerazokhoz
homolég fehérjét, azt kell feltételezniink, hogy a virus az elongacios lépésekhez a
gazdaseijt fehérjerendszerére hagyatkozik.

Még kevesebb informacié all rendelkezésiinkre a “minusz” szal szintézisérdl.
Aitalanosan elfogadott, hogy a “minusz” szal szintézise teljes egészében a gazdaseit
tevékenységének az eredménye, mivel a burokfehérie az egyetlen fehérje, ami a
virionban kimutathaté és ennek a fehérjének nincs szerepe a virus replikaciéjaban
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(Woolston és mts., 1989). Hangsulyoznunk kell azonban, hogy mindeddig még nem
sikeriilt minden kétséget kizaroan kizarni azt a lehetdséget, hogy esetleg nagyon kis
mennyiségben mas virusfehérje is jelen van a virionban és elésegiti a “minusz” szal
szintézisét.

A gordiild kerék replikaci6 nagyon altalanos a baktérium rendszerekben.
Rigden és munkatarsai kimutattdk (1996), hogy a TLCV képes replikalodni
Agrobacterium tumefaciens térzsekben is. Ezek szerint a geminivirusok ndvényi
sejtekben és névénnyel kapcsolatos prokariéta rendszerekben képesek replikalodni.

.4 A virdlis gének transzkripcidja

A mRNS molekulédkat tobb virus esetében analizaltak. Ezek az eredmények
azt mutatjdk, hogy a geminivirus genom transzkripciéja kétiranyd, és mind a
komplementer, mind a virion-szensz szalrél irddnak at mRNS-ek. A virus RNS-ek
poliadenilaltak és a konszenzus TATA-box-t6l 3' irdnyban az inicialis elemekné! indul
a transzkripcijuk. Ezek az eredmények azt sugalljgk, hogy a virdlis gének
transzkripciéja gazdasejt RNS polimeraz Il enzimével toérténik. A kilénb6z6
alcsaladba tartozo fajok kilonb6z6 expressziés stratégiakat hasznalnak, kialonosen
szembetlinGek az RNS érésében tapasztalhat6 kilénbségek.

Az irbdalmi adatok alapjan a legtdbb informacié a lll-as csoportba tartozé
TGMV transzkripcidjarél all rendelkezésuinkre (Sunter és Bisaro, 1989). A TGMV A
DNS-ér6l hat RNS szintetizalodik, a B komponensrdél pedig négy. Mindkét
komponensrél csak egyetlen egy virion-szensz RNS képz6dik, amirdl egyik esetben a
burokfehérje, masik esetben pedig a BR1 fehérje transzlatalédik. A komplementer
szal transzkripcidja sokkal 6sszetettebb. Errél sok atfedd RNS képzddik kulonbozé &'
és azonos 3’ végekkel. A poliadenilaciés szignal a komplementer és a virion-szensz
RNS-ek esetében atfedést mutat, ebbdl adédéan az RNS-ek végein néhany nuklieotid
azonos. Mindharom a B komponens komplementer szalarél képz6dé RNS a BL1
fehérje termel6dését eredményezi. Az A komponens komplementer szalardl képz&do
RNS-ek viszont kiilénb6z6 fehérjék elballitAsaban vesznek részt. A legnagyobb
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transzkriptum (AL61) atfedi az A DNS teljes baloldalat. Ez az a transzkriptum, amelyik
a teljes hosszusagu AL1 fehérje termelédését eredményezi. Az AL2540 és a AL2515
RNS-rél az AL4 fehérje termelddik. Az AL1935 és az AL1629 a két legkisebb RNS,
amelyekrdl az elsd nyitott olvasasi keretben az AL2 fehérje, a masodik olvasasi
keretben az AL3 fehérje termelédik. Nincs olyan RNS, amelyrél egyediil az AL3
transzlacidja térténne meg, ami jelzi, hogy ez a fehérje policisztronos mMRNS-rél
szintetizalodik. Ezen RNS-ek policisztronos karaktere in vitro transzlaciéval bizonyitott
(Thommes és mts., 1994).

A komplementer szalat illetben hasonlé transzkripciés stratégiat
tapasztalhatunk mas ll-es és lll-as tipusu virusok esetében is (Mullineaux és mts.,
1993), a virion-szensz gének transzkripcidja azonban az egy komponensi
geminivirusoknal sokkal sszetettebb (Mullineaux és mts., 1993).

Az l-es csoportba tartozé virusok transzkripcidja szintén kétiranya és tobb
iniciaciés helyrél indul el. A poliadenilacios szignalok, hasonléan a tobbi
geminivirushoz, atfedést mutatnak (Wright és mts., 1997). Ugyanakkor a ll-es és a lll-
as virusokkal ellentétben, a I-es tipusi virusok RNS-ének processzalasa a viralis
gének kifejez6désének fontos momentuma. Az ebbe a csoportba tartozé virusok
komplementer szalan két nyitott olvasasi keret talalhaté, amelyek egyuttesen kddoljak
a virus replikaciéjaért felelés C1C2 (Rep) fehérjét. Ez a fehérje splicing utjan
keletkezik az egyetlen komplementer RNS-rél. A splicing Gtjan kihasitott szekvencia
AT gazdag, és tartalmazza a hasitdshoz elengedhetetien konszenzus szekvenciakat.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a virus RNS-ének processzalasat a
gazdasejt mechanizmusai végzik el. Nagyon érdekes, hogy az RNS érése nem
tokéletes és a komplementer RNS-ek csak részben hasitottak. Feltételezhetéen
létezik egy szabdlyozé mechanizmus, ami megkézelitéen allandé aranyt tart fenn az
érett és az éretlen mRNS-ek kbzétt. A splicing hianyaban csak a C1 fehérje
transzlacidja mehet végbe, bar eddig még nincs genetikai vagy biolégiai
bizonyitékunk a C1 fehérje fellépésérdl a virusfertézés soran. Ugyanakkor a mutacios
analizisek egyértelm{ien azt bizonyitottak, hogy a Rep fehérje egyediil elegendd a
virus replikacidjahoz. A V1 gén kddolé szekvencigjiban is talalhaté intron, ami
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feltételezhetéen fontos szabalyozé szerepet télt be a virion-szensz gének
expressziéjaban (Wright és mts., 1997).

I1.5. A komplementer és a virion-szensz prométerek

A TGMV mRNS-ek prométereinek felépitése nagyaranyu hasonliésagot mutat az RNS
polimeraz II altal felismert prométerekhez (Sunter és Bisaro, 1989). Az AL671 RNS az
nek a prométere az ugynevezett k6ézds régidban talalhatd, amely a gének 5
régidjanak felel meg (Eagle és mts., 1994). Az afrikai kasszava mozaik virus (ACMV)
hasonlé régidja transzgenikus névényekben is miikédéképesnek bizonyult (Zhan és
mts., 1991). A komplementer prométerek azon képessége, hogy ndvényi
rendszerekben viralis fehérjék segitsége nélkil is mikodéképesek, nagymértekben
alatamasztja azt a feltételezést, hogy a virus gének transzkripcidjat a gazdaseijt
transzkripciés rendszerei végzik el. Hasonldan mas virus prométerekhez a TGMV
AL61 prométer magas szintli transzkripciét biztosit a mogétte elhelyezkedd
géneknek. Deléciés analizisek segitségével kimutattak, hogy az aktivitas jelentds
része annak a 60 bp-os szekvencidnak kodszénhetd, amely kozvetlenll a
transzkripcids “start” hely elétt helyezkedik el (Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997). Ez a
régié, amely telies mértékben egybeesik a “pozitiv’ szal origéjaval, egy TATA-boxot
és egy G-box motivumot tartalmaz (2. dbra). Mutécié barmelyik konzervalt régiéban
jelentés mértékben csdkkenti a prométer mikédését (Eagle és Hanley-Bowdoin,
1997). Egyes TATA és G-box mutansok defektesnek bizonyultak a virus
replikacidjaban is.

A TGMV AL61 prométer magaba foglalja a Rep fehérjekétd helyet is, ami a
transzkripciés start hely és a TATA-box kozbtt helyezkedik el. Az AL67 prométer
miikodése autoregulalt a Rep fehérjén keresztiil. A Rep és az AL4 fehérjék egyarant
gatoljdk az AL67 promoéter mikodését, de mas és mas szekvencia elemeken
keresztul fejtik ki hatasukat(Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997) (2. abra).

A komplementer prométerek felépitése mas Il és |ll csoportba tartozé virusok
esetében is a TGMV AL61 prométeréhez hasonld, ezért feltételezhetd, hogy
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szabalyozasuk is hasonlé. Az ACMV virus AC1 promotere is gatlodik a sajat Rep
fehérjéje hatasara (Hong és Stanley, 1995). Ugyanakkor néhany fontos kulénbség is
tapasztalhato6 az ACMV és a TGMV promoterek kodzott. Az ACT prométer nem
tartalmaz G-box elemet, az aktivalédasa tébb kilonallé cisz elemnek tulajdonithatd,
tovabba az AC1 prométer nem represszalodik a C4 fehérje jelenlétében (Hong és
Stanley, 1995).

A TGMV B komponens komplementer promoétere szintén tartalmaz olyan
szekvenciakat, amelyek az AL61 promoéterhez homoldgiat mutatnak, azonban ez a
prométer nem gatolhatd a Rep fehériével. Ez arra utal, hogy a BL1 fehérje

termel6dése mas médon szabalyozott (Sunter és mts., 1993).

GC
CG
CG
TA
AT
CG
CG
AL61 RNS GC
GC
[CCAAAAIGTTATATGAATTIGGTAGTAAGGTAGCTCITTATAITATITAGAGT TCCTAAGGGGCACGTGGCGCGC

CA-motivum REP kotéhely TATA AG-motivum G-box

2. abra. A TGMV replikaciés origoja és a AL61 promoter vazlatos képe. A hajt G szerkezet a
virus replikacidéjahoz elengedhetetlendl fontos. Az AL61 RNS transzkripcidjanak iranyat nyillal jel6Itik.
A promoter funkcidndlis elemeit keretbe foglaltuk (Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997).

A TGMV virion-szensz prométereinek mikodésérdl elég kevés infomacio all
rendelkezéslinkre. A tranziens kisérletek eredményei azt mutatjak, hogy a “k6z6s”
régio és az e mogott elhelyezkedo 5’ oldali szekvenciak, amelyek magukba foglaljak a
TATA-boxot és a transzkripcios iniciacidés helyet elégségesek a virion-szensz gének
transzkripciéjahoz. A virion-szensz gének expressziojahoz az AL2 fehérje jelenléte
nélkulozhetetlen (Sunter és mts., 1997). Hasonloképpen az ACMV virus AC2

replikéciés fehérje szintén nélkuldzhetetlen a virion-szensz gének mikodéseéhez
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(Haley és mts., 1992). Jelenleg nem ismert, hogy az AL2 fehérje milyen cisz
elemekhez kapcsolddik a viralis DNS-en bell.

Sunter és Bisaro (1997) kimutattdk, hogy a virion-szensz gének
transzkripcidjanak szabalyozasa nagyon komplex. Létrehoztak olyan transzgenikus
dohany novényeket, amelyek a “kdzés” régiét és az azzal szomszédos hatérold
szekvencidkat a pB-glikoronidaz (GUS) riportergénnel fuzionaltatva tartalmaztak. A
transzgenikus névények analizisénél a floem sejtekben mutattak ki kék festédést. A
floemspecifikus expresszié a névény fejlédése soran szabalyozottnak bizonyult és a
promoter a csirdzas utan 14 napig nem kapcsolt be. Ha azonban a transzgenikus
névény a promoter régié mellett tartalmazta az AL2 fehérjét is, a mezofil sejtekben
kék festddést tapasztaltak. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a virion-szensz
gének mikddésének a szabalyozasa kiilénb6z6 szdvetekben kilénbdzd mddon
mikodik. Az AL2 fehérje a mezofil sejtekben aktivalja, a floem sejtekben viszont
represszalja a burokfehérie gén expresszidjat. A génkifejezé6dés szabalyozasaban
virdlis és gazdasejt fehérjék egyarant résztvesznek.

Az AL2 gén transzkripciés szabalyozéasa jelenleg még nem tisztazott. Ennek a
génnek a promotere az AL7 gén kddolé régidjaban talalhaté. Az egyik feltételezés
szerint az AL61 prométer negativan befolyasolja az AL2 prométer miikédését. Az
AL61 prométer és a B komponens hasonl6 régidja a virusfertézés korai szakaszaban
aktiv. Amikor elegendé mennyiségii Rep és/vagy AL4 fehérje képzddott, ezek a
promoéterek gatiédnak, és igy mar nem befolyasoljdk negativan az AL2 és mas, 3’
iranyban elhelyezked® promoéterek miikodését. Ezaltal az AL2 és a BL1 promoéterek a
virusfertozés kozéps® szakaszaban aktivalodnak. Végil a virusfertézés késbi
szakaszaban az AR1, és a BR1 prométerek indukalédnak, feltételezhetéen a virus
replikacidja és az AL2 fehérje szintézise utan (Hanley-Bowdoin és mts., 1999). Ez az
expresszidos modell Howard és munkatarsainak a nevéhez fiiz6dik (1985). Dohany
protoplasztokban TGMV fert6zés utan 18 draval kimutathaté a dsDNS, de csak 18-24
6ra kozott tapasztalhaté a ssDNS jelenléte. Az AR1 gén expresszidja nem fliggétt a
virus replikaciéjatél, de 60-80-szor tobb burokfehérje képzédétt a replikalddni képes
vektorrdl, 6sszehasonlitva a replikalédni nem képes vektorral. Ez az eredmény arra
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utal, hogy a geminivirus replikacié és transzkripcié koordinaltan mikédik (Brough és
mts., 1992).

Nagyon kevés informéacié all rendelkezésiinkre a I-es tipusba tartozd
geminivirusok prométereinek miikddésérdl. Harom konszenzus TATA szekvencia
talalhaté az MSV genomjdban, amelyeknek szerepik lehet a komplementer szal
transzkripciéjaban (Boulton és mts., 1991). Abban az esetben, ha az egyik TATA-
boxban mutacié torténik, a virus altal elidézett szimptémak erételjes csokkenését
tapasztaljuk feltételezhetéen azért, mert a Rep fehérje termel6dése vagy a virus
replikacidja gatolt. Ezzel ellentétben virion-szensz gének transzkripciéjaban csak egy
TATA-box vesz részt. A virion-szensz gének transzkripcidjat kukorica
protoplasztokban is vizsgaltdk Ggy, hogy a riportergén elé az MSV 5’ LIR régidjat
kapcsoltak. Fenoll és munkatarsai (1988) kimutattak, hogy ebben a régiéban talalhaté
egy GC gazdag box, amely erételjesen aktivdlja a virion-szensz gének
transzkripcidjat. A kukorica sejt extraktumban taldlhaté egy olyan fehérje, ami vagy
amelyek koétédnek ehhez a GC gazdag boxhoz. Ez a fehérje feltételezhetéen a
kukorica egyik transzkripciés faktora, ami egyben a virion-szensz gének
transzkripcidjat is szabalyozza. Az MSV GC gazdag box régidja és a TGMV G-box
elemek felépitése hasonlé (Arguello-Astorga és mts., 1994).

A ,wheat dwarf virus” (WDV) és a ,chloris striate mosaic virus” (CSMV)-nak is
a virion-szensz prométere a C2 vagy a Rep fehérje segitségével nagymértékben
aktivalhatéo (Hofer és mts., 1992; Zhan és mts., 1993). Tehat hasonléan a tébbi
geminivirushoz, az I-es tipusba tartozé virusok feltételezhetéen szintén kédolnak egy
transzkripcios faktor fehérjét, amely a virion-szensz gének transzkripciéjat aktivalja.

Il. 6. EmI6s DNS virusok transzkripciojanak szabalyozasa

Kétoldall transzkripcié és alternativ mRNS érés alkalmazdsa mas DNS virusok
esetében is tapasztalhatd. Az egyik legjobban jellemzett virus a papova csoportba
tartozé, simian virus 40 (SV40) (Depamphilis, 1987). Az SV40 genomjaban két
expresszios egység miikodik, amelyeknek a transzkripcidja kétiranyd. Az egyik
egység a korai géneket kédolja, amelyeknek fontos szerepiik van a replikacidéban és
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gén expresszidban. A masik egység a késdi géneket kdédolja, errél altalaban a virus
struktarfehérjéi termelédnek. A korai gének a virus replikacidja elétt, a késoi gének
pedig a replikacié utan szintetizalédnak. Az SV40 szintén alkalmazza az alternativ
splicing stratégiat, hogy bévitse a virus proteinek repertoarjat. A kilonbozé splicing
alkalmazasa mas ndvényi virusoknal és gazdasejt géneknél is gyakori szabalyozé
tényez6 (Kiss-Laszl6 és mts., 1996)

I.7. Kélesénhatas a geminivirus és a gazdasejt k6zott

A geminivirusok replikaciéja és transzkripcidja a gazdasejt replikaciés és
transzkripciés mechanizmusaitél figg. Nagyon keveset tudunk arrél, hogy milyen
gazdaseijt faktorok jatszanak szerepet a virus életciklusaban.

I1.7.1. A geminivirus DNS replikici6ja és a gazdasejt kozotti kapcsolat vizsgilata

A ndvényi sejt differencidlédasa soran elhagyja a sejtosztédasi ciklust. A DNS
replikacidjaért felelés enzimek a terminalisan differencialédott sejtekben mar nem
mutathatoak ki (Nagar és mts., 1995). A DNS replikacidja és a sejtosztédas folyamata
a csucsmerisztémakban, a fejlédé levelekben és a kifejlett névények kambium
sejtieiben megy végbe (Staiger és mits., 1993). Egyes geminivirusok (répa
hajtascstcs fodrozédast okozé virusa (BCTV), vagy a tok levél fodrozédast okozé
virusa (SqLC)) esetében medfigyelhetd, hogy a virusfertézés kizarélag a floem
sejtekre korlatozédik (Sanderfoot és mts., 1996b). A virus replikacidja a prokambialis
sejtekben megy végbe, amikor is a virus felhasznélja a gazdasejt mar eleve meglévéo
rendszereit.

Mas geminivirusok esetében a virusfertézés nem korlatozédik kizarélag a
vaszkularis szdvetekre, hanem mas névényi szévetben is kimutathaté a replikalodé
virdlis DNS. A TGMV részecskék példaul a differencidlédott dohany szar, levél és
gyokeér sejtek sejtmagjaiban is megtalalhaték (Nagar és mts., 1995). Az MSV DNS-e
az érett kukorica levelek vaszkularis szévetében és a mezofil sejtekben mutathaté ki
(Lucy és mts., 1996). Egyik virus sem volt kimutathaté a merisztématikus sejtekben.
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Ezeknek az eredményeknek az alapjan fel kell tételezniink, hogy a geminivirusok
azaltal képesek replikalddni differencialédott sejtekben, hogy indukaljak a gazdaseijt
rendszereit. Ezt a feltételezést nagymértékben alatamasztja, hogy a proliferaciés sejt
nuklealis antigén (PCNA) TGMV fert6zést kévetden felhalmozdodott differencialédott
sejtekben (Nagar és mts., 1995), ugyanakkor az egészséges levelek hasonlé
sejtjeiben nem volt kimutathaté. A PCNA a gazdasejt DNS polimeraz 8 segito faktora.
A PCNA szintén kimutathaté volt transzgenikus névények olyan differencialédott
sejtjeiben, amelyek expresszaltak a Rep fehérjét. A gazdasejt indukciéjahoz a Rep
fehérje jelenléte elegenddnek bizonyult (Nagar és mts., 1995).

A geminivirusok az emlés DNS virusoknak abbdl a szempontbdl az analégjai,
hogy sajat DNS-Uk replikaciéjahoz a gazdasejt replikdcids mechanizmusaira
tdmaszkodnak. Az emlés DNS virusok kilonb6zd mechanizmusokat hasznalnak,
hogy indukaljdk a gazdaseijt replikacios fehérjéit. Az adenovirus E1A és a SV40 nagy
T antigénje kézvetlenil aktivalja a kilonb6zé gazdasejt gének transzkripcidjat azaltal,
hogy kulénb6z6 transzkripciés faktorokkal kdzvetlen kélcsénhatast létesit (Eckner és
mts., 1996). A TGMV Rep fehérjéje az allati DNS virusokhoz hasonléan feltehetdleg
képes kdzvetlenil aktivalni a PCNA transzkripciéjat. Az a tény, hogy a TGMV Rep
fehérjéje egy szekvencia fiiggé DNS-ké6t6 régiot tartalmaz (Fontes és mts., 1992), sét
transzkripciét szabalyoz6 képessége is van (Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997),
megerdsiteni latszik ezt a feltételezést.

Az emlés virus fehérjék mas médon is képesek befolyasolni a gazdasejt
szabalyozé mechanizmusait, példaul Ggy, hogy fehérje kolcsénhatast létesitenek
kilonb6z6 sejtciklust szabalyozé fehériékkel. Az SV40 nagy T antigénje,
azadenovirus E1A és a emberi papillomavirus E7 fehérjéje kapcsolédik a
retinoblasztéma fehérjéhez - pRb, p107 és p130 -, mialtal az E2F transzkripcids
faktor felszabadul (Hamel és mts., 1992). Ha az E2F felszabadul a gatlas aldl,
képessé valik arra, hogy kiilénb6z6 gének transzkripcidjat indukalja, melyeknek
azutan a DNS replikaciéjaban és a sejtciklus szabalyozasaban jut fontos szerep. A
geminivirusok analizise azt mutatja, hogy valésziniileg 6k is hasonlé médon képesek
befolyasolni a gazdasejtjeiket. Néhany geminivirus esetében bizonyitast nyert, hogy
lehetetlen eléallitani, olyan transzgenikus névényt, amely allandé magas szinten
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szintetizdlna a virus Rep fehérjéjét. Ezek az eredmények jelzik, hogy a Rep fehérje a
névény olyan alapvetéen fontos élettani funkci6it befolyasolja, mint példaul a
sejtciklus. Masodsorban medfigyelhetd, hogy a TGMV fert6zés hatasara a
differencidlédott gazdasejt morfoldgiai valtozasokon megy keresztil (példaul a
sejtmag vandorlasa a sejt kézepe felé (Nagar és mts., 1995). Ez a folyamat jelzi,
hogy a Rep fehérje kiilénbdzé dedifferencidlédasi folyamatokat indukal. EQy masik
fontos, a geminivirusok sejtciklust szabalyozé szerepét alatamaszté medfigyelés az,
hogy éleszté két-hibrid rendszerekben fehérje-fehérje kdlcsdnhatéast lehet kimutatni,
az MSV C1 fehérjéje, és a kukorica pRb homoldg fehérje kézétt (Horvath és mits.,
1998). Izolaltak kukoricabdl kiilénbdzé cDNS-eket, amelyek nagy mértéki homolégiat
mutattak az emlés pRb-hez (Grafi és mts., 1996; Xie és mts., 1996; Ach és mis.,
1997). Jelenleg még nem ismert, hogy a kukorica pRb fehérjék miikédnek-e tumor-
szupresszor fehérjeként, de néhany tulajdonsagban megegyeznek az emlés pRb
fehérjékkel. Tartalmazzak az A és a B zseb alegységeket, amelyek az emlds
sejtekben fontos fehérje-fehérje kdlcsdnhatasokban vesznek részt (Wang és mts.,
1994). A kukorica pRb kolcsonhat az SV40 nagy T antigénjével, a papillomavirus E7
és a novényi ciklin D az LXCXE motivumon keresztll (Grafi és mts., 1996, Ach és
mts., 1997). Ez a motivum tébb olyan emlés fehérjében megtalalhaté, amelyek
képesek koélcsOnhatasba lépni az pRb-vel. Az MSV C1 fehérjéjén kivil a WDV
hasonlé fehérjéjénél és a TGMV Rep fehérjéjénél is kimutattak, hogy képes a human
pRb-hez kapcsolodni (Xie és mts., 1996; Collin és mts., 1996). Kulénbség
tapasztalhaté a geminivirusok kozott abban az értelemben is, hogy a telies
hosszusagu Rep fehérje a WDV-nél és az MSV-nél nem hat kélcsén az pRb-vel, mig
a TGMV Rep fehériéje igen. A masik kilénbség, hogy a li-es a lll-as csoportba
tartozo virusok Rep fehérjéi nem tartalmazzak a konzervativ LXCXE motivumot, tehat
ezeknél a virusoknal feltételezhetéen az pRb-hez valdé kétédés mas motivumon
keresztil térténik meg.

Mas geminivirus fehérjéknek is szerepik lehet a noévényi sejt
atprogramozasaban. A BCTV fert6zés utan, a szisztematikusan fertézott levélerek
kérnyékén hullamosodas tapasztalhatd. A levelek mikroszkdpikus tanumanyozasa azt
mutatta, hogy a morfolégiai valtozas a floem parenchima sejtek erételjes osztédasa
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miatt alakulhatott ki (Esau és mts., 1978). A BCTV C4 fehérjében fellépé mutacié
nem befolyasolta a virus fert6z6képességét, de megakadalyozta a levélfodrozédas
kialakulasat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a C4 fehérije és a floem
morfologiai valtozasa kozétt kapcsolat van. A C4 fehérjét tultermeld transzgenikus
névények abnormalis levélfejlédést és tumor képzédést mutatnak. Ezért valdszind,
hogy a C4 fehérje mas viralis fehérje jelenléte nélkiil is képes sejtosztédast indukalni
névényi sejtekben (Latham és mts., 1997).

Ha a geminivirusok képesek rakényszeriteni a sejteket, hogy Ujra
visszalépjenek a sejtciklusba, és annak is az S fazisaba, felmeril a kérdés, hogy mi
torténik a gazdasejt kromoszémaival. In situ hibridizaciés analizisek azt mutatjak,
hogy a sejtmag felépitése a TGMV-vel fert6zétt sejtekben megvaltozik (Nagar és
mts., nyomtatas alatt). A virus DNS kisebb és nagyobb részecskékben a sejtmag
kozepén, a gazdasejt DNS-e pedig a sejtmag szélén helyezkedik el. Ez az
elkilonilés magyarazhatja, hogy nagyon ritka esetben tapasztalhat, hogy a virus
DNS-e beintegralédjon a gazdasejt kromoszémaiba (Bejarano és mts., 1996).
Néhany fert6zétt sejtben a kromészémalis DNS kondenzalédasa tapasztalhaté, ami
feltételezi, hogy a kromoszémak nem replikdlédnak intenziven. Mas esetekben
azonban azt tapasztaltak, hogy TGMV fert6zés utan a PCNA, EF-4A, és a hiszton 2A
prométerek indukalédnak (Egelkrout, Robertson, és Hanley-Bowdoin, nem publikalt
infformacid), ezért feltételezhetjik, hogy legaldbb néhany kromoszémalis geén
hozzaférheté a transzkripciés rendszerek szamara. A brémdeuxiuridin (BrdU)
beépliléses kisérletek is azt mutatjak, hogy a kromoszémalis és a viralis DNS is
nagymeértékben jel6lodott a nukleotid analdgok altal. Ezek az eredmények pedig azt
jelzik, hogy a virusfert6zés hatasara a gazdasejt DNS-e is replikal6dott. Ezekbdl az
eredményekbdl is latszik, hogy jelenleg nem teljesen tisztazott, hogy pontosan mi is
jatszodik le a gazdasejtekben geminivirus fertézés hatasara, de nagy
valészintiséggel allithatjuk, hogy a virus médositja a gazda sejtciklusat, eljuttatja egy
S-fazis szerli allapotba, ahol végbe mehet a DNS replikacidja.
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I1.7.2. A gazdasejt hatdsa a geminivirusok génexpresszigjara

A geminivirus prométerek a transzkripciés iniciaciés hely elétt TATA-box
szekvenciakat tartaimaznak, ami jelzi, hogy a virus gének expresszidjahoz a névény
alap transzkripciés aparatusara van sziikség. A két komponensl virusok
komplementer prométere, amely a Rep fehérje transzkripcidjaért felelés, tartalmaz G-
box elemeket, amelyek fontosak a prométer aktivitasahoz (Eagle és Hanley-Bowdoin,
1997). A G-box elemek kiilénb6z6 névényi prométerekben is megtalalhatéak (Vetten
és mts., 1994), és néhany ndvényi aktivator fehérie specifikusan kapcsolédik
hozzajuk. Ezeknek a fehériéknek kdzds jellemvonasa, hogy tartalmazzak a leucin
zipper alegységet, ami elésegiti a a fehérie dimerizalédasat és DNS koétését.
Ezenkivil altaldban tartalmaznak egy prolin gazdag szakaszt, ami a
transzaktivalasért felelés. Elég sok G-box kétd fehérje ismert, de még nem tisztazott,
hogy a geminivirus prométereihez mely fehérjék kapcsolédnak.

A gazdasejt faktorai szintén képesek AL2-fliggetlen aktivitast biztositani a
TGMV AR1 génjének floem sejtekben (Sunter és Bisaro, 1997). Az a szekvencia,
amely a floem specifikus expresszidért felelés, a transzkripcids start hely el6tt, a -163
és -107 nukleotidok kozott helyezkedik el, és nem foglalja magaba a G-box kété
régiot, ami -200 korul talalhaté. A szdvetspecifikus, negativ regulacioban szerepet
jatsz6 szekvenciakat szintén meghataroztak (Sunter és Bisaro, 1997). Pillanatnyilag
nem ismert, hogy mely gazdasejt fehérjék felelések a TGMV AR7 gén miikodésének
szabalyozasaért. Fenoll és munkatarsai (1988, 1990) kimutattak, hogy az MSV virion-
szensz promoétere szintén tartalmaz egy GC-gazdag elemet, ami nagyon fontos a
promoéter aktivitdisahoz, és hogy ehhez a fehérjéhez in vitro specifikus ndvényi
fehérjék kapcsolédnak.

A gazdasejt transzkripciés faktorainak fontos szerepe lehet a geminivirus
replikacioban. A TGMV komplementer prométere és a virus replikaciés origéja atfedd
elhelyezkedésiiek (2. abra). A mutacié, amely érinti a TATA-boxot vagy a G-boxot,
egyarant gatolja a virus replikacidjat és a komplementer prométer miikodését (Eagle
és Hanley-Bowdoin, 1997). A G-box elemekhez kapcsol6dé névényi fehériek nagy
érdeklédésre tarthatnak szamot, mivel a névényi transzkripcids faktorok kérében ezek
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az elso példak, amelyek replikacids faktorként is miikédhetnek. Mind a transzkripcié,
mind a replikacio iniciaciéjahoz nagy fehérje komplexumoknak kell kialakulnia a DNS-
en. A virus replikaciéjat el6segitd transzkripciés faktorok gyakran kézvetlenil a
replikacids inicialis fehérjével Iépnek kolcsénhatasba. Ez a kdlcsdnhatas elésegitheti
a replikaciéban szerepet jatsz6 fehérjék stabilizdlédasat az iniciaciés helyeken,
esetleg aktivitAsuk fokozédasat. A marha papillémavirus kédol egy transzkripciés
faktort (E2), amelyik kdlcsdnhat a virus replikaciés iniciaciés fehérjéjével, és ezaltal
elésegiti az alap replikaciés aparatusnak a replikaciés origbhoz valé kapcsolédasat
(Li és Botchan, 1994). Az E2 fehérje aktivdld alegysége a nukleoszémak
eltavolitasaval jarul hozza a replikacié elésegitéséhez. Egy masik példa az emlés
transzkripciés faktor NF1 kélcsénhatasa az adenovirus DNS polimerazaval, ami a
preiniciaciés komplexet az origdn stabilizalja (Mul és mts., 1992). A c-Jun és a c-Fos
kélcsbénhat az SV40 nagy T antigénjével, és erdsiti annak helikaz aktivitasat (lto és
mts., 1996). Ehhez hasoniéan a G-box fehérjék hozzajarulhatnak a geminivirusok
replikaciéjahoz oly mddon, hogy elésegitik a Rep vagy mas létfontossagu fehérjék
kapcsolédasat a replikaciéos origbhoz, esetleg megndvelik a Rep katalitikus
aktivitasat, vagy megvaltoztatjak az origé struktarajat.

A geminivirusok hatassal vannak a gazdasejt génjeinek az expresszi6jara. A
TGMV-nek ill. a TGMV Rep fehérjéjének az a képessége, hogy aktivalni képes a
PCNA prométerét (Egelkrout, Robertson, és Hanley-Bowdoin, személyes kozlés), az
els6 példa arra, hogy egy névényi virus replikaciés fehérjéje transzkripcids
szabalyozo szereppel is rendelkezhet. A geminivirus fertézés okozhatja egyes
gazdasejt gének represszidjat (Kjemtrup és mts., 1998). A TGMV-alapu episzéma,
amely a novényi magnézium keletdz egyik alegységét tartalmazza, gatolta az
endogén gén mikodését. A magnézium keletdz a klorofill szintézisében jatszik
szerepet. A fert6zott ndvények levelén sarga és vilagoszold foltok lathatéak, ahol
hianyzott a normalis klorofill. Hasonléan, abban az esetben, ha a TGMV-alapu
episzoma tartalmazta a luciferaz génjét, fertézés utan az endogén luciféraz
miikédése gatolt volt. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a klorofill szintézis
gatlasa feltételezhetben nem a virus tulajdonsagainak, hanem inkabb a gén
“elhallgattatas” jelenségének kdszénhetd.
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A gén ‘“elhallgattatas” jelensége legjobban az RNS virusok esetében
tanulmanyozott. A geminivirus altal Iétrehozott gén “elhallgattatads” mechanizmusa
nem ismert, de feltételezhetGen magaba foglal transzkripcids, és poszttranszkripcids
folyamatokat is.
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lll. Célkitiizés

Munkank soran tanulmanyoztuk, hogy az MSV esetében milyen mértéki a
kapcsolat a virus életciklusa és a gazdasejt sejtciklusa kézétt. Kisérleteink
segitségével az alabbi kérdésre kerestiink valaszt:

1. A potencidlis viralis prométer régiok miikédoképesek-e transzgenikus
kukorica névények gydkereiben és sejtszuszpenziékban?

A 2,4-D befolyasolja-e a viralis prométerek expressziojat?

A viralis prométerek a sejtciklus szabalyozasa alatt allnak-e?

A virdlis fehérjék hatassal vannak-e a prométerek aktivitasara?
Létezik-e fehérje-fehérje kdlcsdénhatas a C1C2 replikacios fehérje és
a kukorica sejtciklusat szabalyozé fehérjék kdzott?

A S
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IV. Anyagok és modszerek

IV. 1 Szévettenyésztés

IV. 1. 1. Novényi anyagok és a sejtkultiira fenntartisa

A munkankhoz a He/89 (Ke2/2) kukorica sejtkulturat hasznéltuk fel. A
sejtszuszpenzid tenyésztése N6M tapoldatban tértént (Mérocz és mts., 1990). Az
auxintartalmat 1mg/l koncentraciéra emeltik meg, hogy finomabb sejtszuszpenzié
allion rendelkezésiinkre. A sejtszuszpenziét 8g/l koncentraciéban, 120 rpm
razatassal, 23 °C-on, 8/16 6ra fotoperiddussal tartottuk fenn a szinkronizalasi
kisérletekhez. A transzformalasokhoz hasonlé siirliségii, de ritkabban atpasszalt (10-
16 nap) sejtkulturakat hasznaltunk. A sejteket szilard taptalajon is fenntartottuk
(N6M), ahol magasabb szachar6z mennyiség mellett (6%) egy- két hénapig is
életképesek voltak a sejtek.

IV. 1.2. Protoplaszt transzformacié és novényregeneralas

Kukorica sejtszuszpenziébdl protoplasztokat izoldltunk és a protoplasztokat
polietilénglikol (PEG) segitségével transzformaltuk (Omirulleh és mts., 1993). A
kukorica sejtszuszpenziét harom nappal az atpasszalas utan sejtfalemésztd oldattal
(2% Cellulaz RS és 0,2% pektoliaz Y23 MaCa oldatban (3,64% mannitdl, 1,17%
CaCl, és 0,2% MES)) kezeltik egy éjszakan at. Mivel a kukorica szuszpenzi6 elég
nagy szamu sejtegyittesbdl all, a protoplasztok hatékonyabb felszabadulasa
érdekében, az inkubalds utan a sejtszuszpenziét egy 6ra hosszaig 50 rpm
sebességgel razattuk. Kovetkezo lépésként a protoplasztokat lesziirtiik (100-50um),
majd szacharéz gradiensen centrifugaltuk Sket, hogy az életképes protoplasztokat
elkilénithessiik a sejttérmeléktdl. Rovid protoplasztalast (1h) végeztink a
szinkronizalasi kisérletek soran, sejtmag izolalas céljabdl.

A ndvényi transzformacios kisérletek soran, két héttel a DNS bejuttatasa utan
0,5 ml friss N6M tapoldatot adtunk a sejtkultirahoz, majd fokozatosan higitottuk a
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kultarat N6M tapoldattal. A négyhetes mikrokoléniakat gelrit (0.2 %) tartalmu szilard
N6M taptalajra helyeztiik. Ezek a taptalajok 100mg/l kanamycint is tartalmaztak
szelekcié céljabdl. A szelektiv taptalajon felnétt kalluszokat névény regeneraltatas
céljabél hormonmentes N6M szilard taptalajra helyeztiik. A hormonmentes taptalajon
a ndvény regeneralasra hénapokkal a transzformalas utan kerdl sor.

A kukorica gydkerek 2,4-dichlorofenoxiecetsav (2,4-D) kezelése szilard N6M
taptalajon tértént. A 2,4-D-t két kilénb6zd koncentracidban (egy alacsonyabb (0,2
mg/l) és egy magasabb (1 mg/l)), alkalmaztuk 3 napon keresztill. A kezelés utan a
gyokereket hisztokémiai festéssel analizaltuk.

IV. 1. 3. Sejtszinkronizilis

Exponencialis névekedési allapotban lévd sejtszuszpenzidbdl 16 grammot
200m| N6M tapoldatba helyeztiink (kiegészitve 2,4-D-vel (1mg/l)). Harom napon (72
6ra) at fenntartottuk az el6z6 fejezetekben emlitett koériimények kozoétt, maijd
hozzaadtuk a blokkolé anyagot (hidroxiurea (HU) 5mM koncentraciéban). A HU
térzsoldatot mindig frissen készitettik és filter sterilizdlva adtuk hozza a
sejtkulturahoz. A HU-val a kezelés 36 éran at tartott. Két-harom éraval a blokkold
anyag eltavolitasa el6tt elkezdtik Osszegyijteni a kondicidénalé oldatot, a
parhuzamosan fenntartott szuszpenziokbdl (lasd késébb). A sejteket 50um-es sziirén
intenziven mostuk 5-10-szer annyi tapoldattal, mint a sejtkultura eredeti térfogata volt.
Megkozelitbleg 1 liter kondicionalé tapoldatot hasznaltunk fel a sejtfellileti HU
eltavolitasahoz, mikdzben a sejteket a szlirdn tartottuk. A tovabbiakban otszér
mostuk a sejteket oly mddon, hogy hagytuk par percig lellepedni 6ket, majd
eltavolitottuk a sejtmentes tapoldatot, amit tiszta kondiciénaléval helyettesitettlnk.
Minden egyes alkalommal, amikor a sejtek friss kondicidnalét kaptak, 20 percig
razattuk Gket. Az utols6 mosas utan a sejteket 1:2 aranyd kondicionald:friss
tapoldatba tettiik. A szinkron nyomon kdvetése a mitotikus index és a sejtmagok DNS
tartalmanak az ellenérzésén keresztiil tortént, (mosas elétt, kézvetlenil a mosas utan
és egy napon keresztiil 3 éranként). Minden mintavételnél Minden mintavételnél 100-
200 mg sejtet RNS izolalasra hasznaltunk fel.
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IV. 1. 4. Kondiciéndlé tapoldat eléallitasa

A kondiciénal6é oldatot sziréssel allitottuk elé azokbdl a szuszpenziékbdl,
amelyeket a szinkronizalashoz felhasznalt sejtkulturaval parhuzamosan készitettiink.
A kalluszukat 200, 100, 50 és 25um-os sziirén sziirtik le. A kondicionalé oldatot
Osszegylijtottik és szobahdmérsékleten tartottuk a felhasznalasig (2-3 6ra ).

IV. 2. Molekuldris biologiai és biokémiai technologiak

IV. 2. 1. Baktériumos tiapoldatok, torzsek és vektorok

A Dbaktériumok szamara az antibiotikumos tapoldatot Sambrook és
munkatarsai (1989) altal leit modon készitettiik el. Baktérium térzsek kodzul a
Escherichia coli-t (DH50) hasznaltuk. Kompetens sejteket, amire a plazmid DNS
felszaporitasa érdekében volt sziikségink, Inoue és munkatarsai (1990) médszerével
készitettiik el.

A névényi transzformalasra felhasznalt konstrukciék alapja a pMB105 plazmid
volt, amely tartaimazta a MSV Nigériai (MSV-Ns) faj telies genomjat pUC19
vektorban (Boulton M| és mts.,, 1991). A tovabbi konstrukciék készitéséhez
sziikséges virus szekvenciakat PCR-rel allitottuk elé errél a vektorrél.

A konstrukcidk, amelyeket transzgenikus ndévények elballitasara hasznaltunk
fel, a pLP100 prométer tesztelé vektoron alapultak (Szczyglowski és mts., 1994). A
burokfehérje prométerének vizsgalatat a prBF nevii konstrukcidval végeztik el, ami
tartalmazta a virus burokfehérie promoéterét flzionaltatva a B-Glikoronidaz
riportergénnel. PCR primert terveztink a virus 2379 bp poziciéjaban, ami EcoR |
tulnydlé véget tartalmazott (5'-CGGAATTC-GACGACGGAGGTTGAG-3') és a virus
310 bp poziciéjaban, ami ebben az esetben Hind Il tuinyulé véget tartalmazott. (5'-
CGAAGCTT-GAATGCTTATCCCGTG-3). A PCR fragmenteket EcoR |-Hind lll-
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helyre raktuk be a pBluescript (pBS+, Stratagene) vektorba, innen pedig ugyanezt a
DNS szakaszt a pLP100 EcoRl-Hind lll helyére épitettiik be.

A replikacios fehérie prométerének analizisét két kiilénbézé konstrukcidval
végeztik el. Az egyik (prREPK) a mar emlitett prBF konstrukciéban hasznalt
prométer szakaszt tartalmazta forditott orientacioban. A masik konstrukcié amivel a
replikacios fehérje aktivitasat vizsgaltuk a prREPN volt. Erre a konstrukciéra PCR
primert terveztink a virus 1661bp poziciéjaban. Ez a primer szintén EcoR | tulnyulé
véget tartalmazott (5-GCGAATTC-ATGGATGGATTCTGTATC-3'). A PCR terméket a
pBS+ vektor EcoR | helyére épitettiik, majd innen keriilt a fragment a pLP100-as
vektor EcoR | helyére.

A virusfehérjék taltermeltetéséhez hasznalt konstrukciok a pAHC25 vektoron
alapultak. A kilénb6zd konstrukciok esetében kiildnbdzé (C1, C2, C1C2, V2) virus
fehérjéket épitettink be a GUS riportergén helyére. A virus fehérjék kédolé régicjat
PCR amplifikaciéval hoztuk létre. Az C1 fehérie 5 végi (5-GAATTC-
ATGGCCTCCTCCTCATCC-3'), és a 3 végi primere (5-GTCGAC-
CTAGGCTTCTGGCCCAAG-3') volt. A C2 fehérie 5-végi (5- GCGAATTC-
ATGGATGGATTCTGTATC-3'), és a 3 primere (5-GTCGAC-
TCAAAGATCTATCTGAATG-3') volt. A C1C2 fehérje felamplifikalasahoz a C1 5’-végi
és a C2 3'-végi primerét hasznaltuk a pMB1635 vektoron, ami az MSV-Ns egy olyan
genomjat tartaimazta, amiben nincs jelen a komplementer szal intronja. A V2 fehérje
5-végi (5'-GCGAATTC-ATGTCCACGTCCAAGAGG-3'), és a J3'-végi primere (5'-
CGGTCGAC-CTGGTTGCCAACACTCTT-3') volt. Az 5-végi primer mind a négy
virusfehérje felamplifikdlasa esetében tartalmaz talnyuléd EcoR | restrikciés helyet, a
3’-végi primer pedig a Sal | tuinyuld restrikciés helyet. A PCR termékeket minden
esetben beklonoztunk a pBS+ vektorba ellenérzésképpen és megszekvenaltattuk. A
kulonb6ézé virusfehériéket Sal | enzimmel vagtuk ki, majd Klenow-polimerazzal
toltottik fel. EcoR I-vel vagtuk meg a gén masik oldalat és beligaltuk a pAHC25
vektorba Cfr91-Ecl 13611 helyre.

Az élesztésejtek transzformalasahoz két kulonbdzd konstrukciét hasznaltunk.
Az egyik konstrukci6 a pGBT9 éleszté két-hibrid vektoron (Clontech) alapul.
Beépitettilk a vektor EcoR |-Sal | helyére az el6z6 bekezdésben emlitett C1C2
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fehérje cDNS-ét. A masik vektorba (pGAD424) pedig a kukorica embriogén
szuszpenziébdl szarmazé cDNS génkdnyvtar szekvencidit.

IV. 2. 2. Plazmid DNS izolilas

A plazmid DNS izolalas, attél fliggéen, hogy mennyi DNS-re volt szlikség (mini
és maxi preparalas) Sambrook és munkatarsai (1989) médszerei alapjan késziiltek.

IV. 2. 3. Emésztés restrikcios enzimekkel

Az enzimatikus reakcidkat a gyartécég (New England Biolabs, Boehringer,
Fermentas) javaslatai alapjan végeztiik el. A genomikus DNS emésztését altalaban
egy éjszakan at inkubaltuk a megfeleld pufferben, amit 5§ mg/ml BSA-val (marha
vérszérum albumin) egészitettik ki. Az emésztett DNS-t fenol/kloroformmal
tisztitottuk, majd kicsaptuk. Lecentrifugaltuk és kis mennyiségii minta pufferben
felszuszpendaltuk, végil a felhasznalas el6tt 5 percig 65 °C-on inkubaltuk.

IV. 2. 4, A nukleinsavak elektroforézise

A nukleinsavak frakciondlasat Sambrook és munkatarsai (1989) javaslatai
alapjan hajtottuk végre. A frakcionalast az elvalasztas céljatél fiiggéen kilénbdzé
koncentraciéju agaréz gélben és a megfelelé pufferben végeztik el. A restrikcids
fragmenteket 1%-os TBE-agaréz gélben futattuk meg és UV fény segitségével tettik
lathatéva olyan gélekben, amelyek 0,5 pg/ml EtBr-ot tartalmaztak. A PCR
fragmenteket 1-2%-0s TBE-agar6z gélben futattuk meg.

IV. 2. 5. PCR amplifikacié

A DNS amplifikaciét az alap protokollban szereplé médon végeztiik el. A PCR
primerek automata oligé szintetizatorral késziitek. A primereket 1 nmol/ul
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koncentraciéban steril vizben oldottuk fel. A PCR fragmenteket agaréz gélben futattuk
meg, ahonnan (veggyonggy (Amersham) segitségével izolaltuk. Az izolait PCR
fragmenteket pBS+ vektorba épitettik be és megszekvenaltattuk automata
szekvenatorral.

IV. 2. 6. Ossz-RNS analizis és Northern hibridizicié

Az 6ssz-RNS izolalasra Chomzynski és Sacchi (1987) médszerét alkalmaztuk.
Az 6ssz-RNS-t denaturalé formaldehid tartalimi gélben frakciondltuk és Hybond N+
membranhoz rogzitettlk. Az RNS-t UV fény segitségével keresztkotéttik a
membranra és a filtereket a felhasznalas idejéig -20 °C-on taroltuk. A hibridizalashoz
felhasznalt prébakat random primerek segitségével 3P jelenlétében hoztuk létre. A
jeléléshez felhasznalt DNS-ek a gének teljes hosszisagu kodolészakaszat
tartalmaztak a BF, a GUS, a CycB1 és a H4Zm esetében (Philipps és mts., 1986;
Renaudin és mts., 1996). A hibridizalast a Sambrook és munkatarsai (1989) altal leirt
modszerek alapjan végeztiik el, a filterek mosasa pedig foszfat pufferrel (65 °C, 3 x
20 perc) tortént (Chomzynski és Sacchi, 1987).

IV. 3. Sejtbioldgiai technologidk

IV. 3. 1. Mitotikus index analizise

Néhany ezer sejtet 1 6rat szobahémérsékleten fixaltunk PBS pufferben, amely
8% formaldehidet és 0,1% Triton-X-100-at is tartalmazott. A tovabbi felhasznalasig
(1-2 nap) 4 °C taroltuk 6ket. Hosszabb tavu tarolas esetén (néhany hét-hénap) a
fixalot eltavolitottuk és a novényi mintakat 70%-os alkoholban taroltuk. A fixal6t
fokozatosan tavolitottuk el PBS pufferrel, végil ebben a pufferben hagytuk a sejteket.
A sejteket targylemezre helyeztilk és a sejtmagokat 5 pug/ul koncentraciéju DAPI-val
(4,6-diamino-2-fenilindol HCI) festettiik. 800-1000 sejtet analizalunk és a meta-, ana-
és telofazisos sejteket megszamoituk.
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IV. 3. 2. Sejtmag izoldlas aramlasos citolégiai méréshez

A sejtmag izolalashoz Galbraith médszerét (Galbraith és mts., 1983)
hasznaltuk. Korlilbelul egy teljes Pasteur pipettanyi sejtet a szuszpenziébdl
sejtfalemésztd enzim eleggyel (2% Celluldaz RS és 0,2% pektolidaz Y23 MaCa
oldatban (3,64% mannitél, 1,17% CaCl, és 0,2% MES)) (3-9 ml) inkubaltuk a
protoplaszt izolalasnal emlitett médon. Az elegyet asztali razégépen 50 rpm-el
razattuk 1 oran keresztil. Szobahdmérsékleten 1 6ra elegendd idének bizonyult,
hogy megfelelé mennyiségii protoplasztot kapjunk. A protoplasztokat atsziirtik egy
50 um-os szirén, mostuk és felszuszpendaltuk MaCa oldatban. A sziikséges
centrifugalas 1000 rpm-el 10 percig tértént. A MaCa oldat eltavolitasa utan a
protoplasztokat jégre helyeztiik és 4 ml 4 °C-os Galbraith puffert (Galbraith és mts.,
1983) adtunk hozzajuk. A protoplasztokat gyengéden felszuszpendaltuk és 5 percig
inkubaltuk 10 ml-es csbvekben, jégen, vizszintes helyzetben. A sejteket a
kovetkezOkben pipettazassal tartuk fel. Korilbelil 235 pl 37%-os formaldehidet
(Sigma) adtunk az elegyhez (8% végkoncentraciéban). Kovetkezd lépésként a
sejtmagokat atszirtiik egy 25 um-os sziirdn és az aramlasos citolégias mérésekig 4
°C-on fliggdleges helyzetben taroltuk &ket. gy a sejtmagok a gravitacié miatt lassan
Osszegyliltek a csovek aljan. A legjobb eredményt akkor értiik el, amikor az izolalast
kovetd napon mértink. A mérés elétt a sejtmagokat 10 um-os sziiron szirtik at és a
sejtmagokat propidium-jodiddal (10 pg/ml) festettik meg. A Becton Dickinson
FacsCalibur flow cytometer-en egy méréshez 10 000-20 000 sejtmagra van sziikség.

IV. 3. 3. Hisztokémiai GUS aktivitas

A transzgenikus kukorica ndvények gyokereit Beeckman és munkatarsai
(1994) altal kidolgozott médszerrel analizaltuk. A friss névényi gybkereket az X-Gluc
(5-bromo-4kloro-3-indolil-B-gliikoronid) tartalmi festékben (100 mM NaH2PO,
(pH:7,0) 1 mg/ml X-Gluc, 10 mM 2-merkaptoetanol) 37 °C-on egy éjszakan &t
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inkubaltuk. Utana a szévetet, laktofenol oldattal (tejsav, fenol, kloral-hidrat (1:1:2))
tisztitottuk meg, egy napon keresztil 4 °C-on. A gyokerek hosszutavu tarolasa
laktofenol oldatban tortént.

IV. 3. 4. Fluorimetrikus GUS aktivitds mérés

GUS aktivitas kvantitativ kimutatasara Jefferson és munkatéarsai (1987)
modszerét alkaimaztuk. Az analizishez felhasznalt szubsztrat a 4-metilumbelliferil-f-
D-gliikoronid (MUG). A kukorica kalluszok feliiletérél papirzsebkenddvel eltavolitottuk
a nedvességet, majd hozzaadtuk a lizis puffert és doérzsodléssel, kvarchomok
hozzdadasaval feltartuk a sejteket. 5 perces centrifugalas kdvetkezett, 10 000 rpm-
en, majd a felliliszét inkubaltuk a MUG-ot tartalmazé oldattal. A reakcié leallitasa 0,2
M NaCOas-tal tortént. A fluoreszenciat a TK100 Mini-Fluorimeterrel (Hoefer) mértiik
oldatokéval. A sejtextraktumok fehérje koncentraciéjat Bradford reagenssel (BioRad)
meértik.

IV. 3. 5. BrdU jelolés

A kukorica névény gyokereit N6M taptalajrél 10 mM BrdU-t tartalmazé N6M
tapoldatba helyeztiik és 16 6ran keresztiil szobahémérsékleten inkubaltuk. A kezelés
utan 1 éran at fixaltuk a gyokereket formaldehiddel (4%) és Triton-X-100-zal (0,1%)
kiegészitett PBS oldatban. A gydkereket haromszor 10 percig PBS pufferrel mostuk,
majd 15 percig a ndvényi transzformalasnal emlitett sejtfalemészté enzimmel,
részleges sejtfalemésztést végeztiink. Az enzimet haromszor 10 perces mosassal
tavolitottuk el. Ezutan a gyOkereket inkubaltuk a BrdU elleni egér monoklonalis
antitesttel (Amersham) 1 6ran at 37 °C-on. Kovetkezé lépésként a fluoreszcein
izotiocianat (FITC)-konjugalt masodik antitesttel (egér elleni kecske IgG: Biosource
Camarillo, Calif, U.S.A) inkubaltuk a mintakat, 1 6ran at 37 °C-on. Végul DAPI-val
festettilk meg a gyokereket. A fluoreszenciat fluoreszcens mikroszképpal detektaltuk.
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IV. 3. 6. Eleszté két-hibrid analizis

Transzformalasra a HF7¢c (MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, lys2-801, trp1-
901, leu2-3, 112, gal4-542, Qal80-538, LYS2::GAL1yas-GAL17aTA-HIS3
URA3::GAL4(17-darabos)s-CYC1rtata-lacZ) (Feilotter és mts., 1994) élesztd torzset
hasznaltuk, amely két riportergént, HIS3-at és lacZ-t is tartalmaz. A transzformalas a
pGBT9 és a pGAD424 vektorral (Schiestl és Gietz, 1989) tortént. A GAL4 DNS-kot6-
C1C2 flziés fehérje kimutatasa céljabdl az élesztd sejteket 25ml SD tapoldatban
ndvesztettiik, amely Trp kivételével az 6sszes aminosavat és 2% etanolt tartalmazott.
Asztali centrifugaban 4000g-vel 10 percig centrifugaltuk és a csapadékot lizis
pufferben vettik fel (50 mM Tris-HCI pH8, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,1%
SDS, 0,02% NaNs, 0,5 mM fenilmetil szulfonil fluorid) 1,2x10° sejt milliliterenként. A
mintakat azonnal lefagyasztottuk folyékony nitrogénben, majd felengedtiik ket 37°C-
on. Ezt haromszor megismételtiik. A mintakat 6sszekevertilk 5x SDS-PAGE (50%
glicerol, 10% SDS, 0,5M DTT, 0,25M Tris-HCI pH6,8, 0,2% brémfenol kék)
mintapufferrel és 10 percig forraltuk. A transzgén jelenlétét immunodetektalassal
mutattuk ki. Elsé antitestként a GAL4 DNS-kétd régio elleni monoklonalis egér
antitestet hasznaltunk (RK5C1, 1:3000 higitasban, Santa Cruz Biotechnology, sc-
510). Masodik antitestként egér elleni polivalens immunoglobulint alkalmaztunk,
amely peroxidaz konjugatumot tartalmazott (1:350 higitasban, Sigma, A-0412).

A transzformacios keveréket a transzformaciés hatékonysag ellenérzésére
szilard taptalajra szélesztettik ki, amely nem tartalmazott leucint és triptofant (SD-
Trp-Leu). Kiszélesztettilk ezenkivil olyan taptalajra is, amely nem tartalmazott
leucint, triptofant, hisztidint és amelyet a fehérje-fehérje kélcsénhatas kimutatasara
20mM 3-amino-1,2,4-triazollal (SD-Trp-Leu-His+3-AT) kiegészitettik. A pozitiv
kolonidk a transzformalas utan 4-6 nappal jelentek meg a szelektiv lemezen. A pozitiv
éleszt6 koléniakbol DNS-t izoldltunk, amit visszatranszformaltunk Escherichia coli
sejtekbe, hogy tiszta plazmid DNS alljon rendelkezésiinkre a szekvenalashoz.

Azért, hogy megerdsithessiik, hogy a faziés fehériék kozétt fehérje-fehérje

kolcsdnhatas létezik, a pozitiv éleszté klonokat X-gal-on (5-bromo-4-kloro-3-indolil-B-
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D-galaktopiranozid) alapulé B-galaktozidaz eljarassal mutattuk ki (Bartel és mts.,
1993).
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V. Eredmények

V.1. A virdlis promoterek aktivitdsa kukorica protoplasztokban és transzgenikus
kalluszokban

Munkéank sordan arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy transzgenikus
kukorica novények gyokereiben és sejtszuszpenzidiban az MSV potencialis prométer
régidi mikodoképesek-e a virdlis fehérjék jelenléte nélkil. Mérocz és munkatarsai
(1990) létrehoztak egy kukorica sejtvonalat, ami alkalmasnak bizonyult transzgenikus
novények elballitasara. A kukorica kalluszok hosszu ideig tartd fenntartasa folyékony
tapoldatban (hormonnal kiegészitve) finom sejtkultirat eredményezett. A névényi
transzformalasokhoz ebbdl a sejtkultirabdl protoplasztokat allitottunk eld. A
transzformalas utan kanamycint tartalmazé szilard taptalajon szelektaltunk a pozitiv
klonokra.

Transzgenikus kukorica vonalakat hoztunk létre, amelyek az MSV kiilénbdz6
promotereit tartalmazta fuzionditatva a [-glikoronidaz riportergénnel (3.abra).
Transzformalasra harom kilonb6zd konstrukciot készitettink, mindegyik a plLP100
prométer teszteld vektoron alapuit. A transzformalasra felhasznalt konstrukciok
vazlatos képén lathaté, hogy a prBF konstrukcié tartalmazza a virus burokfehérje
prométerét. A promoéter szakasz alatt jelen esetben a nagy intergenikus szakaszt
(LIR) és a burokfehérje transzlcids iniciacids triplettje eldtti 5 DNS szakaszt értjiik.
Annak ellenére, hogy ebben a promdéter szakaszban megtalalhaté a V1i-es fehérje
teljes nyitott leolvasasi kerete, a V1-es fehérje génjének szekvencigja is fontos a
burokfehérje prométerének vizsgalatanal, mivel a mutaciés eredmények azt mutatjak,
hogy a burokfehérje miikédéséhez fontos szekvencia elemek talalhatéak ebben a
gén szakaszban (Fenoll és mts., 1988). A prREPK konstrukciot tartalmazé kukorica
vonalak a replikaciés fehérje prométerét tartalmazzak, mégpedig egy révidebb
(618bp) szakaszt, ami a C1 replikacids fehérje transzlacios iniciacios triplettje el6tt
helyezkedik el. Ez a prométer szakasz a LIR-bdl és a V1 fehérje nyitott leolvasasi
keretéb6l all, ami telies mértékben megegyezik a prBF konstrukciéban hasznalt
promoterrel, csak forditott orientaciéban helyezkedik el. A prREPN konstrukciot
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LIR 2685 Vi1

V2
C1

LIR Vi

—_—
EcoRI* BamHl  HindlI*
2379 2687 295

V1 LIR
—
Hind [1I* BamHI Xpal*™*
295 2687 2379

C2 SIR V2 V1 LIR
—_— e
prREPN - - - GUS
EcoRI* BamHI EcoRI*
1644 2687 2379

3. abra. Az MSV nigériai alfajahoz tartozé virus vazlatos felépitése (A) és a transzformalasra
felhasznalt expresszids vektorok vazlatos képe (B) lathat6. Mindharom konstrukcié a pLP100 prométer
tesztel6 vektoron alapult. Az alapvektor tartalmazta a (B-glikoronidaz (GUS) riportergént, amelyet a
nopalin szintdz poliadenilaciés helye (pAnos) kdvet. A prBF konstrukcié és a prREPK tartalmaz egy
618 bp-o0s, a prREPN ~1969 bp-os szakaszt a virus DNS-bdl. A virus DNS-t PCR-vel amplifikaltuk fel
és megfeleld restrikcios helyekre ligaltuk a vektor polilinker régidjaba, ami a GUS el 6tt helyezkedett el.
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tartalmazé kalluszok segitségével szintén a replikacios fehérje promoterének
aktivitasat vizsgaltuk de ez a promoter szakasz Iényegesen hosszabb volt (1969bp),
€s magaba foglalta a prREPK konstrukciéban is megtalalhaté LIR a V1 fehérje génjét,
a burokfehérjét, a kis intergenikus szakaszt (SIR) és a C2 fehérje génjét is.
Tulajdonképpen a C1-es fehérje kivételével a teljes virus genom megtalalhaté a GUS
riportergén el6tt. Ezt a konstrukciét azért hoztuk létre, mivel feltételeztik, hogy a LIR
szakaszon kivll is vannak olyan DNS szekvenciak, amelyek hatassal lehetnek a
replikacios fehérje aktivitasara.

e 3 4 St v s el B e e B R T

4. abra. A kanamycin rezisztens klonok Northern hibridizaciés eredményei. 1-negativ kontroll
(He/89); 2-6 (prBF (a, d, h, f, g)); 7-10 (prREPK (12, 16, 22, 30)); 11-14 (prREPN (7, 8, 10, 13)). A
jeloléshez felhasznalt DNS, a GUS gén teljes hosszusagu kédolészakaszat tartalmazta.

A szelektiv taptalajon felnétt kalluszokat Southern (az adatokat nem mutatjuk)
és Northern hibridizacidval analizaltuk (4. abra). A pozitiv klonokbdl szuszpenzids
sejtkulturat készitettiink és a sejtek exponencialis névekedési stadiumaban ezen
vizsgaltuk a kilénb6z6 virus promoétereket tartalmazd konstrukcidk aktivitasat. Az
eredmények az 1. tablazatban lathatéak. A flggetlen transzformans kallusz
vonalakban passzalas utan harom nappal mérttk a GUS aktivitast. Legmagasabb
GUS aktivitast prBF konstrukciot tartalmazé kalluszok estében tapasztaltunk ennek
kb. a felét a prREPK kalluszok esetében és a prREPN-es kalluszok GUS értékei
megkozelitették a burokfehérje prométerét tartalmazé kalluszokban mért értékeket.
Az 6regedd, prREPK és a prREPN kalluszok GUS aktivitasa lecsokken a mérhetésegi
hatar ala, ugyanakkor a prBF klonok esetében még ezekben a sejtekben is mérhetd a
GUS aktivitas, bar csak az oszt6do sejtben tapasztalt érték harmadat-negyedét éri el.
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Mintak GUS aktivitas Atlagok és standard hiba
(pmol MU/mg prot./h)

Kontroll 125,0

CaMV 35S prométer-GUS 500,0

prBF a 1170,0(1113,5 + 227,8

prBF d 1215,6

prBF h 1410,0

prBF f 848,1

prBF g 923,8

prREPK 12 282,5(539,4 + 202,0

prREPK 16 518,1

prREPK 22 771,9

prREPK 30 585,0

prREPN 7 818,1(857,0 + 1324

prREPN 8 698,7

prREPN 10 1013,0

prREPN 13 898,1

1. Téblazat. GUS aktivitdAs a killonb6z6 transzgenikus kukorica kalluszokban.
Sejtszuszpenziét a kilénb6z6 transzgenikus kalluszokbdl inditottunk.A méréshez a ndvekedés
logaritmikus fazisabél vettink mintat. A kiil6nb6z8 vonalak a kiilénb6zd virus promotereket
tartalmazzék a GUS el&tt. He/89-negativ kontroll, CaMV 35S prométer-GUS a pozitiv kontroll.

A viralis promoéterek miikodését tranziens kisérletek segitségével is analizaltuk.
Kukorica protoplasztokat készitettiink, amelyeket a harom kilénb6z6 konstrukciéval
transzformaltuk. A transzformalas utan két és harom nappal mintat vettink és GUS
aktivitast mértink a kilonb6z6 mintakbdl. A GUS aktivitas értékei a 2. Tablazatban
lathatdk. A prBF konstrukcioval transzformalt kukoricasejtek er6s GUS aktivitast
mutattak két és harom nappal a transzformalas utan. Ezzel ellentétben a prREPK és
a prREPN-el tortént transzforméldas utan sem két, sem harom nappal nem
tapasztaltunk mérhetd GUS aktivitast.




Mintak GUS aktivitis (pmdl|Atlagok és standard hiba
MU/mg prot./h)

prBF 514,5 533,7 + 87,2
prBF ) 653,7

prBF 493,0
W"J%—eaowm
prREPK 29,8

prREPK 54,4

lorREPN | 60| 5312130
prREPN 38,4

prREPN 58,0

‘kontroh | 60

2. Tablazat Kukorica kalluszokban mért GUS aktivitas értékek 3 nappal a transzformalas utan.
Transzformalasra a 3 kiilonb6z6 konstrukciét hasznaltuk fel (prBF, prREPK és a prREPN).

V.2. A virdlis prométerek aktivitdsa transzgenikus névények gydkereiben

A transzformalas és szelektalas utan a kalluszokat ndévény regeneraltatas
céljabél az ,Anyagok és modszerek” fejezetben emlitett mddon hormonmentes
taptalajra helyeztilk. A transzgenikus kukorica ndvények gyodkereit, amelyek
tartalmaztdk a prREPK és prREPN konstrukcidkat hisztokémiai GUS festéssel
analizaltuk (5.abra). Festédést a gyokércsucsban és az oldalgydkér kezdeményekben
tapasztaltunk. A fiatalabb gydkerek csucsaban erételjesebb festédést tapasztaltunk,
mint az éregebb gydkerekben. Tehat mindkét promoter milkédésérdl elmondhatjuk,
hogy sejtosztddas specifikusak, vagyis a gyokér osztédé szdveteiben
expresszalédnak. Kuildnbségként emlithetdé meg, hogy a "kis" replikaciés prométer
sokkal gyengébb volt, mint a "nagy" replikaciés prométer. Meglepé médon a prREPK
konstrukciot tartalmazé gyokerek festédése nem volt egyodntetii. A transzformalas
folyaman kanamycint tartalmazé tapoldaton 50 kalluszt szelektaltunk ki, ezeknek
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24%-a mutatott GUS aktivitast. Amikor a kalluszok GUS aktivitas mérése alapjan
pozitivnak itélt klonokbdl névényeket regeneraltattunk és ezen ndévények gydkereit
hisztokémiai festéssel analizaltuk, szamunkra ismeretlen okokb6l csak a gyokerek
45%-a fest6dott csak. Hasonlé jelenséget tapasztaltak Terada és munkatarsai
(1995), amikor transzgenikus buza névényeket analizaltak, amely tartalmaztak a
baza csonka hiszton H3 promoéterét. Azt tapasztaltdk, hogy bizonyos promoéter
szakaszok aktivitasanak kimutatasa komoly nehézségekbe utk6zik. A

5. abra. A kulénb6z6é transzgenikus kukorica novények gyodkereinek hisztokémiai festédése. A
gyokereket X-Gluc tartalm( oldattal kezeltiik az Anyagok és Médszerek fejezetben emlitett médon. Az
A és a B abran lathaté névények prREPK konstrukciéval, a C és a D abran a prREPN expressziés
plazmiddal transzformaltuk. Az A, C &bran a gyokércsucs (cs), az A, B, D abran az
oldalgyokérkezdemények (ok) GUS festddés mintazata lathaté. A referenciavonal 100 um.
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kalluszok szintjén kimutathaté volt a prométerek miikbdése, ugyanakkor az ezekbdl
szarmazd gyOkereknek csak egyharmada mutatott GUS festédést. A prREPN
konstrukciot tartalmazé noévények gyokereiben erdteljesebb és egydntetiibb GUS
festodést tapasztaltunk. Itt GUS pozitiv kalluszbdl szarmazé gybkerek 75%-a
festddott.

V.3. A sejtosztodas hormonalis indukalasa el6segiti a viralis prométerek
miikédését

Sokoldaluan tanulmanyozott kérdés, hogy a névényi hormonok kéziil az auxin
miként szabalyozza a névények sejtosztodasat (lasd ésszefoglalé Dudits és mts.,
1993). A gydkerek morfolégiai egyszeriiségik miatt j& modelirendszernek
bizonyulnak az auxin hatasanak vizsgalatara. Kilénb6zé metodikai megkozelitéssel
nagyszamu névényi promoéterrdl igazotak, hogy azok miikédése kodzvetlen auxin
szabdlyozas alatt van.

A nagy replikaciés prométert tartalmazé konstrukcidval transzformalt névények
gyokereit 2,4-D-vel (két kiilénb6z6 koncentraciéban (0.2mg/l és 1mg/l)) kezeltik és
BrdU beéplléssel, valamint hisztokémiai festéssel analizaltuk. A hormon hatasat a
gyOkércsucs esetében elég nehézkes vizsgalni, mivel hormon nélkil is nagyon
valtoz6 az osztédas meértéke, a BrdU beéplilése és a hisztokémiai festédés attol
figgben, hogy a gybkércstcs a névekedés mely fazisaban van. A kezeletlen és a
kezelt gydkerek kozott annyi kllénbséget tapasztaltunk, hogy a 2,4-D kezelés
hatasara a gyokércsucshoz kézeli (1 cm) periciklussejtek erételjesebb GUS festédést
és osztédast mutattak. Ez mind a BrdU beépiiléssel, mind a hisztokémiai festédéssel
jol kimutathaté volt (6/B,C). Egyes gydkércsicsok esetében annak ellenére, hogy
magaban a csticsban nem lehetett hisztokémiai festédést tapasztalni, 2,4-D hatasara
a koézponti hengert hatarolé sejtek erételjes GUS festddése volt tapasztalhato (6/F). A
fénymikroszképos képeken jol lathaté, hogy a szallitészovet korul kicsi, siri
izodiametrikus sejtek formalddtak és ebben a rétegben (6/D,E) erételjes BrdU
beéplilés volt tapasztalhatd, mig mas szévetek osztddasa nem volt jelentds. Az
aktivacio mértéke nem egyontetli és nem egyforma mértékl. A mar differencialédott
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oldalgydkereken harom nap elteltével nem tapasztaltunk morfologiai és osztédasi

kulébséget a hormonnal kezelt és a kezeletlen gy6kerek kdzétt.

6. abra. A GUS aktivitas és a BrdU beépiilés a prREPN névények gyokerein 2,4-D kezelés
hatasara. GUS aktivitas 2,4-D kezelés nélkil (A). GUS aktivitas (B) és a BrdU beépiilés 2,4-D kezelés
utan (1mg/l) (C) 2 hetes gyokér esetében. GUS aktivitas 2 hénapos gyokér (F) esetében 2,4-D
kezelés utan (1mg/l). A C abran lathaté gyokér nagyobb nagyitasban a D és az E abran lathaté. A D
abran a gyokér fénymikoroszképos, az E abran a fluoreszcens mikroszképos képe lathaté. A D abran
kivehetd a szallitoszovet (sz) koérul kialakuld izodiametrikus sejtek formalédasa (nyil jelzi). A GUS
festést X-gluc tartalmu festékkel készitettilk. A BrdU beépilést BrdU elleni FITC konjugalt ellenanyag
segitségével, fluoreszcens mikroszk6éppal mutattuk ki. Z6ld fluoreszencia azokat a sejtmagokat jelzi,
amelyekbe a BrdU be tudott épulni (nyil jelzi), vagyis DNS megkett6z6dés ment végbe a kezelés
folyaman. A piros fluoreszencia a DAPI festett sejtmagokat teszik lathatéva, ezekben a sejtmagokban
nem tortént DNS megkettéz6dés a kezelés soran. A referenciavonal 100 um. gyoékércsucs (cs),
kéregszovet (k)

Mivel erételjes egybeesést tapasztaltunk a gyékerek BrdU beépllése és a gybkerek
hisztokémiai festédése kozott, ezekbdl az eredményekbdl arra kdvetkeztethetlink,
hogy a virus “nagy” replikaciés promoétere az osztédo sejtekben mikodik. A “kis”
replikaciés prométert tartalmazé transzgenikus névények festédése 2,4-D hatasara

ugyanezeket az eredményeket mutatta, ezért részletes
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ismertetésuktél eltekintink.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a 2,4-D-nek van-e kbdzvetlen
hatdsa a virdlis promoterekre, vagy kozvetve, a sejtciklus beinditdsa révén
befolyasolja-e a virdlis promoterek mikoédését, a transzgenikus kukorica
szuszpenzidkat 2,4-D-vel kezeltilk. A harom kulonb6zd konstrukciét tartalmazo
szuszpenziot, melyek hormonnélkili tapoldatban fejlédtek, 1mg/l 2,4-D-vel kezeltlk.
A prBF a szuszpenzid hormonkezelésének eredményei lathatok a 7.4bran. Az
eredmény harom flggetlen kisérlet 6sszegzését mutatja. Lathaté, hogy a hormon

hozzaadasa utan egy és harom o¢ra elteltével a kontroll sejtekhez viszonyitva jelentés
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hormon nélkiil 1mg/l 2,4-D

7.4bra. A GUS aktivitds emelkedése transzgenikus kukorica sejtekben (prBF) 2,4-D kezelés
hatasara. A sejtszuszpenziét hormon nélkil vagy 2,4-D jelenlétében (1mg/l) kiilénb6z 6 ideig kezeltiik,
majd a kiilonb6z6 mintakbdl GUS aktivitast mértiink. Az dbran harom fliggetlen mérés adata lathato.

kilonbséget nem tapasztaltunk, viszont két nappal a hormon hozzdadasa utan a
GUS aktivitas kozel a duplajara nétt. Ezekbdl az eredményekbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a 2,4-D kdzvetlenil nem hat a burokfehérje promoterére,
hanem kozvetve, a sejtciklus aktivalasa révén ndveli meg a prométer aktivitasat. A
prREPK és a prREPN konstrukciokat tartalmazé szuszpenziok is nagyon hasonld
modon viselkedtek. Kisérleteink alapjan megallapithatjuk, hogy a 2,4-D egyik

prométer aktivitdsat sem befolyasolja kdzvetlenll, de kdzvetve a sejtciklus aktivalasa
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révén mindharom prométer miikbdését jelentés mértékben képes stimulalni.

4. A burokfehérje gén transzkriptuma a sejtciklus G2-fazisdaban, a replikdcios
fehérje gén transzkriptuma a sejiciklus S és G2 fazisaban mutatott
felhalmozodast

Figyelembe véve a korabban bemutatott eredményeket, amelyek a vizsgalt
prométerek merisztématikus aktivitasat jelezték, joggal meril fel a kérdés, hogy a
prométerek mutatnak-e sejtciklus fazistél fliggd kifejez6dést. A feltételezhetéen
sejtciklus  specifikus gének molekularis jellemzéséhez szilkség van jol
szinkronizdlhaté  sejtszuszpenziora. Az egysziki ndvényekbdl szarmazéd
szuszpenzidk szinkronizalasa még napjainkban sem jol kidolgozott. Sauter és
munkatarsainak (1997) sikerilt rizs szuszpenziét kis hatékonysaggal (5 %-os
mitétikus index maximum) szinkronizalni hidroxiureaval. Laborunkban kifejlesztettiink
egy modszert, ami kukorica sejtkultira szinkronizalasara alkalmasnak bizonyult. Az
elért eredmények elmaradnak a kétszikii noévényekbdl szarmazd szuszpenzidk
szinkronizalhatésagatol, de a sejtciklus markergének analizise egyértelmiien azt
mutatja, hogy ez az eljaras alkalmas a sejtciklus reprodukalhaté szinkronizélasara
(Peres és mts., 1999).

A sejtciklus alapmechanizmusai az eukariéta rendszerekben magas mértéki
konzervaltsagot mutatnak (Doonan és mts., 1997; Dudits és mts., 1998). Az eukariéta
sejtciklus soran két fontos ellenérzépont létezik: a késé G1 fazisban, a DNS
replikacidja elétt, a G2/M fazis hataran, a mitézis elétt. A sejtciklusban térténd
elérehaladasért kiilbnb6zd fehérje kinazok (ciklin-fliggd kinazok (CDK)) felelések,
amelyek kilénbozé ciklinekkel képeznek komplexeket. A sejtciklus egyes lépéseinek
finom szabdlyozasa ezeken a CDK komplexeken keresztil torténik. Ez a szabalyozas
meglehetésen bonyolult és kiilénb6z6 szinteken megy végbe, magéba foglalja a
transzkripciés folyamatokat, fehérje-fehérje kdlcsdnhatasokat és foszforilaciét/
defoszforilaciét (Nigg, 1995). Annak ellenére, hogy a kontroll mechanizmusok minden
eukariota élélényben jelen vannak, az egyes lépések kdzétt killénbség tapasztalhato.
A novényekben példaul, eltéréen az éleszt6tdl és az allati sejtektdl, nem csak a
ciklinek, hanem a CDK varidnsok génjei is sejtciklus fazis fliiggé kifejez6dést
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mutatnak (Dudits és mts.,, 1998; Magyar és mts., 1997). A sejtciklus gének
expressziés mintazata ugyanakkor erés konzervaltsagot mutat az él6szervezetek
széles spektrumaban, az élesztéktél kezdve a ndvényeken keresztil az allatokig.
Azok a gének, amelyek a DNS replikaciéval kapcsolatos fehérjéket kédolnak, mint
példaul a replikacié-fiiggd hiszton gének (Chaubet és mts., 1998) féleg a sejtciklus S-
fazisdban expresszalédnak. Kukoricamagok csirdzasa sordn a hiszton H3 és H4
mRNS-ek fellhalmozédasa j0 egyezést mutat a DNS szintézis kezdetével.
Hasonléképpen a sejtciklus S-fazisban megy végbe a hiszton gének expresszidja
lucerna, rizs és dohany névények esetében is (Chaubet és mts., 1998).

A prBF konstrukciét tartalmazé szuszpenziét 5mM hidroxiurea segitségével
blokkoltuk a sejtciklus S-fazisaban. A hidroxiurea inhibitora a deoxiribonukieotid
reduktaznak és gatdlia a dNTP-k szintézisét. A blokkolé anyag eltavolitasa utan a
sejtek felszabadulnak a gatlas aldl. Folytatjdk a sejtosztédast, amit aramlasos
citolégiai mérésekkel (ACM) kovettik. Koriilbellll a sejtek 47%-at sikertilt S-fazisban
blokkolni, azaz részleges szinkronizacié tapasztalhaté a vizsgalat soran. A 8.abran
lathatd, hogy a hiszton H4 gén mRNS szintje a blokkol6é anyag eltavolitadsa utan két
6rai mintaban ndvekedett és maximumot ért el a kovetkezd, azaz az 5 6ras mintaban.
Ez az a periédus, amikor az ACM-ben az S-fazisos sejtek szama viszonylag magas.
A sejciklusban torténé elérehaladaskor végig jelentés mennyiségii H4 transzkriptum
mutathaté ki, ami adédhat a szinkron nem tokéletes voltabdl, vagy pedig mas
konstitutivan expresszald hiszton formak kereszt hibridizaciéjabél.

A névényi mitotikus ciklinek szekvencia analizise azt mutatja, hogy névényi
ciklinek két f6 osztalyba sorolhatéak, a CycA és a Cyc B-be (Renaudin és mts.,
1996). A két f6 csoportba tartozé ciklinek, valésziniileg kilénbdz6 szerepet jatszanak
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8.abra. A burokfehérje prométer-GUS riportergén expresszidja részlegesen szinkronizalt
kukorica sejtszuszpenzidoban. Az A abra részleten a kilénboz 6 gének Northern hibridizacios képe
lathaté. A hibridizacidhoz prébaként a gének teljes hosszusagu cDNS-ét hasznaltuk. A riboszémalis
RNS-t etidium-bromid segitségével tettik lathatéva és ezt hasznaltuk kontrollként. A Northern
hibridizacidéval parhuzamosan meghataroztuk 10 000 sejtmag DNS tartalmat aramlasos citoldgiai
méréssel (ACM) és mitotikus index analizissel (B 4bra). A hisztogrammon lathaté a kilénboz 6
sejtmagok relativ frekvencidja (G1 (2C), G2 (4C), S (2C<S>4C) és M). A mitotikus index
meghatarozasahoz megkozelitéleg 1000 sejtmagot festettink meg DAPI-val, fluoreszcens
mikroszképpal analizaltuk.

és kllonboz6 expresszids mintazatot mutatnak a sejtciklus soran. A B tipusu ciklinek
G2/M fazisos, az A tipusu ciklinek korabbi expressziét mutatnak. Munkank soran a
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CycBI gén transzkriptumat kovettik nyomon. A blokkolé anyag eltavolitasa utan 14
oraval jelent meg és a maximumat 23 6raval a blokkolé anyag eltavolitasa utan érte
el. A sejtciklus markergének mRNS szintjével parhuzamosan vizsgaltuk a
burokfehérje promaterrel kifejeztetett GUS mRNS szintjének a valtozasat (7. abra). A
blokkolé anyag eltavolitasa elétt a transzkriptum nem detektalhatd, majd a blokkold
anyag kimosasa alatt a szint emelkedett, és 8 éraval a blokkolé anyag eltavolitasa
utdn érte el a maximumat, majd mennyisége a kdvetkezd mintakban jelentds
csOkkent. A GUS transzkriptum szint valtozasa a sejtciklus soran az endogén
sejtciklus gének transzkriptumaval ésszehasonlitva azt mutatja, hogy a burokfehérje
ezen promoter szakasza a sejtciklus korai G2 szakaszaban miikédik a legaktivabban,
de mar az S-fazisban is mutat aktivitast.

A prREPN 7-es klon szinkronizalasa a 9.abran lathat6. Az eredményekbdl
kittnik, hogy az S-fazisos hiszton H4 gén mRNS szintie ennél a szinkronndl is a
blokkolé anyag eltavolitdsa utan 5 6raval, az M-fazisos CycB1 gén mRNS szintje
pedig 20 draval a blokkol6 anyag eltavolitdsa utan éri el a maximumét. Ebben a
klonban megtalalhaté a GUS riportergén elétt a prBF d klonbdl mar jol ismert
burokfehérije prométer szakasz, utdna a burokfehérje és a burokfehérie sajat
terminatora. Tehat ebben a klonban egyszerre tudjuk vizsgalni a burokfehérje
promoéterének miikddését az egyik iranyban és a replikacids fehérje promoéterének
miikédését a masik iranyban. Az elsé esetben a burokfehérje transzkriptumat, a
masodik esetben pedig a GUS riportergén transzkriptumat kévetjik nyomon. A
burokfehérje transzkriptumanak a valtozasa nagyon hasonlé eredményeket mutatott
a prBF klonnal kapott szinkronizaldsi eredményekhez. Vagyis a transzkriptum szintje
a blokkolé anyag eltavolitdsa utan 8 6raval a legmagasabb, ami a G2 fazisnak felel
meg. Ezekbdl az eredményekbdl arra is kdvetkeztethetiink, hogy a burokfehérje
génjében nem taldlhatéak olyan szekvencia elemek, amelyek a sajat gén
expresszidjat befolydsolnak és a burokfehérje sajat terminatoranak a jelenléte sem
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9.4bra. A prREPN konstrukciét tartalmazé transzgenikus kukorica sejtszuszpenzi6é részleges
szinkronizalasa. Az A abra részleten a kiilonb6z6 gének Northern hibridizaciés képe lathaté. A
hibridizaci6hoz prébaként a gének teljes hosszlisagi cDNS-ét hasznaltuk. A riboszémalis RNS-t
etidium-bromid segitségével tettiik lathatéva és ezt hasznaltuk kontrollként. A B abra részleten a
replikaciés fehérje promoéter expresszié valtozdsa lathaté a kezelés folyaman. A Northern
hibridizaciéval parhuzamosan meghataroztuk 10 000 sejtmag DNS tartalmét aramlasos citologiai
méréssel (ACM) és mitotikus index analizissel (C abra). A hisztogrammon lathatd a kiilonbdz &
sejtmagok relativ frekvencidja (G1 (2C), G2 (4C), S (2C<S>4C) és M). A mitotikus index
meghatarozasahoz megkozelitdleg 1000 sejtmagot festettink meg DAPI-val, fluoreszcens
mikroszképpal analizaituk.

befolyasolja ezen gén miikddését. Tehat ebben a promoéter szakaszban megtalalhatéd
minden informacio, ami a promoéter sejtciklus specifikus miikddéséért felelés. A
replikaciés fehérje prométerének vizsgalata a nagyon alacsony GUS mRNS miatt
elég nehézkesnek bizonyult, ezért a GUS mRNS denzitometrias értékeit mértik és
abrazoltuk (9/C abra). Ezek az eredmények azt mutatjék, hogy a GUS mRNS szintje
a blokkolé anyag eltavolitasa el6tt a kimutathatésag hataran volt, a blokkolé anyag
kimosasa utan utan jelentésen megemelkedett, é&s mar ebben a mintdban elérte a
maximumat. Ezutan a szint lecsdkkent és még egy csucsot ért el a blokkolé anyag
eltavolitdsa utdan 14 éraval, majd ujra lecsékkent. Tehat ennek az RNS-nek a cslcsa
a korai S-fazisban a hiszton H4 transzkripci6 maximuma el6tt, majd a G2 fazisban
figyelheté meg. Ezek az eredmények azt is jol mutatjak, hogy a sejtciklus soran a
blokkol6é anyag eltavolitasa utan elészér a replikaciés fehérje promoétere aktiv, utana
felvaltia a burokfehérje promoétere, majd ljra a replikaciés fehérje prométere iép
miikddésbe. Keveset tudunk a virusfehérjék poszitranszkripciés modositasarél, bar
ezekre az ismeretekre nagy szikségink lenne ahhoz, hogy a virdlis gének
expresszidjanak a szabalyozasat megérthessuk.

V. 5. A C2-es replikiacios fehérje aktivdlja, a burokfehérje pedig represszilja a
virion-szensz gének miikodését.

Eddigi eredményeink és az irodalmi adatok is azt mutatjdk, hogy a viralis
promoéterek a virusfehérjék jelenléte nélkil is mikédéképesek. Az irodalmi adatok
azonban azt is alatamasztjak, hogy a virdlis fehérjék jelenléte befolyasolja a viralis
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10. abra. A kukorica transzformalasra felhasznalt kiméra konstrukcio felépitése. Az dsszes
konstrukcié esetében a kukorica ubiquitin prométere mogé épitettiik be a virus kuldonbdz 6 génjeit, azaz
a C1 (A), C2 (B), C1C2 (C) és a virus burokfehérjét (D). A transzkripcié terminalédséara az
Agrobaktérium nopalin szintdz gén terminatorat hasznaltuk. Novényi rezisztencia markergeénként a
foszfinotricin-acetiltranszferazt (BAR) hasznaltuk.
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promoterek miikddését. A kettds tipusu TGMV virus esetében tudjuk azt, hogy a virus
replikaciés fehériéje (AL1) és az AlL4-es fehérje gatolja a AL61-es promoter
mikodését. A két kulénb6zé fehérje gatld helye a prométeren belil mashol van
(Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997). Errdl a virusrél szintén ismert az a tény, hogy a
virion-szensz géneket a virus AL2 fehérjéje aktivalja. Az egyes tipusu geminivirusok
promotereinek transzaktivalasarél még kevesebb informacio all rendelkezéstinkre és
az irodalmi adatok is ellentmondéak. A WDV esetében a virus C2-es fehérjéje (Hofer
és mts., 1992), a CSMV esetében a C1C2-es fuzios fehérje aktivalta a virion-szensz
gének expresszidjat (Zhan és mts., 1993).

Novényi expresszidés konstrukcidkat hoztunk létre, amelyek vazlatos képe a
10.4bran lathaté. Mindharom konstrukcié a pAHC25-6s vektoron alapul (Christensen
AH és mts., 1966). Az Anyagok és Mddszerekben ismertetett médon a GUS gén
helyére a kilénb6zé konstrukcidkban a virus C1, a C2, a C1C2-es és burokfehérje
(V2) génjeit helyeztiik el.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy az MSV esetében melyek azok
a virus fehérjék, amelyek a virion-szensz gének expressziéjat befolyasolni képesek,
azokat a transzgenikus fiiggetlen kukorica vonalakat transzformaltuk egyenként a
négy kilonb6zoé konstrukcidval, amelyek tartalmazték a virus burokfehérje prométerét
fuzionaltatva a GUS riportergénnel. A transzformalas utan harom nappal mintat
vettlink és a kiilonbdzé mintak total fehérje extraktumabdl GUS aktivitast mértink. A
GUS aktivitas értékek a 11.4bran lathatok (harom fiiggetien klonon mért eredmények
atlagat mutatjuk). Az eredmények azt mutatijgdk, hogy a virion-szensz gének
expresszidjat harom nappal a transzformélas utan a C1, illetve a fuziés C1C2-es
fehérje nem befolyasolta. Ugyanakkor a C2-es fehérie a GUS aktivitast a
transzgenikus klonokban kézel a duplajara emelte meg. Ezekbdl a tranziens
kisérletekbdl, nagyon nehéz egyértelmiien megallapitani, hogy valéjaban milyen
mértékii a C2-es fehérje transzaktivacidja egy bizonyos sejtben, mert ennek a
kukorica vonalnak a transzformaldsi hatékonysaga nagyon alacsony. Jelenlegi
ismereteink birtokaban azt a kérdést is nehéz megvalaszolnunk, hogy miért éppen a
C2-es fehérje az, ami képes transzaktivalni a burokfehérje promoéterét, mivel ezt a
fehérjét eddig még nem sikeriilt még kimutatni virussal fert6zoétt névényekben.
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A burokfehérje jelenléte azonban kbzel a felére csdkkentette a virion-szensz
gének aktivitdsat. A burokfehérje szerepe a virus életcikluséban nagy
valészinliséggel nem csak a szerkezeti feladatokra korlatozédik, hanem
feltételezhetden fontos transzkripcios szabalyozasi folyamatokban is résztvesz. Dupla
transzgenikus névényeket hoztunk létre, amelyek tartalmaztak a GUS riportergént a
harom tesztelt prométer szabalyozasa alatt és kifejezték az MSV burokfehérjét is. A
burokfehérjét a burokfehérje elleni poliklondlis ellenanyaggal (29 kDa) mutattuk ki
(12.4abra). A dupla transzgenikus névények hisztokémiai analizisével
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11.4bra. A viralis fehérjék hatdsa a burokfehérje promoéter m (ikddésére. A tranziens kisérletek
GUS aktivitas értékei lathatéak az abran. A kukorica vonalat, amely tartalmazta az MSV burokfehérje
promoterét, fellltranszformaltuk a kiilénb6z 6 virusfehérjékkel.
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12. abra. Az MSV burokfehérje felhalmozédas a transzgenikus kukorica ndévényben. A
transzgenikus novény gyokerébdl teljes fehérje extraktum készilt, amit Western hibridizacioval
analizaltunk. He/89: negativ kontroll, V2: transzgenikus névény, ami a burokfehérjét folyamatosan
termeli. A fehérje markerek az abra baloldalan lathatok.

arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy a burokfehérje jelenléte befolyasolja-e a
virdlis promoéterek expresszidjanak a mértékét és a szévetspecificitast. Eredményeink
azt mutatjdk, hogy a burokfehérje tultermeltetése nem befolyasolta a replikacios
promoéterek aktivitasat. Az egyszeres transzformansokkal dsszehasonlitva mind a
prométer miikddés mértekében, mind a szovetspecificitasban teljes azonossagot
tapasztaltunk. Azokban az egyszeresen transzgenikus ndévényekben, ahol csak a
burokfehérje prométer-GUS konstrukcio volt jelen, erételjes festédés tapaszatalhato a
gyokerek csucsaban és a szallitészévet kdrnyékén. A dupla transzgenikus névények
gyOkerében azonban, ahol a burokfehérje prométer-GUS és a burokfehérje is jelen
van, a festédés mértéke jelentésen, kozel a kimutathatésagi hatarig lecsokken
(13.4bra). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a burokfehérje gatolja sajat
génjének az expresszidjat, de a replikacios fehérje promoterek mikodesét nem

befolyasolja.
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13. abra. A transzformans noévények gyokerének hisztokémiai festédése. A. Burokfehérje
prométer-GUS  konstrukciét tartalmazé névény. B. Burokfehérje prométer-GUS és az MSV
burokfehérje konstrukciot is tartalmazé névény. A gyokereket X-Gluc tartalma oldattal kezeltik az
Anyagok és Moédszerek fejezetben emlitett moédon. A referenciavonal 100 um.CS-gyékércsucs, SZ-
szallitoszévet
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V. 6. A geminivirus fehérje és a gazdasejt fehérjék k6zotti kapcsolat vizsgalata
éleszto két-hibrid rendszer segitségével

Az emlds onkovirusokhoz hasonléan a geminivirusok is képesek befolyasolni a
gazdasejt sejtciklus szabdlyoz6 mechanizmusait. Csoportunkban kimutattuk, hogy
fehérje-fehérje kdlcsdnhatas létezik az MSV C1 fehérje és a kukorica retinoblasztéma
fehérje kozo6tt (Horvath GV és mts., 1998). A fehérje -fehérje kolcsdnhatasok
majdnem mindegyik biolégiai folyamatban alapvaté jelentéségliek. Munkank soran
arra a kérdésre kerestilink valaszt, hogy van-e kdlcsdnhatas a virus C1C2 replikaciés
fehérie és a gazdasejt fontos sejtciklus szabélyozé fehérjéi kdzétt. Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasat az élesztd két-hibrid rendszer segitségével szerettiik
volna megvaldsitani.

A médszer alapja az, hogy szamos eukariéta transzkripciés aktivator modularis
szerkezetii: a fehérjében jol elkilénithetd a gének prométer régidjaban elhelyezkedé
szekvenciaelemeket megkétni képes DNS-koté régié (DR) és a transzkripciés
komplex fehérjéivel kolcsénhatd aktivator régié (AR). Az éleszt6 GAL4
transzkripciés aktivator fehérjéiben is elvalaszthaté egymastol és a fehérje tébbi
részétdl az emlitett két domén. Mig a GAL4 fehérjében a két domén kozotti
kapcsolatot természetesen a fehérije kbdztes szakasza biztositja, kimutathaté
kotéerok (fehérje-fehérje kolcsénhatasok) biztositiak. Ez az éleszté két-hibrid
rendszer mikodésének alapjaként (14. d&bra) olyan plazmid konstrukcidkat
készitettink, amelyek két-hibrid fehérjét kédolnak. Az egyik fuzios hibrid fehérjében a
GAL4 transzaktivator DNS-kété doménjét a C1C2 fehérjével, a GAL4 aktivator
doménjét pedig a kukorica embriégén kalluszbél szarmazé cDNS génkdnyvtar
szekvencidival épitettik éssze.
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14. abra. Az éleszt6 két-hibrid vazlatos felépitése. Abban az esetben, ha fehérje-fehérje
koélcsonhatéas lép fel a C1C2 replikacids fehérje és a kukorica cDNS gén kdnyvtar valamely fehérjéje
kozott, a GAL4 transzaktivator felépll, és beinditja a riportergén m Gkddését.

Ezekkel a plazmid konstrukciokkal olyan Saccharomyces cerevisiae térzset
transzformaltunk, amelynek genomjaban a /acZ gén talalhatd, a regulator régidja
pedig GAL4 kotéhelyet tartalmazta. A transzformaciot kovetden az éleszté sejtekben
megkezdddik a két fuziés fehérje termelédése, bnmagaban azonban egyikik sem
képes a riportergén expresszidjanak aktivalasara, mert a DNS-kété motivumot
tartalmazé fehérjének nincs aktivator régiéja, az aktivator régiot tartalmazé hibrid
fehérje pedig nem képes specifikus DNS kétésre. Abban az esetben, ha a virus
replikéciés fehérje és a kukorica gén konyvtar valamelyik fehérjéje kézétt fehérje-
fehérje kolcsonhatas alakul ki, a GAL4 transzaktivator képes felépulni és beinditani a
riportergén mikodését. Azokbdl az élesztdkoloniakbdl, ahol a riportergén
kifejez6dhetett (kék szini), a kukorica embriégén kalluszbdl szarmazé cDNS
génkonyvtar plazmidjat kinyerhetjik és Ujra E coli-ba transzformalva elegendé DNS-t
tisztithatunk a kolcsonhaté fehérjét kodold gén nukleotid sorrendjének
meghatarozasahoz. 24 fliggetlen kék éleszté koloniat kaptunk (15.abra). A bel6lik
szarmazé DNS-t megszekvenaltattuk. A szekvencia analizisek soran sok olyan
fehérjét talaltunk, amelynek nincs ismert homoldgja az adatbazisban. Két olyan
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15. abra. Az A abra részleten éleszt6 sejtekben a C1C2 replikacios fehérje kimutatasa lathaté
Western hibridizacié segitségével. A GAL 4 aktivator doménje elleni monoklonalis (egér) antitestet
hasznaltunk. A B abra részleten a pozitiv éleszté koloniak kékillésének a mértéke léthatd. A kékitést
az Anyagok és Médszerekben ismertetett médon végeztiik el.

fehérjét kaptunk, amely szamunkra érdekesnek bizonyult. Az egyik nagy foku
homoldgiat mutat egy ubuquitin-konjugalé enzimhez (UBC), amelynek szekvencia
részlete a 16. abran lathaté.

Az UBC fehérje aminésavsorrendjének 6sszehasonlitasa kulénb6zé fajokba tartozé
fehérjékkel azt mutatja, hogy ez a fehérje nagyfoku konzervaltsagot mutat az
élévilagban. A fehérje szerepérdl az irodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy human
sejtekben a révid életidej(i szabalyoz6 fehérjék degradacidjaért felelés (Beer-Romero
és mts., 1997).
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{hum wuce5b} FFLTIHFPTD YPFKPPKVAF TTrIYHPNIN SNGSICLDIL r s QWSPALTI
{élesz. uce5} FFLsIHFPTD YPFKPPKVnF TTKIYHPNIN SsGnI CLDIL KDQWSPALTI
Konszenzus FFLTI HFPTD YPFKPPKVAF TTKI YHPNIN SNGSI CLDIL KEQWSPALTI
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farabi. wuce} SKVLLSICSL LTDPNPDDPL VPEI AhmYKT DRAKYEa TAR n WIQKYAMG
{hum wuce5b} SKVLLSICSL LcDPNPDDPL VPEI Ar I YKT DReK¥Ynr i AR EWTQKYAM

{élesz. uce5} SKVLLSICSL LTDaNPDDPL VPEI AqI YKT DkAKYEaTAk EWIkKYAv.
Konszenzus SKVLLSI CSL LTDPNPDDPL VPEI A-I YKT DRAKYE- TAR EWI QKYAMG

16. abra. Az Ubiquitin-konjugalé enzim aminésavszekvenciainak 6ésszehasonlitasa kulénb6zd
fajokban. A legelsé szekvencia a kisérleteinkben az éleszté kdlcsdnhatds eredményeként kapott

fehérje szakasz.

A masik fehérje a G10-es transzkripcids faktor. Ennek a fehérjének a funkciojarol
szintén kevés informacié all rendelkezésiinkre. Suzuki és munkatarsai (1995)
kimutattak, hogy ez a fehérje egy olyan transzkripciés faktor, ami a GC-boxokhoz
kapcsolédik a gének promodterében és a promodter mogoétti gén expresszidjat

negativan szabalyozza (17.4bra).

60



{kukorica G10}
{humian G10}
CREabL . OFD3
{éleszt. G10}
Konszenzus

{kukorica Gl10}
{humin G10}
{arabi G10}
{éleszt. G10}
Konszenzus

{kukorica Gl10}
{humin G10}
{arabi. G10}
{éleszt G10}

Konszenzus

{kukorica G10}
{human G10}
taraby. -9y
{§leszt.. G10}

Konszenzus

17. abra. A G10 fehérje amindsavszekvencia 6sszehasonlitasa kiilonbdz 6 fajokban. A legels6
szekvencia a kisérleteinkben az éleszt 6 kdlcsonhatas eredményeként kapott fehérje szakasz.
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VI. Megvitatas

Napjainkban elég kevés informacio all még rendelkezésiinkre a geminivirusok
prométereinek miikodésérdl. Az irodalmi adatokra tdmaszkodva feltételezhetjiik, hogy
a geminivirusok a gazdasejt transzkripciés mechanizmusait hasznéljak fel a viralis
gének expresszidjahoz és a promoétereik a megfeleld viralis fehérjék jelenléte nélkil is
miikodoképesek. A il tipusi geminivirusok kézé tartozé bors virus (Pepper huasteco
virus (PHV)) burokfehérje prométerét tartalmazé transzgenikus dohany névények
hisztokémiai festédése azt mutatta, hogy festédés az edénnyalab szbvetekben az
oldalriigyek kdrnyékén és a szar fels6 részén tapasztalhaté. Nem tapasztaltak GUS
festédést a levélben vagy mas szdvetekben (Ruiz-Medrano és mts., 1999). Az
ugyanebbe a csaladba tartozé TGMV virus burokfehérje prométerével (a transzlacios
iniciaciés kodon el6tti 657 bp) létrehozott dohany névények festédése azt mutatja,
hogy festédés van floemben, azonban sem a mezofil sem mas szévetekben nem
tapasztalhaté (Sunter és Bisaro, 1997). Az altalunk vizsgalt MSV-vel kozelebbi
rokonsagot mutat a WDV, amelyrél Goodin és munkatarsai (1999) kimutattak, hogy
csak az aktivan osztddd sejtekben (blza embrié csicsa, de nem a hatarold
sejtekben) tapasztaltak GUS festédést. A replikaciés fehérje prométerét tartalmézé
konstrukciok tultermeltetése transzgenikus névényben eddig még nem tértént meg.

Csoportunkban létrehoztunk olyan transzgenikus kukorica ndvényeket,
amelyek lehet6vé teszik az MSV burokfehérje és a replikacios fehérje prométereinek
vizsgalatat. Annak ellenére, hogy a GUS festddés alapjan mindkét vizsgalt viralis
prométer szakasz csak az osztodé sejtekben gazdag gydkér merisztémakban és az
oldalgyoker kezdeményekben mutat aktivitast, kilonbséget tapasztaltunk a két
promoéter milkédésének er6sségében. A merisztéma specifikus aktivitas meglep6 az
MSV esetében, mivel a virus részecskék a kukoricalevél kiilénb6zé tipusu sejtjeiben
kimutathat6ak (Lucy és mts., 1996). A névényi hiszton gének prométereinek analizise
azt mutatja, hogy tébb evoliciésan konzervalt motivumot lehet talalni bennuk. llyen
példaul az ugynevezett oktamer motivum (CGCGGATC) és ennek kiilénb6z6 formai
(CCGGATC, CGCGGATT és masok, melyek ismertetésétdl eltekintiink) (Terada és
mts., 1995). Pontos szerepiik a mai napig sem tisztazott és csak annyit tudunk roluk,
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hogy a hexamer motivummal (ACGTCA) egyitt a hiszton gének S-fazis és
merisztéma specifikus expresszidjat biztositjak. Ezek a cisz elemek a kukorica
hiszton H3 gén prométeriben is megtalalhaték (Atanassova és mts., 1998). A
hexamer motivum a hiszton gének prométerén kivil a karfiol mozaik virus (CaMV)
35S prométerében (Benfey és mts., 1990), vagy a bakteridlis oktopin szintetaz
enhanszerének szekvenciajaban is jelen van (Bouchez és mts., 1989). Az oktamer
motivum egy valtozata (GGCGGATT) megtalalhaté a virus LIR régidjaban, a
hexamer motivum pedig a burokfehérje génjében (559 bp-nal). A “nagy” replikaciés
fehérje prométer feltételezhetben tartalmaz olyan cisz elemeket, amelyek a
replikaciés fehérje aktivitasat pozitivan befolyasoljak, ami az erdteljesebb
festédésben és a GUS pozitiv gyokerek nagyobb frekvenciajaban megmutatkozott a
kisérleteink soran. Terada és munkatarsai (1995) kimutattak, hogy a bliza hiszton H3
génjének merisztéma specifikus mikédéséért els6sorban az oktamer motivum
felelés, de hatasat a hexamer motivum tovabb erésiti.

A GUS aktivitas értékek, amelyeket a transzgenikus sejtszuszpenziékon
mértink, azt mutatjak, hogy a burokfehérje ezen promoéter szakasza a legerésebb a
harom konstrukcié esetében. Ez az eredmény j6 egyezést mutat azokkal a
kisérletekkel, amelyekben Boulton és munkatarsai (1991) kimutattak, hogy MSV-vel
fert6zott levelekben a virus szensz szalarél sokkal tobb RNS termelddik, mint a
komplementer szalrél. A kalluszokon mért GUS aktivitas értékek is mutattak azt az
aktivitasbeli kulonbséget, amit a két kulénbdzd replikaciés fehérje promoéter esetében
a gybkerek hisztokémiai festésénél tapasztaltunk. Ezek az eredmények megerésitik
azt a feltevésliinket, hogy a virdlis genomban a LIR-en kivil talalhaté olyan
szekvencia elem, ami pozitivan befolyasolja a replikaciés fehérie génjének a
miikodését.

A harom promoter szakasz miikddését tranziens kisérletben is vizsgaltuk,
mivel ezek a kisérletek jelentds mértékben hozzajarulhatnak a promoéterek
szabdalyozasanak a megismeréséhez. A prBF konstrukcival végzett kisérletek soran
jelentés GUS aktivitast tapasztaltunk, ugyanakkor a prREPK és a prREPN
konstrukciéval végzett transzformalas soran az aktivitas értéke két-harom nappal a
transzformalds utan csak a hattér szintnek felelt meg. Ezeknek az eredményeknek az
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lehet a magyarézéta, hogy a kukorica protoplasztok csak 6t nappal a transzformalas
utan kezdenek el osztédni. Feltételezhetjik, hogy a prREPK és prREPN-ben talalhato
promoter szakaszok csak osztodd sejtekben miikddnek, és ezért nem tapasztalunk
GUS aktivitast két és harom nappal a transzformalast kdvetéen ezekben a sejtekben.
Ugyanakkor feltételezhetjiik, hogy a prBF konstrukciéban talalhaté prométer szakasz
a sejtosztodasra kompetens sejtekben is mikdédéképes, ezért tapasztalhatunk
aktivitast a transzformalas utan két és harom nappal.

Munkank soran bizonyitani szerettilk volna, hogy az MSV prométerei valéban
az osztédoé sejtekben miikddnek, ezért a transzgenikus gydkereket BrdU-nal kezeltiik.
A BrdU-beépiilés megoszlasa a gytkérsejtekben nagymértékii azonossagot mutatott
a hisztokémiai festdédéssel. BrdU beépllést tapasztaltunk a gyodkércsucsban, az
oldalgyékérképz6dményekben és a szallitészévet egyes sejtjeiben. A hisztokémiai
festbdéshez hasonléan az idésebb gydkerekben gyengébb, a fiatalabb gyokerekben
erbteliesebb BrdU beépllést, vagyis sejtosztédast tapasztaltunk. Ezek a
megfigyelések kozvetett mdédon arra engednek kévetkeztetni, hogy az MSV
prométerek miikbdése kapcsolatban all a sejtek osztoédasaval.

A novények nbévekedését és fejlédését befolyasolé hormonhatasu vegyiiletek
kémiai szerkezetiiket tekintve nagyfoku valtozatossagot mutatnak. Ezek a viszonylag
kisméreti molekulak, amelyek egymassal is kbélcsonhatasban vannak, egyidejiileg a
sejtfunkciok széles koérét befolyasolhatjak a noévény legktlilénb6z6bb szerveiben
(Dudits, 1999). Az auxin fontos szerepet jatszik a szallitbszévetek
differencialédasaban (Aloni és mts., 1987), az apikalis dominancia szabéalyozasaban
(Cline, 1994), a sejtmegnyulasban (Yang és mts., 1993) és a sejtosztédasban (Boer
és Murray, 2000; Pasternak és mts., 2000). Muday és Haworth kimutattak (1994),
hogy az auxinnak kulcsszerepe van az oldalgydkerek képzddésében is, a hormon
pontos feladata azonban nem ismert. Az oldalgyokérképzédésnek tobb fazisa van.
Eloszér megtérténik a periciklussejtek reaktivacidja, majd az oldalgyékérkezdemény
differenciacidja, a legvégsé fazis pedig a merisztéma kialakuldsa az Uj oldalgydkerek
csucsaban, miutan az oldalgyokér a kéregszévetet és az epidermiszt mar
atszakitotta. Jelenleg még kevéssé ismertek azok a korai folyamatok, amelyek 2,4-D
kezelés hatasara Iépnek fel kukorica gyékereken. A mi eredményeink azt mutatjak,
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hogy a 2,4-D hatasa a szallitdszdvetrendszert kériilvevé periciklus sejteken harom
nappal a kezelés utan jelentkezik erételjesen. A hormonra, a gybkerek kilonb6z6
részei nem azonos modon reagalnak. A gyokércsucshoz kdzeli, eleve osztédé vagy a
differencialédas egy alacsonyabb fokan allé periciklus sejtek jelentés aktivalodast
mutatnak, ami erdteljes BrdU beépilésben és hisztokémiai festédésben nyilvanul
meg. Az osztédas mértéke olyan erételjes, hogy a fénymikroszképos képeken jol
lathat, hogy a szallitészovet koriil kis, sirli izodiametrikus sejtek képzédnek. Az
aktivalhatésag mértéke a szovet dregedésével jelentésen csdkken, valésziniileg ez
az oka annak, hogy a gyokér azon részén, ahol az oldalgyékerek képzGdnek, a
kezelés hatasdra az eredetileg nem osztédé periciklus sejtekben is osztédas
tapasztalhatd, de nem alakul ki a szallitészévet kéril morfolégialag is megfigyelhetd
Uj réteg. A mi eredményeinkhez hasonlét tapasztaltak sargarépa hipokotil esetében
is, ahol a 2,4-D kezelés eredmények azt mutattdk, hogy a hormon csak a periciklus
sejtekre hat, amig a tdbbi sejtet nem aktivalja, ez abban nyilvanult meg, hogy
nagymennyiségu kisméretli osztédo sejt keletkezett harom nappal a kezelés utan a
szdllitészévet korul (Guzzo és mts., 1995). Ugyanakkor a szdvet éregedésével az
aktivalhatésag mértéke nagymeértékben lecsbkkent (Alizadeh és Mantell, 1991).
Munkank soran a mar differencidlédott oldalgyékereken a hormonnal kezelt és a
kezeletlen gydkerek kdzétt harom nap elteltével nem tapasztaltunk morfolégiai és
osztédasi kulonbséget. Kukorica gybkereken végzett kisérleteinkbdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a harom napos 2,4-D kezelés az oldalgyékérképzédés
legkoraibb fazisara, a periciklus sejtek reaktivalodasara hat. A kukorica sejtek eléggé
toleransak 2,4-D-vel szemben. Feltehetdleg ezzel magyarazhaté, hogy a két
kiilonbdz6 2,4-D koncentracié hatasa nagymértéki egyezést mutatott.

A virusfert6zés helyi, esetleg szisztematikus stresszként hat a ndévényekre.
Erre az egyes ndvények auxin vagy/és etilén termelésével felelhetnek (Mayda és
mts., 2000; Tornero és mts., 1997). A megemelkedett hormonszintnek fontos szerepe
lehet a gazdasejt-patogén kolcsdonhatas szabalyozdsaban. A ndvényi virus
prométerek auxin fiiggé stimuldlasa nem ritka jelenség, és gyakorta a virus
prométerek kozvetlen aktivalasaban nyilvanul meg (Niggeweg és mts., 2000).
Ismertek azok a cisz elemek (ARE), amelyek a prométerek auxin fliggését okozzak
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(Guilfoyle és mts., 1998). Az egyik ilyen motivum (TGTCTC) megtalalhaté az MSV C1
gén szekvenciajaban, de hianyzik az 6sszes konstrukciébdl, amelyet munkank soran
felhasznaltunk. A gyodkereken végzett 2,4-D kezelések alapjan geminivirusok
esetében nekiink sikerllt el6szér kimutatnunk, hogy az auxin aktivalja a viralis
prométerek muikodését. Tovabbi kisérleteket igényelt annak a ténynek a
megallapitdsa, hogy az MSV promoterek valasza auxinra kdzvetlen vagy pedig a
sejtosztédas reaktivacidja réven kozvetett modon jelentkezik-e. Erre a kérdésre
sejtszuszpenzion végzett hormonkezelések segitségével kerestiink valaszt.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az MSV prométerek auxin hatasara egy aranylag
késGi valasszal reagalnak, ezért feltételezziik, hogy a 2,4-D aktivalé szerepét nem
kdozvetlenll, hanem kozvetve, a sejtciklus reaktivdldsa révén fejti ki. Annak a
kérdésnek a megvalaszolasara, hogy az MSV prométerek kdzvetleniil aktivalhatéak-e
2,4-D-vel tovabbi kisérletek tervezink.

A ndvényi fejlédés és névekedés folyamatos osztédasok kdévetkezménye, ami
a ndvények merisztémaira korlatozodik. Mig egyes geminivirusok teljes mértékben
floem specifikusak (Abouzid és mts., 1988; Sanderfoot és Lazarowitz, 1996b), és igy
ki tudjak hasznalni a prekambialis sejtek merisztématikus aktivitasat sajat életciklusuk
véghezviteléhez, addig masok, koéztik az Aaltalunk vizsgalt MSV is, a mar
differencialédott sejtekben is kimutathatéak és ott szaporodni is képesek (Rushing és
mts., 1987; Nagar és mts., 1995; Lucy és mts.,1996). A geminivirusok replikacios
ciklusa a gazdasejt replikaciés mechanizmusait hasznalja. Mivel ezek a tényezék
csak az osztddd sejtekben vannak jelen, joggal feltételezhetjiik, hogy geminivirus
fert6zés elosegiti a differencidlodott noévényi sejtek visszatérését a ndvényi
sejtosztddasi ciklusba (Gutierrez, 2000). Egyelére még nem tisztazott, hogy a sejtek a
virusfertbzés hatasara visszatérnek az S-fazisba vagy csak specifikus S-fazisszerii
funkcidk reaktivalédnak. A sejtszuszpenziok szinkronizéldsa hasznos informaciét
nyljthat a gének sejtciklus szabalyozasardl. A szinkronizalasi eredményeink azt
mutatjak, hogy burokfehérje vizsgdlt prométer szakasza a sejtciklus korai G2-
fazisaban, a replikacios fehérje prométerének expresszidja pedig a korai S-fazisban a
hiszton H4 transzkripcidja el6tt, majd a G2 fazisban tapasztalhaté.
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Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az emlés tumor virusok képesek
megvaltoztatni a gazdasejt sejtciklusat azaltal, hogy a virus korai fehérjéi
hozzakapcsolédnak az Rb fehérjéhez (Vousden és mts., 1993). A konszenzus Rb
koté motivum LXCXE az MSV, a WDV és a DSV replikaciés fehérjéiben egyarant
megtalalhaté (Gutierrez, 2000). A virdlis gének mRNS szintjének a kilénbsége az
MSV életciklusanak ismeretében részben megmagyarazhaté. A replikaciés prométer
magas aktivitdsa 2 éraval a hidroxiurea eltavolitasa utén jelezheti, hogy a C1 és/vagy
a C1C2 replikaciés fehérjékre a virusnak még a gazdasejt DNS készletének
replikacidja eldtt sziksége van. A C1 fehérje kapcsolddik a kukorica
retinoblasztomaszerii fehérjéhez, és ezaltal feltételezhetéen szabalyozza a sejtek
sejtciklusanak G1-S fazisos atmenetét (Horvath és mts., 1998; Gutierrez, 2000). igy
tehat a C1 fehérje génjének korai expresszibja elésegitheti a gazdaseit sejtciklusanak
aktivalasat. Ennek a génnek a miikédése a sejtciklus S-fazisdban mas funkciéval is
Osszefliggésben allhat: a C1C2 replikdcids fehérje jelenléte elengedhetetlentl
szilkséges a virdlis genom replikacidjahoz. Ez az a fehérje, amely a virdlis genom
DNS szintézise soran az iniciacios lépésért felelés, és endonukleaz aktivitdsa révén a
virion-szensz szalat a konzervativ régiéban elhasitja (Hanley-Bowdoin és mts., 1999).
A konzervativ régié (TAATATTAC) az dsszes geminivirusban megtalalhaté.

A replikaciés fehérje génjének expresszid novekedése a sejtciklus G2
fazisaban sokkal meglepdbb és nehezebben értelmezhetd. Feltételhetéen ennek a
fehérjének a jelenléte gatolja a sejtek G2 fazisba valé belépést és a virussal fert6zott
sejteket becsapdazza a sejtciklus S-fazisdba (Nagar és mts., 1995). Erre utalhat,
hogy azok a transzgenikus dohany sejtek, amelyek tartalmazzak a TGMV replikéacids
fehérjét, az osztédas folyaman a megduplazédashoz szikséges id6 jelentdsen
hosszabb mint a virus fehérijét nem tartalmazé sejtek esetében tapasztalhato.
Hasonlé gatlast figyetek meg dllati DNS tumorvirusok esetében (SV40), amelyek
szintén képesek a gazdasejtet a virus életciklusanak megfelelé allapotba hozni. A
G2-b6l az M-fazisba torténé atlépéshez a sejtciklus fiiggd fehérje kinaz (cdc2)
aktivalodasa szilkséges. Scarano és munkatarsai (1994) kimutattak, hogy az SV40
nagy T antigénje megakadalyozza a ciklin B-cdc2 komplex aktivalodasat, igy
késlelteti sejtciklus G2-fazisaban az elére haladast.
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A ndvényi virusok burokfehérjéi kiilénb6z6 funkcidkban vallalhatnak szerepet:
elésegitik a virus partikulum felépllésében (Satyanarayana és mts., 2000), maganak
a viruspartikulumnak szerkezeti egységét képezik (Hanley-Bowdoin és mts., 1999) és
kdzremiikodhet a virus sejtrél-sejtre valé vandorlasaban is (Liu és mts., 2001).
Csoportunkban kimutattuk, hogy az MSV burokfehérje génjének sejtciklus filiggé
expresszidja van. Ez alapjan feltételezziik, hogy ennek a fehérjének a szerepe nem
korlatozédik a fent emlitett funkciékra hanem a virus életciklusa soran mas fontos
feladatokra is kiterjed. Geminivirus fertézés soran az egyes-szali DNS bejut a
sejtmagba, ahol megtérténik a masodik szal szintézise. A masodik szal létrehozasa a
virus segitsége nélkil, kizarélag a gazdasejt fehérjéivel megy végbe, a DNS
szintézishez azonban a sejteket vissza kell juttatni a sejtciklusba. Feltételezhetjiik,
hogy mivel a burokfehérje az egyetlen virionban megtalalhaté virus fehérje, ez a
fehérje létesit a fertézés korai fazisaban kélcsonhatast a kiilénbdzé transzkripcios
faktorokkal és/vagy aktivalja kbézvetlenil a gazdasejt prométereit. A burokfehérje
hatasara igy egy S-fazis szer(i kornyezetet alakit ki, ahol a szintetikus folyamatok mar
végbe tudnak menni.

Eddigi eredményeink, és az irodalmi adatok is arra utalnak, hogy a virdlis
prométerek virusfehérjék jelenléte nélkil is miikédéképesek. Az irodalmi adatok
azonban azt is alatamasztjak, hogy a viralis fehérjék jelenléte befolyasolja a viralis
prométerek miikédését. A 1l tipusi TGMV virus esetében ismert, hogy a virus
replikaciés fehérje (AL1) és az AL4-es fehérje gatolia a AL61-es prométer
miikodését. A két kulénbdzd fehérie gatlé helye a prométeren beliil kiilonb6zé
helyeken talalhaté (Eagle és Hanley-Bowdoin, 1997). Errél a virusrdl azt is tudjuk,
hogy a virion-szensz géneket a virus AL2 fehérje aktivalja. Az AL2 fehérje kétédése a
prométeren belil nem szek\}enciaspecifikus, ahogy nem az a TYLCV C2 fehérjéje
sem, amelyrél szintén bizonyitott, hogy a virion-szensz géneket aktivalja (Noris és
mts., 1996). A szabalyozas szévetspecifikus médon is kifejezddik. Irodalmi adatok
utalnak a burokfehérje aktivalasa mellett a gatlasara is. Mikdzben a TGMV AL2
fehérje a burokfehérje prométerét a mezofill sejtekben aktivalja, a floem sejtekben
gatlé hatast fejt ki (Sunter és Bisaro, 1997). Az egyes tipusu geminivirusok
prométereinek transzaktivalasarél még kevesebb informacioé all rendelkezésiinkre, és
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az irodalmi adatok is ellentmondéak. A WDV virus esetében a virus C2-es fehérje
(Hofer és mts., 1992), a CSMV virus esetében a C1C2-es fuziés fehérje aktivalta a
virionszensz gének expresszidjat (Zhan és mts., 1993). Munkank soran arra a
kérdésre kerestik a valaszt, hogy az MSV esetében melyek azok a virus fehérjék,
amelyek a virion-szensz gének expresszidjat befolyasolni képesek. Eredményeink azt
mutattdk, hogy a C1 és a C1C2-es fehérje nem befolyasolta a virion-szensz génék
expresszidjat. A C2-es fehérje koriilbelill a duplajara ndvelte, a burokfehérje pedig
megkézelitbleg a felére csékkentette a virion-szensz gének aktivitasat. A geminivirus
fertézés korai szakaszaban valdsziniileg nincs sziikség jelentdés mennyiségii
burokfehérjére. Ebben az id6szakban a gazdasejt atprogramozasa és a viralis genom
replikacidja a replikaciés fehérjék segitségével megy végbe. Amikor mar
nagymennyiségii kettés szalu viralis DNS termel6dott, a C2 fehérje feltételezhetéen
kapcsoloként miikédik és elbidézi a korai fazisbdl a késéi fazisba valé atmenetet
azaltal, hogy fokozza a burokfehérje termelédését. A megndvekedett mennyiségii
burokfehérje felelés a viralis DNS bepakolédasaért és a virus partikulumok
kialakulasaért a fert6zés késbi szakaszaban (Hanley-Bowdoin és mts., 1999).

A virdlis gének bonyolult szabalyozasat jelzi, hogy mig a virion-szensz gének
miikédését a C2 fehérje aktivalja, a csoportunkban el6szor leirt eredmények szerint a
burokfehérje képes represszalni sajat génjének miikodését. Feltételezhetéen fontos
informaciét nyuljtana a virus életciklusanak megértése szempontjab6él annak a
kérdésnek a megvalaszolasa, hogy a két fehérje térben és idében hogyan hat.
Jelenlegi ismereteink birtokdban ugyanis nehéz valaszt adni arra, hogy mi lehet a
szerepe a burokfehérje szintézis gatlasanak. A burokfehérije szerepe a virus
életciklusaban nagy valdszinliséggel nem csak szerkezeti feladatokra korlatozodik,
hanem feltételezhetéen fontos transzkripciés szabalyozasi folyamatokra is kiterjed.
Az ACMV burokfehérje 30-40%-al csdkkentette a komplementer gének expressziéjat
(Hong és mts., 1995). Az MSV burokfehérjérél pedig bizonyitott, hogy képes a kettds-
szalu virdlis DNS genomhoz kotddni, ami a transzkripciét szabalyozé szerepét
valészin(siti (Liu és mts., 1997).

Az allati onkovirusokhoz hasonléan a geminivirusok is a gazdasejt replikacios
mechanizmusait hasznaljak fel sajat DNS-Uk replikaciéjahoz és differencialédott
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sejtekben is képesek replikalodni. Az emlds tumor virusok kiilénb6zé mechanizmusok
kombinacidjat hasznaljak fel arra, hogy a gazdasejt replikaciés fehérjéinek
termel6dését eldidézzék. Az adenovirus E1A és az SV40 nagy T antigénje
kozvetlendl is aktivalni tudja a gazdasejt gének transzkripcitjat azaltal, hogy fehérje-
fehérje kélcsdnhatast létesit a gazdasejt transzkripcios faktoraival (Lee és mts., 1991;
Gruda és mts., 1993; Labrie és mts., 1995; Damania és mts., 1996; Eckner és mts.,
1996). Geminivirusok esetében a TGMV-rél ismert, hogy a fertézés soran
megvaltoztatija az osztédé sejt nuklearis antigén (PCNA) transzkripciés kontrolljat
dohany levelek sejtjeiben, ami a differencialédott sejtekben magasszinti mRNS és
fehérje termelddésben nyilvanul meg (Egelkrout, Robertson és Hanley-Bowdoin
késziilé publikacié). A TGMV replikaciés fehérie az emlés DNS tumorvirusokhoz
hasonléan kdzvetleniil aktivalhatja a PCNA prométerét. A szekvencia specifikus DNS
kétédés (Fontes és mts., 1992) és a transzkripciét szabalyozé szerepe (Eagle és
Hanley-Bowdoin, 1997) alatamasztidk ezt a lehetoséget. Eleszté két-hibrid
technoldgia segitségével kerestiik azokat a feltételezhetéen sejtciklus szabalyozé
fehérjéket, amelyek az MSV C1C2 replikaciés fehériéhez kapcsolédnak. Az egyik
talalt fehérje egy transzkripcids faktor (G10), amely eddig kukoricabél nem volt ismert.
A noévényi homologok szerepe nem ismert. Az a kevés informacié, ami
rendelkezésiinkre all, eml6és rendszerekbdl szarmazik. A patkany G10-es
transzkripciés faktorrol Oda és munkatarsai (1998) kimutattak, hogy a GC-box
motivumot tartaimazé prométerek szabédlyozasdban jatszanak szerepet. Olyan
transzkripciés represszorok, amelyek az Sp1 transzkripcidés faktor kdtéhelyére
képesek bekotddni. Expresszidjuk a sejtciklus szabalyozasa alatt all, és DNS
tumorvirus fertozés nagymértékben megemeli a fehérje termelédésének szintjét. A
masik fehérje az ubiquitin-konjugalé enzimek (UCE) egyik csoportjaba tartozik. Errél
a fehérjérdl is elmondhatjuk, hogy a névényi homolégok szerepérdl nagyon keveset
tudunk, de a kukorica és az emlds sejtekben talalhaté fehérjék kézétt olyan erés a
konzervaltsag, hogy az allati rendszerekben szerzett informaciok utalhatnak a
kukorica fehérje funkcidjara is. Az emberi UCES5b az ubiquitinfliggé fehérje lebontd
rendszer része és fontos szerepe van a szabalyozé fehériék degradaciéjaban (Rolfe
és mts., 1995). Az egyik ilyen a p53 tumor szupresszor fehérje, amelyik az emlds
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sejtciklus egyik legfontosabb szabalyozé komponense és tumoros sejtekben gyakran
mutaciot tartalmazé formaban van jelen. A p53 féléletideje emlds sejtekben nagyon
rovid, atmeneti felhalmozédas csak a DNS karosodasa soran tapasztalhaté. Tébb
emberi tumor virusrél kimutattak, hogy termelnek egy olyan antigént, amely elbsegiti
a p53 lebomlasat (Vogelstein és Kinzler, 1992). Az emberi papillédma virus E6 fehérje
felelos a p53 inaktivalasaért. Az UCESb a virus fehérje jelenlétében ubiquitindlja a
p53-at, de ha nincs jelen a virus, akkor az UCESb nem képes ellatni ezt a szerepét.
Munkank eredményeképpen feltételezhetjiik, hogy szoros a kapcsolat az MSV
életciklusa és a kukorica sejtek sejtciklusa kdzott. Ezt tdmasztja ala a virdlis
promoterek sejtciklus figgd expresszidja, tovabba erre utalnak az éleszté két-hibrid
rendszerrel kapott eredményeink. A jovében mas sejtciklus markergének, mint
példaul a PCNA, CDK, ciklinek valamint olyan fehérjék elleni antitestek alkalmazasa,
amelyek a sejtciklus csak egy bizonyos szakaszaban miikbdéképesek
hozzajarulhatnak ahhoz, hogy ujabb informacidkat kaphassunk a geminivirussal
fertézott névényi sejt sejtciklus szabalyozasanak molekularis mechanizmusairdl.
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VII. A fontosabb tudomanyos eredmények ésszefoglalasa

A kukorica transzformacios rendszer hasznalata lehetévé tette viralis szekvencia

szakaszok prométerként torténé aktivitdsanak vizsgalatat. A végzett kisérletek

ramutattak a kovetkezokre:

1.

Az MSV két kulonbdzd hosszisaga replikaciés fehérje prométerei
transzgenikus kukorica névények gydkereiben virdlis fehérjék jelenléte nélkdl
is aktivak. A prométerek expresszidja féleg az osztédd sejteket tartalmazéd
merisztématikus régidkra (gydkarcsucs, oldalgydkér kezdemény) korlatozédik.
A 2,4-D kbézvetlenil nem, azonban a sejtciklus aktivalasa révén kozvetve
megemeli a viralis promoéterek expresszidjat.

A transzgenikus kukorica sejtszuszpenzié szinkronizalasanak eredményei azt
mutatjak, hogy a burokfehérje ezen prométer szakasza a sejtciklus korai G2-
fazisaban mikodik a legaktivabban. A replikaciés fehérje promoterének
expresszibja pedig a korai S-fazisban a hiszton H4 transzkripcidja el6tt, majd a
G2 fazisban tapasztalhato.

A C2-es fehérje korllbelil a duplajara névelte, a burokfehérie pedig
megkozelitdleg a felére csokkentette a virion-szensz gének aktivitasat.

Eleszt6 két-hibrid rendszer segitségével kimutattuk, hogy:

5. Fehérje-fehérje kolcsdnhatas létezik: (a) C1C2 replikaciés fehérie és a

kukorica G10 transzkripcids faktor, valamint (b) a C1C2 replikaciés fehérje és egy

kukorica ubiquitin-konjugalé enzim kézott.

72



VIIl. Referencia

Abouzid, A. M., Barth, A., and Jeske, H. 1988. Immunogold labeling of the Abutilon
mosaic virus in ultrathin section of epoxy resin embedded leaf tissue. J. Ultrastruct.
Molec. Struct. Res. 99: 38-47.

Accotto GP, Mullineaux PM, Brown SC, Marie D. (1993) Digitaria streak geminivirus
replicative forms are abundant in S-phase nuclei of infected cells. Virology. 195 257-
259

Ach RA, Durfee T, Miller AB, Taranto P, Hanley-Bowdoin L, Zambriski PC, and
Gruissem W (1997) An alternatively spliced, multigene family in maize encodes
retinoblastoma-related proteins wich can interact with a plant D-type cyclin and a
geminivirus replication protein. Mol. Cell. Biol. 17 5077-5086

Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K and Watson DJ (1994) Molecular
biology of the cell, Third edition, Garland Publish, Inc., New York-London

Alizadeh S, Mantell SH (1991). Early cellular events during direct somatic
embriogenesis in cotyledon explants of Solanum aviculare. Forst. Ann. Bot. 67 257-
263

Aloni, R (1987). The induction of vascular tissues by auxin. In Plant Hormones and
Their Role in Plant Growth and development (Davies, P.J., ed.) Dordrecht:Kluwer
Academic Publisher, pp. 363-374

Arguello-Astorga GR, Guevara-Gonzalaz RG, Herrera-Estrella LR, Rivera-
Bustamante RF (1994) Geminivirus replication origins have a group-specific
organisation of iterative elements: A model for replication. Virology 203 90-100

Atanassova R, Flénet M, Gigot C, and Chaubet N (1998). Functional analysis of the
prométer region of a maize (Zea mays L.) H3 histone gene in transgenic Arabidopsis
thaliana. Plant Molecular Biology 37 275-285

Bartel PL, Chien CT, Sternglanz R, and Fields S (1993) Using the two-hybrid system
to detect protein-protein interactions. In: Hartley DA Cellular Interactions in
Development: A practical Approach, pp. 153-179.

Beeckman T, and Engler G (1994) An easy technique for the clearing of
histochemically stained plant tissue. Plant Mol. Biol. Rep. 12 37-42

Beer-Romero P, Glass S, Rolfe M (1997) Antisense targeting of EGAP elevates p53 in
HPV-infected cells but not in normal cells. Oncogene 14 595-602

73



Bejarano ER, Khashoggi A, Witty M, and Lichstenstein C, (1996) Integration of
multiple repeats of geminiviral DNA into the nuclear genome of tobacco during
evolution. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93 759-764

Benfey PN, Ren L, and Chua NH (1990). Tissue-specific expression from CaMV 35S
enhancer subdomain in early stages of plant development. The EMBO Journal 9
1677-1684

den Boer BG, Murray JA (2000) Triggering the cell cycle in plants. Trends Cell Biol.
10 245-250

Bouchez, Tokhuisa, Llewellyn, Dennis, and Ellis (1989). The ocs-element is a
component of the prométers of several T-DNA and plant viral genes. The EMBO
Journal 8 4197-4204

Boulton M|, Steinkeliner H, Donson J, Markham PG, King DI, and Davies JW (1989).
Mutational analysis of the virion-sense genes of maize streak virus. Journsal of
General Virology 70 2309-2323

Boulton MI, King DI, Donson J, and Davies JW (1991) Point substitution in a
promoter-like region and the V1 gene affect the host range and symptoms of maize
streak virus. Virology 183 114-121

Boulton MI, Pallaghy CK, Chatani M, MacFarlane S, and Davies JW (1993).
Replication of maize streak virus mutants in maize protoplasts: evidence for a
movement protein Virology 192 85-93

Brough CL, Sunter G, Gardiner WE, and Bisaro DM (1992) Kinetics of tomato golden
mosaic virus DNA replication and coat protein prométer activity in Nicotiana-tabacum
protoplasts. Virology 187 1-9

Chaubet ME, Chaubet N, Clement B, Gigot C, Philipps G (1998) Polyadenylation of
histone H3 and H4 mRNAs in dicotyledonous plants. Gene 71 217-223

Chomczynski P, Sacchi N (1987) Single step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. Biochem. 162 156-159

Cline, M. (1994). The role of hormones in apical dominance. New approaches to an
old problem in plant development. Physiol. Plant. 90 230-237

Christensen AH, and Quail PH (1996). Ubiquitin prométer-based vectors for high-level

expression of selectable and/or screenable marker genes in monocotyledonous
plants. Transgenic Research 5 213-218

74




Collin S, Fernandezlobato M, Gooding PS, Mullineaux PM, Fenoll C (1996) The two
nonstructural proteins from wheat dwarf virus involved in viral gene expression and
replication are retinoblastoma- binding proteins. Virology 219 324-329

Damania B, Alwine JC. (1996) TAF-like function of SV40 large T antigen. Genes Dev.
10 1369-1381

Depamphilis ML (1987) Replication of simian virus40 and polyoma virus
chromosomes. In Molecular Aspects of Papovaviruses, pp. 1-40

Doonan J and Fobert P (1997) Conserved and novel regulators of the plant cell cycle.
Curr. Opin. Cell Biol. 9 824-830

Doonan J. (2000) Social controls on cell proliferation in plants. Curr Opin Plant Biol. 3
482-7.

Dudits D, Bégre L, Baké L, Dedeoglu D, Magyar Z, Kapros T, Felf6ldi F, and
Gyorgyey J (1993) Key component of cell cycle control during auxin-induced cell
division Molecular and Cell Biology of the Plant Cell Cycle, Pages 111-131. Kluwer
Academic Publishers, the Netherlands.

Dudits D, Magyar Z, Dedk M, Mészaros T, Miskolczi P, Fehér A, Brown S, Kondorosi
E, Athanasiadis A, Pongor S, Baké L, Koncz C and Gyérgyey J (1998) Cyclin- and
calcium-dependent kinase families: response of cell division to hormones and stress
signals. In Francis D, Dudits D, Inzé D (eds). Plant Cell Division, pp. 21-46 Portland
Press, London.

Dudits D (1999) A sejtosztédas differencidlédas és az egyedfejlédési program
szabalyozasanak molekularis alapjai. Szerk: Balazs Ervin-Dudits Dénes Molekularis
ndévénybioldgia oldalak: 249-298 Akadémiai Kiadé Budapest

Eagle PA, Orozco BM, and Hanley-Bowdoin L (1994) A DNA sequence required for
geminivirus replication also mediates transcriptional regulation. Plant Cell 6 1157-
1170

Eagle PA, and Hanley-Bowdoin L (1997) Cis-elements that contribute to geminivirus
transcriptional regulation and efficient DNA replication. J. Virol: 71 6947-6955

Eckner R, Ludlow JW, Lill NL, Oldread E, Arany Z, Modjtahedi N, Decaprio JA,
Livingston DM, and Morgan JA (1996) Association of p300 and CBP with simian virus
40 large T antigen. Mol. Cell. Biol. 16 3454-3464

Elmer JS, Brand L, Sunter G, Gardiner WE, Bisaro DM, Rogers SG (1988) Genetic

analysis of tomato golden mosaic virus. Requirement for the product of the highly
conserved AL1 coding sequence for replication. Nucleic Acids Res. 16 7043-7060

75



Ermak G, Paszkowszki U, Wohimuth M, Scheid OM, and Paszkowszki J (1993)
Cytosin methylation inhibits replication of African cassava mosaic virus by two distinct
mechanisms. Nucleic Acids Res. 21 3445-3450

Esau K, and Hoefer LL (1978) Hyperplastic phloem in sugar beet leaves infected with
the beet curly top virus. Am. J. Bot. 65 772-783

Feilotter HE, Hannon GJ, Ruddel CJ, and Beach D (1994) Construction of an
improved host strain for two-hybrid screening. Nucl. Acids. Res. 22 1502-1503

Fenoli C, Black DM, and Howell SH (1988) The intergenic region of maize streak virus
contains promoéter elements involved in rightward transcription of the viral genome.
EMBO J. 7 1589

Fenoll C, Schwarz JJ, Black DM, Schneider M, and Howell SH (1990). The intergenic
region of maize streak virus contains a GC-rich element that activates rightward
transcription and bind maize nuclear factors. Plant Molecular Biology 15 865-877

Fontes EPB, Luckow VA, and Hanley-Bowdoin L (1992) A geminivirus replication
protein is sequence-specific DNA binding protein. Plant Cell 4 597-608

Galbraith DW, Harkins KR, Maddox JM, Ayres NM, Sharma DP, and Firoozabady E
(1983) Rapid flow cytometric analysis of the cell cycle in intact plant tissues. Science
220 1049-1051

Gooding PS, Batty NP, Gouldsbrough AP, and Mullineaux P (1999). Plant cell-
directed control of virion sense gene expression in wheat dwarf virus. Nucleic Acid
Res. 27 1709-1718

Grafi G, Burnett RJ, Helentjaris T, Larkins BA, Decaprio JA, Sellers WR, and Kaelin
WG (1996) A maize cDNA encoding a member of the retinoblastoma protein family:
Involvement in endoreduplication. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 93 8962- 8967

Gruda MC, Zabolotny JM, Xiao JH, Davidson |, Alwine JC. (1993) Transcriptional
activation by simian virus 40 large T antigen: interactions with multiple components of
the transcription complex. Mol Cell Biol. 13 961-969

Guilfoyle, T., Hagen, G., Ulmasov, T., Murfett, J. 1998. How does auxin turn on
genes? Plant Physiol. 118:341-347.

Gutierrez C. 2000. DNA replication and cell cycle in plants: learning from
geminiviruses. EMBO J. 19:792-799.

Guzzo F, Baldan B, Levi M, Sparvoli E, Schiavo F, Terzi M, and Mariani P (1995).
Early cellular events during induction of carrot explant with 2,4-D. 185 28-36

76



Haley A, Zhan XC, Richardson K, and Morris B (1992) Regulation of the activites of
African cassava mosaic virus prométers by the AC1, AC2,, and AC3 gene products.
Virology 188 905-909

Hamel PA, Gallie Bl, and Phillips RA (1992) The retinoblastoma protein and cell cycle
regulation. Trends Genet 8 180-185

Hamilton WDO, Stein VE, Coutts RHA, and Buck KW (1984). Complete nucleotid
sequence of the infectious cloned DNA component of tomato golden mosaic virus:
potential coding regions and regulatory sequences. EMBO J. 3 2197-2205

Hanley-Bowdoin L, Settlage SB, Orozco BM, Nagar S, and Robertson D (1999).
Geminiviruses: Models for Plant DNA Replication, Transcription, and Cell Cycle
Regulation. Crtical Reviews in Plant Sciences. 18 71-106

Herwig S, Strauss M. (1997) The retinoblastoma protein: a master regulator of cell
cycle, differentiation and apoptosis. Eur J Biochem. 246 581-601

Hofer JMI, Dekker EL, Rynolds HV, Woolston CJ, Cox BS, and Mullineaux PM
(1992). Coordinate regulation of replication and virion sense gene expression in
wheat dwarf virus. Plant Cell 4 213-223

Hong Y, and Stanley J (1995). Regulation of African cassava mosaic virus
complementary-sense gene expression by N-terminal sequences of the replication-
associated protein AC1. Journal of General Virology 76 2415-2422

Horvath GV, Pettko-Szandtner A, Nikovics K, Bilgin M, Boulton MI, Davies JW,
Gutierrez C, and Dudits D (1998) Prediction of functional region of the maize streak
virus replication-associated proteins by protein-protein interacyion analysis. Plant Mol.
Biol. 38 699-712

Howard AJ, Caton J, Bossert M, and Goodman RM (1985) Nucleotid sequence of
bean golden mosaic virus and model for gene regulation in geminiviruses. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 82 3572-3576

Huntley R, Healy S, Freeman D, Lavender P, de Jager S, Greenwood J, Makker J,
Walker E, Jackman M, Xie Q, Bannister AJ, Kouzarides T, Gutierrez C, Doonan JH,
Murray JA. (1998) The maize retinoblastoma protein homologue ZmRb-1 is regulated
during leaf development and displays conserved interactions with G1/S regulators
and plant cyclin D (CycD) proteins. Plant Mol Biol. 37 155-169

Huntley RP, Murray JA. (1999) The plant cell cycle. Curr Opin Plant Biol. 2 440-446

Inoue H, Nojima H, Okayama H (1990) High efficienvy transformation of Escherichia
coli with plasmids. Gene 96 23-28

77



Ito K, Asano M, Hughes P, Kohzaki H, Kerppola T, Curran T, Murakami Y, and lto Y
(1996) c-Jun stimulates origin-dependent DNA unwinding by polyomavirus large T
antigen. EMBO J. 15 5636-5646

Jansen-Durr P. (1996) How viral oncogenes make the cell cycle. Trends Genet. 12
270-275

Jefferson RA, Kavanagh TA, and Bevan MV (1987) GUS fusions: B-glucuronidase as
a versatile gene fusion marker in higher plants. EMBO J. 6 3901-3907

Kiss-Laszlo Z, and Hohn T (1996) Pararetro-and retrovirus RNA: Splicing and the
control of nuclear export. Trends Microb. 4 480- 485

Kiemtrup S, Sampson KS, Peele C, Long LV, Conkling MA, Thompson WF, and
Robertson D (1998) Gene silencing from plant DNA carried by a geminivirus. Plant J.
14 91-100

Kong LJ, Orozco BM, Roe JL, Nagar S, Ou S, Feiler HS, Durfee T, Miller AB,
Gruissem W, Robertson D, Hanley-Bowdoin L. (2000) A geminivirus replication
protein interacts with the retinoblastoma protein through a novel domain to determine
symptoms and tissue specificity of infection in plants. EMBO J. 19 3485-3495

Labrie C, Lee BH, Mathews MB. (1995) Transcription factors RFX1/EF-C and ATF-1
associate with the adenovirus E1A-responsive element of the human proliferating cell
nuclear antigen promoter. Nucleic Acids Res. 23 3732-3741

Latham JR, Saunders K, Pinner MS, and Stanley J (1997) Induction of plant cell
division by beet curiy top virus gene C4. Plant J. 11 1273-1283

Lazarowitz SG, Pinder AJ, Damsteegt VD, and Rogers SG (1989). Maize streak virus
genes essential for systemic spread and sympton development. EMBO Journal 8
1023-1032

Lazarowitz SG (1992). Geminiviruses: genome structure and genome function.
Critical Reviews in Plant Sciences 11 327-349

Lee WS, Kao CC, Bryant GO, Liu X, Berk AJ. (1991) Adenovirus E1A activation
domain binds the basic repeat in the TATA box transcription factor. Cell. 18 365-376

Li R, and Botchan MR (1994) Acidic transcription factors alleviate nucleosome-
mediated repression of DNA replication of bovine papillomavirus type |. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 91 7051-7055

Liu H, Boulton MI, and Davies JW (1997). Maize streak virus coat protein bind single-
and double- stranded DNA in vitro. Journal of General Virology 78 1265-1270

78



Liu H, Boulton Mi, Oparka KJ, Davies JW. (2001) Interaction of the movement and
coat proteins of Maize streak virus: implications for the transport of viral DNA. J Gen
Virol. 82 35-44

Lucy AP, Boulton Mi, Davies JW, and Maule AJ (1996) Tissue specificity of Zea mays
infection by maize streak virus. Mol. Plant Microbe Int 9 22-31

Magyar Z, Mészaros T, Miskolczi P, Deak M, Fehér A, Brown S, Kondorosi E,
Athanasiadis A, Pongor S, Bilgin M, Baké L, Koncz C, Dudits D (1997) Cell cycle
phase specificity of putative cyclin-dependent kinase variants in synchronised alfaifa
cells. Plant Cell 9 223-235

Mayda, E., Marques, C., Conejero, V., and Vera, P. 2000. Expression of a pathogen-
induced gene can be mimicked by auxin insensitivity. Mol Plant-Microbe Interact. 13:
23-31.

Meszaros T, Miskolczi P, Ayaydin F, Pettko-Szandtner A, Peres A, Magyar Z, Horvath
GV, Bako L, Feher A, Dudits D. (2000) Multiple cyclin-dependent kinase complexes
and phosphatases control G2/M progression in alfaifa cells. Plant Mol Biol. 43 595-
605.

Morgan DO (1995) Principles of CDK regulation. Nature 374 131-134

Mérocz S, Donn G, Németh J, Dudits D (1990) An improved system to obtain fertile
regenerants via maize protoplast isolated from a highly embriogenic suspension
culture. Theor. Appl. Genet. 80 721-726

Morris-Krsinich BAM, Mullineaux PM, Donson J, Boulton M|, Markham PG, Short MN,
and Davies JW (1985). Bidirectional transcription of maize streak virus DNA and
identification of the coat protein gene. Nucleis Acids Research 13 7237-7256

Muday GK, Haworth P (1994) Tomato root growth, gravitropism, and lateral
development: correlation with auxin transport. Plant. Physiol. Biochem. 32 193-203

Mul YM, and Vanderviiet PC (1992) Nuclear factor-l enhances adenovirus DNA
replication by increasing the stability of a preinitiation complex. EMBO J. 11 751-760

Mullineaux PM, Donson J, Morris-Krsinich BAM, Boulton Mi, and Dawies JW (1984).
The nucleotid sequence of maize streak virus DNA. EMBO Journal 3 3063-3068

Mullineaux PM, Rigden JE, Dry IB, Krake LR, and Rezaian MA (1993) Mapping of the
polycistronic RNAs of tomato leaf curl geminivirus. Virology 193 414-423

79




Nagar S, Pedersen TJ, Carrick K, Hanley-Bowdoin L, and Robertson D (1995) A
geminivirus induces expression of a host DNA replication protein in terminally
differentiated plant cells. Plant Cell 7 705-719

Nakagami H, Sekine M, Murakami H, Shinmyo A. (1999) Tobacco retinoblastoma-
related protein phosphorylated by a distinct cyclin-dependent kinase complex with
Cdc2/cyclin D in vitro. Plant J. 18 243-252

Nigg EA (1995) Cyclin-dependent protein kinases: key regulators of the eukaryotic
cell cycle. Bio Essays 17 471-480

Niggeweg R, Thurow C, Kegler C, Gatz (2000) Tobacco transcription factor TGA2.2 is
the main component of as-1-binding factor ASF-1 and is involved in salicylic acid- and
auxin-inducible expression of as-1-containing target promoters. J Biol Chem. 30
19897-19905

Noris EJ, Acotto GP, and Gronenborg B (1996) DNA-binding activity of the C2 protein
of tomato yellow leaf curl geminivirus. Virology 217 607-612

Oda E, Shirasuna K, Suzuki M, Nakano K, Nakajima T, Oda K. (1998) Cloning and
characterization of a GC-box binding protein, G10BP-1, responsible for repression of
the rat fibronectin gene. Mol Cell Biol. 18 4772-4782

Omirulleh S, Abraham M, Golovkin M, Stefanov |, Karabaev MK, Mustardy L, Morocz
S, Dudits D (1993) Activity of a chimeric prométer with the doubled Ca MV 35S
enhancer element in protoplast-derived cells and transgenic plants in maize. Plant
Mol. Biol. 21 415-428

Orozco BM, and Hanley- Bowdoin L (1996) A DNA structure is required for
geminivirus origin function. J. Virol. 270 148-158

Padidam M, Beachy RN, and Fauquet CM (1996) The role of AV2 precoat and coat
protein in viral replication and movement in tomato leaf curl geminivirus. Virology 224
390-404

Pasternak T, Miskolczi P, Ayaydin F, Mészaros T, Dudits D and Fehér A (2000)
Exogenous auxin and cytokinin dependent activation of CDKs and cell division in leaf
protoplast-derived cells of alfalfa. Plant Growth Regulation (in press)

Peres A, Ayaydin F, Nikovics K, Gutiérrez C, Horvath VG, Dudits D, and Fehér A
(1999). Partial synchronisation of cell divisin in cultured maize cells: differential cyclin,
cdc2, histone and retinoblastoma transcript accumulation during the cell cycle J. Exp.
Botany 50 1373-1379

Philipps G, Chaubet N, Chaubet ME, Ehling M, Gigot C (1986) Genomic organization
and nucleotides sequences of two corn H4 genes. Gene 42 225-229

80



Renaudin JP, Colasanti J, Rime H, Yuan Z, Sundaresan V (1994) Cloning of four
cyclins from maize indicates that higher plants have three structurally distinct groups
of mitotic cyclins. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 91 7375-
7379

Rigden JE, Dry IB, Krake LR, and Rezaian MA (1996) Plant virus DNA replication
processes in Agrobacterium: Insight into yhe origins of geminiviruses. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 93 10280- 10284

Renaudin JP, Doonaan JH, Freeman D, Hashimoto J, Hirt H, Inzé D, Jacobs T,
Kouchi H, Rouze P, Sauter M, Savoure A, Sorrell DA, Sundaresan V, and Murray JA
(1996). Plant cyclins a unified nomenclature for A-,B- and D-type cyclins based on
sequence organization. Plant. Mol. Biol. 32 1003-1018

Rolfe M, Beer-Romero P, Glass S, Eckstein J, Berdo |, Theodoras A, Pagano M,
Draetta G. (1995) Reconstitution of p53-ubiquitinylation reactions from purified
components: the role of human ubiquitin-conjugating enzyme UBC4 and EG6-
associated protein (E6AP). Proc Natl Acad Sci U S A. 92 3264-3268

Ruiz-Medrano, R., Guevara-Gonzale,z R. G., Arguella-Astorga, G. R., Monsalve-
Fonnegra, Z., Herrera-Estrella, L. R., and Rivera-Bustamante, R. F. 1999.
Identification of a sequence element involved in AC2-mediated transactivation of the
pepper huasteco virus coat protein gene. Virology 253:162-169.

Rushing, A. E., Sunter, G., Gardiner, W. E., Dute, R. R., and Bisaro, D. M. 1987.
Ultrastructural aspects of tomato golden mosaic virus infection in tobacco.
Phytopathology 77:1231-1236.

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York.

Sanderfoot AA, Ingham DJ, and Lazarowitz SG (1996a) A viral movement protein as
a nuclear shuttle- the geminivirus BR1 movement protein contain domains essential
for interaction with BL1 and nuclear localization. Plant Physiol. 110 23-33

Sanderfoot AA, and Lazarowith SG (1996b) Getting it together in plant virus
movement: Cooperative interaction between bipartite geminivirus movement proteins.
Trends Cell Biol. 6 353-358

Satyanarayana T, Gowda S, Mawassi M, Albiach-Marti MR, Ayllon MA, Robertson
C,Garnsey SM, Dawson WO. (2000) Closterovirus encoded HSP70 homolog and p61
in addition to both coat proteins function in efficient virion assembly Virology. 278
253-265

81



Sauter M (1997) Differential expression of a CAK (cdc2-activating kinase)-like protein
kinase, cyclins and cdc2 genes from rice during the cell cycle and in response to
gibberellin. Plant J. 11 181-190

Scarano, F. J., Laffin, J. A., Lehman, J. M., and Friedrich, T. D. 1994. Simian virus 40
prevents activation of M-phase-promoting factor during Iytic infection. J Virol.
68:2355-2361.

Schiestl RH, Gietz D (1989) High efficiency transformation of intact yeast cells using
single stranded nucleic acids as a carrier. Curr. Genet. 16 339-346

Sidle A, Palaty C, Dirks P, Wiggan O, Kiess M, Gill RM, Wong AK, Hamel PA. (1996)
Activity of the retinoblastoma family proteins, pRb, p107, and p130, during cellular
proliferation and differentiation. Crit Rev Biochem Mol Biol. 31 237-271

Staiger C, and Doonan J (1993) Cell division in plants. Curr. Opin. Cell Biol. 5 226-
231

Sung YK és Coutts RHA (1995) Mutational analysis of potato yellow mosaic
geminivirus. J. Gen. Virol. 76 1773-1780

Sunter G, and Bisaro DM (1989) Transcription map of the B genome component of
tomato golden mosaic virus and comparison with A component transcript. Virology
173 647-655

Sunter G, Hartitz MD, and Bisaro DM (1993) Tomato golden mosaic virus leftward
gene expression: Autoregulation of geminivirus replication protein Virology 195 275-
280

Sunter G, and Bisaro DM (1997). Regulation of a geminivirus coat protein prométer
by AL2 protein (TrAP): evidence for activation and derepression mechanisms.
Virology 232 269-280

Suzuki M, Kuroda C, Oda E, Tsunoda S, Nakamura T, Nakajima T, and Oda K (1995)
G10BP, an E1A-inducible negativ regulator of Sp1, represses transcription of the Rat
fibronectin gene. Mol. and Cell.Biol. 15 5423-5433

Szczyglowski, K., Szabados, L., Fujimoto, S. Y., Silver, D., and de Bruijn, F. J. 1994
Site-specific mutagenesis of the nodule-infected cell expression (NICE) element and
the AT-rich element ATRE-BS2* of the Sesbania rostrala leghemoglobin g/b3
prométer. Plant Cell 6:317-332.

Terada R, Nakayama T, Iwabuchi M, and Shimamoto K (1995).A type | element
composed of the hexamer (ACGTA) and octamer (CGCGGATC) motifs plays a
role(s) in meristematic expression of a wheat histone H3 gene in transgenic rice
plants. Plant Molecular Biology 27 17-26

82



Thommes PA, and Buck KW (1994) Synthesis of the tomato golden mosaic virus
AL1, AL2, AL3, and AL4 proteins in vitro. J. Gen. Virol. 75 1827-1834

Tornero, P., Gadea, J., Conejero, V., and Vera, P. 1997. Two PR-1 genes from
tomato are differentially regulated and reveal a novel mode of expression for a
pathogenesis-related gene during the hypersensitive response and development. Mol
Plant-Microbe Interact. 10:624-634.

Vetten NC, and Ferl RJ (1994) Transcriptional regulation of enviromentally inducible
genes in plants by an evolutionary conserved family of G-box binding factors. Int. J.
Biochem. 26 1055-1068

Vogelstein B, Kinzler KW (1992) p53 function and dysfunction. Cell. 70 523-526

Vousden K (1993) Interactions of human papillomavirus transforming proteins with
the products of tumor suppressor genes. FASEB J. 7 872-879

Wang JYJ, Knudsen ES, and Welch PJ (1994) The retinoblastoma tumor suppressor
protein. In Advances in Cancer Research, vol. 64, pp. 25-85

Ward BM, Medville R, Lazarowitz SG, and Turgeon R (1997) The geminivirus BL1
movement protein is associated with endoplasmic reticulum-derived tubules in
developing ploem celis. J. Virol. 71 3726-3733

Wartig L, KheyrPour A, Noris E, DEKouchkovsky F, Jouanneau F, Gronenborn B, and
Jupin | (1997) Genetic analysis of the monopartite tomato yellow leaf curl geminivirus:
Roles of V1, V2, and C2 ORFs in viral pathogenesis. Virology 228 132-140

Webster, B.D., and Radin, J.W. (1972). Growth and development of cultured radish
roots. Am.J.Bot. 59 744-751

Woolston CJ, Reynolds HV, Stacey NJ and Mullineaux PM (1989) Replication of
Wheat dwarf virus DNA in protoplast and analysis of coat protein mutants in
protoplasts and plants. Nucleic Acids Res. 17 6029-6041

Wright EA, Heckel T, Groenendijk J, Dawies JW, and Boulton Ml (1997). Splicing
features in maize streak virus virion- and complementary-sense gene expression. The
Plant Journal 6 1285-1297

Xie Q, Sanz-Burgos P, Hannon GJ, and Gutierrez C (1996) Plant cells contain a

novel member of the retinoblastoma family of growth regulatory proteins. EMBO J. 156
4900-4908

83



Yang T, Law DM and Davies PJ (1993) Magnitude and kinetics of stem elongation
induced by exogenous indole-3-acetic acid in intact light-grown pea seedlings. Plant
Physiol. 102 717-724

Zhan X, Haley A, Richardson K, and Morris B (1991) Analysis of the potential
prométer sequence of African cassava mosaic virus by transient expression of the B-
glucuronidase gene. J. Gen. Virol. 72 2849-2852

Zhan XC, Richardson K, Haley A, and Morris BAM (1993). The activity of the coat

protein prométer of chloris striate mosaic virus is enhanced by its own and C1C2
gene products. Virology 193 498-502

84



Summary

It is believed that the geminiviral DNA replication is coupled to the cell cycle
regulatory complex of the plant cell and by this way virus early gene products may
manipulate the regulation of the cycle. Little is known about promoter functions of the
mastreviruses. We examined expression from the promoters of Maize streak virus
(MSV) in transgenic maize plants. Maize protoplasts were transformed with the
prREPK or prREPN construct. The prREPK construct contains a short version of the
rep promoter, the prREPN construct contains an extended version of the rep
promoter. In the current study, both of the MSV rep promoters were active only in the
meristematic tissues, in the roots of the transgenic maize plantlets. However, the
"long" promoter produced higher GUS activity in the roots of these plants. This
suggests the presence of positive regulatory cis-elements outside the LIR (large
intergenic region) and mp gene. In all examined cases, staining was observed in the
root tip and in the lateral root primordia. Young root tips stained more strongly than
older ones. Staining in the meristematic tissues indicates that the MSV rep promoters
are active in dividing cells. No GUS activity could be detected in leaves or shoots of
plants. The absence of GUS staining can be explained in two ways; either the
activities of the promoters were too low to be assessed in the pigmented parts of the
plants, or the promoters were not active in vegetative tissues.

A synthetic auxin (2,4-D) can activate the plant cell division cycle through a
complex signalling pathway (Dudits et al, 1993). To determine whether such
activation could influence expression from the MSV promoters, roots of maize
plantlets transgenic for the prREPK or prREPKL construct were treated with 2,4-D.
The roots were assayed for BrdU incorporation and the same roots were used for
histochemical assay of GUS activity. Incubation of plantlets transformed with prREPK
or prREPN in the presence of 2,4D resulted in similar increases in cell division
frequency and GUS activity. These data suggest a strong correlation between the
level of BrdU incorporation and GUS activity and support our assumption that the
MSV rep promoter is active in cycling cells. To determine whether auxin treatment
affects the activity of MSV promoters in non-differentiated cells, transgenic maize cell
suspensions were used. Cells were incubated in a medium supplemented with 2,4-D
and samples were taken at 1, 3 and 48 h post addition. Approximately two-fold
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increases in promoter activity were obtained 2 days after 2,4D treatment of cells
transformed with prBF, prREPK or prREPN. According to our findings the response
of viral promoters to auxin is a late event. Therefore, we suggest that the observed
changes in viral promoter function possibly linked to the cell cycle action.
Nevertheless further experimentation will be required to determine whether the MSV
cp and rep promoters respond to the auxin per se or whether the increase in their
activity is due to increased cell division (via reactivation of the cell cycle).

To further investigate the potential cell cycle phase-specific activation of MSV
promoters the transgenic maize cell suspensions were cultured in hydroxyurea.
Using this method approximately 47 % of the suspension cells were blocked in S
phase, resulting in a partial synchrony in cell cycle progression. The removal of the
hydroxyurea did not effect the maintained partial synchrony during the experimental
period. Analysis of reporter gene and cell-cycle-specific gene transcript levels
coupled with flow cytometric data in synchronised transgenic maize cells revealed
cell cycle specificity of the MSV promoters. These experiments indicated that the cp
and rep promoters were expressed at slightly different points of the cell cycle. The
coat protein gene promoter showed highest activity in early G2, while the rep
promoter showed two peaks of activity, in the S and G2 cell cycle phases.

Accumulated experimental results indicated that the presence of viral proteins
influenced viral promoter activity. To evaluate the effect of the MSV protein fragments
on the virion sense gene expression, different constructs expressing the C1, C2,
C1C2 and V2 coding regions under the regulation of ubiquitin promoter were
produced. Coat protein gene promoter-GUS reporter gene transformed transgenic
maize cell lines were transformed with these constructs and p-glucoronidase activites
were measured in total cellular protein extracts on the third day after transformation.
The results show that C1 and C1C2 proteins did not influence gene expression
driven by the coat protein gene promoter, while protein encoded by the C2 open
reading frame doubled the GUS activity in the transgenic lines. The effects of MSV
coat protein (cp) on the activity of viral promoters and tissue specificity of these
promoters were analysed. For this end, we produced stable transformant maize cell
lines. They expressed either (or both) GUS reporter gene or MSV cp gene under the
control of the 3 tested promoters or ubiquitin promoter, respectively. We could
demonstrate that coat protein could decrease by 50 % the activity of cp gene
promoter both in transient expression experiments and in stable transformants.
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We have used the yeast two-hybrid system to screen a cDNA library prepared
from maize embriogenic callus and identified interacting protein partners of MSV
C1C2 protein. Our studies identified a strong interaction between C1C2 protein and
maize G10 transcription factor. Animal G10 is a repressor, and can bind to GC-rich
sequences in the promoters. Another interacting protein was a ubiquitin-conjugating
enzyme (UCE5b). Human UBCS5b may be involved in the degradation of regulatory
proteins which are often short-lived.

87



Készénetnyilvanitas

Ezaton mondok kdszonetet témavezetdimnek Dr. Horvath V. Gabornak és
Prof. Dr. Dudits Dénesnek a Ph.D dolgozatom elkészitéséhez nydujtott segitségiikért.
Kulén megkészoném Prof. Dr. Dudits Dénesnek a lehetéséget, hogy a csoportjaban
dolgozhattam. Dr Margaret |. Boultonnak, és Jeffrey W. Daviesnek, akik a
munkankhoz rendelkezésiinkre bocsajtottak az altaluk is vizsgalt virust.

Halas vagyok valamennyi munkatarsamnak, kiléndsen Julietta Simidjievanak,
Adrian Peresnek, Ferhan Ayaydinnak, Taras Pasternaknak a sok segitségért, amit a
munka minden fazisaban nyujtottak. Dr. Gydrgyey Janosnak a hasznos tanacsokért
és Lendvai Agnesnek azért a segitségért, amit a magyar nyelvtan és helyesiras terén
nyUjtott.

Végll fériemnek, Kelemen Zsoltnak kbszéném, hogy az élet minden teriiletén
mellém allt, és a tamogatasardl biztositott.





