
SEJTCIKLUS SPECIFIKUS GÉNEK 

SZABÁLYOZÁSA A NÖVÉNYI NÖVEKEDÉS ÉS 

FEJLŐDÉS SORÁN 

 

Ph.D. értekezés 
 

Dr. Kovácsné Lendvai Ágnes 
 

MTA Szegedi Biológiai Központ, Növénybiológiai Intézet 

 

Témavezetők: 

 Prof. Dudits Dénes 

Dr. Györgyey János 

 

Szeged 

2007 



1

BEVEZETÉS 
 

Az elmúlt évtizedben különösképpen megnövekedett a figyelem a növényi 

sejtosztódással kapcsolatban, ugyanis a konzervált alapmechanizmusokon túl, érdekes 

csak növényeknél megtalálható sejtciklus sajátságokat fedeztek fel. A tudomány 

megkívánja, hogy minél több részletét ismerjünk meg a sejtosztódásnak, ezirányú 

kutatásokhoz a növények kivételes lehetőséget nyújtanak. Az állatokkal ellentétben, a 

növényi fejlődés nagymértékben posztembrionális. Az új szervek, mint a gyökér, szár, 

levelek és virágok ún. „life-long” sejtek osztódásából erednek, amit növekedésük és 

differenciálódásuk követ. Ez a specifikus sejt zóna a merisztéma. A levelek és virágok 

a hajtás merisztémából képződnek, illetve a gyökér merisztéma, amely állandóan új 

sejteket képez a növekvő gyökérben. Mindezen sajátságokból adódóan a növények a 

igen alkalmasak, hogy egyszerre tanulmányozzuk a többsejtű élőlények sejtciklusát, 

növekedését és fejlődését. 

A sejtciklus szabályozása egy rendkívül bonyolult és összetett folyamat, 

amelyben sejten belüli és sejten kívüli tényezők egyaránt szerepet játszanak.  Sejten 

belül a sejtciklus fő szabályozói olyan fehérjekomplexek, amelyek katalitikus hatású 

és szabályozó alegységből állnak. Mind a ciklinek mind a ciklin-függő kinázoknak 

több formája létezik. Egy-egy specifikus ciklin és CDK összekapcsolódása révén 

alakulnak ki a sejtciklus szabályozásában főszerepet játszó fehérjekomplexek, 

amelyek különböző típusai a sejtciklus különböző pontjain fejtik ki hatásukat. A 

komplexek kialakulását a ciklin mennyiségének növekedése előzi meg, amely viszont 

általában valamilyen más indukáló tényezőnek (például növekedési faktoroknak) az 

eredménye (Dynlacht, 1997). 

 A sejtosztódás biokémiai és molekuláris tanulmányozásához 

elengedhetetlen egy olyan sejtrendszer megléte, ahol a populációban lévő sejtek 

osztódása szinkronba hozható. A legalkalmasabb rendszernek az in vitro növény 

sejtkultúrák bizonyultak a sejtciklus részletes vizsgálatához, mivel a sejtek többsége 

aktív és osztódik, így keresztülmegy a sejtciklus egyes fázisain. Ebben a rendszerben, 

a sejtosztódás sokféleképpen befolyásolható. Reverzibilis inhibítorok alkalmazásával, 

amelyek a sejtciklust egy adott ponton képesek megállítani, a sejtek azonos fázisba - 

ún. szinkronba - kerülnek. Ezen kísérletes rendszerekkel a sejtciklus folyamatának 

szabályozó egységeit részletesen tudjuk analízálni. 
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A ciklin-függő kinázok (CDK) az egyik legfontosabb koordinátorai az 

eukarióta sejtciklus szabályozásának. Ezek a szerin-treonin fehérje kinázok - 

működésüket tekintve a sejtciklust szabályozó - ciklineket kötve (komplexet képezve) 

határozzák meg az egyes sejtosztódási lépéseket. A növényi CDK elnevezésénél 

(összehangolva az állati rendszerekével) betűkkel különböztetik meg a különböző

(CDKA, B, D, E, F) funkcionális csoportokat (Ferreire és mts., 1991; Dudits és mts., 

2007). A növényekben a CDKA fehérjékre a PSTAIRE szekvencia motívum jellemző

a ciklin-kötő doménben, ezek a kinázok a G1/S és G2/M átmeneteket szabályozzák. 

Négy B-típusú CDK ismert, melyek növény-specifikus CDK-ák a rájuk jellemző

PPTALRE vagy PPTTLRE motívummal, amelyek a G2 és M fázisba halmozódnak 

fel és a G2/M átmenetet szabályozzák. 

A sejtosztódás meghatározó mechanizmusa a növény fejlődésében, habár a 

pontos szabályozási folyamat még nem ismert, így felétetelezhető, hogy a különböző

CDK-nak kulcsfontosságú szerepük van. A sejtciklust szabályozó fehérjék szerepét a 

növényi fejlődésben a napjaikban ismeretes transzgénikus vonalakon végzett 

túltermeltetés vagy expressziós szintben való csökkenés által bekövetkező hatások 

alapján értékelhetjük.  

A különböző CDK-ciklin komplexek más fehérjékkel kialakított kapcsolatuk 

által fejtik ki szabályozó szerepüket a sejtciklus folyamatában. A CDK-ciklin 

komplex(ek) szubsztrátjai közé tartoznak a retinoblasztóma fehérjék, amely a 

sejtciklus szabályozó lépéseiben fontos szerepet játszanak. A G1/S fázisátmenet során 

a CycD/CDK komplex foszforilálja az RBR-t így az E2F transzkripciós faktor 

felszabadul gátlás alól és S fázisba indítja a sejteket. Ezt a szabályozó lépést 

használják ki a vírusok is örökítőanyaguk megsokszorozására. A sejtcikluson kívüli, 

de azzal összekapcsolódó folyamatokat is szabályoz a RBR a különböző fehérje-

fehérje kölcsönhatások kialakulásán keresztül, így például a FVE fehérjével, amely 

egy fehérje-komplex része, ami represszálja a FLC (Flowering Locus C) 

transzkripcióját, így szabályozva a virágzást. A növényi RBR fehérjék vizsgálatai 

tovább erősítik azt az irányvonalat, hogy további ismereteket szerezzünk az RBR 

szabályozó szerepéről. 
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CÉLKITŰZÉSEK 
 

Az egyszíkű növények esetében is a sejtciklus tanulmányozásához egy jól 

kidolgozott szinkronizációs rendszer szükséges, mint az irodalmi adatokat ismerve, a 

dohány BY-2 sejtvonalnál, mellyel bővíthetnénk ismereteinket az egyszíkűek 

sejtciklusának vizsgálata terén, ugyanakkor az egyszíkű és kétszíkű növények közötti 

evolúciós különbségek megismerésre is teret biztosítana. 

Ezért munkánk céljaként a szinkronizációs technika optimalizálását 

választottuk, és ezt a módszert kívántuk fejleszteni kísérleti modellünkre, a rizsre. 

Vizsgálatainkkal tovább kívántuk növelni azokat az ismeretek, amelyek a sejtciklus 

szabályozás megértését elősegítik. 

 A ciklin-függő kinázok (CDK) központi szerepe már bizonyított a sejtciklus 

szabályozásában. Munkánk célja volt további ismereteket gyűjtése arról, hogy a CDK 

kinázok sejtosztódást szabályozó funkciója milyen befolyással bír a növényi 

növekedésre, fejlődési ütemére. Ezen tanulmányhoz a kiválasztott kinázokat 

túltermelő transzgénikus növények létrehozását és vizsgálatukat választottuk.  

Ismert, hogy az élőlények alapmechanizmusai hasonlóak, így a sejtciklus 

szabalyozó alapelemei is konzerváltak. Ezen reguláló egységek közül a növényi RBR 

gének, mint a sejtciklus egyik legérdekesebb mozgatórugója, különösen a rizs RBR 

azonosítását, vizsgálatát tűztük ki célul. 

 

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 

Kísérleteink modell növényei a rizs Oryza sativa L. Japonica cv. Taipei-309 

valamint az Unggi9 fajta. A Taipei 309 genotípusból nevelt sejtvonalak., valamint 

Medicago sativa L. ssp. varia A2 genotípusú sejttenyészet (Magyar és mts., 1997).  

Szinkornizációs kísérleteinkhez áramlásos citometriai méréseket végzetünk 

“chopping” módszerrel izolált sejtmagokon, valamint kvantitatív RT-PCR-rel 

ellenőriztük néhány ismert gén transzkriptumának mennyiségi változását. 

Kináz túltermelő vizsgálatainkhoz bináris vektorokat (pCHD2A, pCHD2D, 

pCHD2F) hoztunk létre, bejutattásukra Hiei és mts., 1994 által kidolgozott módszeren 

alapuló transzformációs kísérleteket végeztünk, Agrobacterium tumefaciens-szel 

kalluszokat fertőztünk. A transzgén jelenlétét PCR technikával, az antibiotikum 



4

rezisztencia kialakulásával, és a túltermelt fehérje mennyiséget Western analízissel 

bizonyítottuk. 

A növényi retinoblasztóma-szerű gének klónozását a sztenderd DNS 

technikákkal végeztük. Bioinformatikai módszereket alkalmaztunk szekvencia 

meghatározásokhoz és összehasonlító analízisekhez. A vizsgált retinoblasztóma-szerű

gének mRNS szintjét kvantitatív RT-PCR-rel határoztuk meg. Fehérje-fehérje 

kölcsönhatások vizsgálatához élesztő két hibrid mátrix analízist végeztünk. 

 

EREDMÉNYEK 

Rizs sejtek szinkronizációja 

 

I. A növényi sejtciklus tanulmányozásához szinkronizációs kísérleteket 

végeztem felhasználva az osztódás során bekövetkező sejtmagi DNS tartalom 

változás mérésének lehetőségét áramlási citometriával. Első lépésként meghatároztam 

a megfelelő blokkoló anyagot és annak használati körülményeit optimalizáltam. Így 

kísérleteimben hidroxiureával kezeltem a sejtkultúrákat majd a gátló ágens kimosását 

követően áramlásos citométerrel detektáltam a két rizs sejttenyészet sejtmagi DNS 

tartalmának változását. A szinkronizációs kísérleteimről elmondhatom, hogy a 

hidroxiurea G1/S fázisban állította meg a sejtek többségét, majd az azt követő

mosással a sejtek folytatták a sejtciklust, idővel G2/M fázisba léptek. 

 

II. Az Unggi9 sejtkultúra szinkroizációs vizsgálatáról megállapítottam, hogy 

valamivel hosszabb a sejtciklus időtartama, mivel a G2 fázis, majd azt követő mitózis 

csak 21 óra környékén detektáltam. 

 

III. A Taipei-309 sejtvonalon végzett kísérleteknél megfigyeltem, hogy a 

blokkolt majd reaktivált sejttenyészet sejtjei már 12-15 óránál G2 fázisba jutottak. A 

két különböző sejtkultúra vizsgálatai során megállapítottam, hogy a fajták között is 

jelentős különbségeket figyelhetünk meg, ami nagyon fontos az összehasolító 

analíziseknél. 

 

IV. Sejtciklus specifikus gének kifejeződésének kvantitatív RT-PCR 

vizsgálatával igazoltam a Taipei-309 sejtkultúrán végzett szinkronizációs kísérlet 
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sikerességét, mely a továbbiakban a sejtciklus tanulmányozás fontos technikája az azt 

követő kísérletekben. 

Lucerna CDK fehérjék túltermeltetésének tanulmányozása rizs 

növényekben 

 

V. Munkám során lucerna CDK fehérjéket túltermelő rizs transzgénikus 

növényeket hoztam létre, hogy tanulmányozzam ezen sejtciklus specifikus fehérjék 

növekedésre, fejlődésre gyakorolt hatásait. 

 

VI. A Medsa;CDKA1;1 fehérjét túltermelő transzgénikus növényekben az 

érett termés/szemek számában detektáltam változást, ami felveti, hogy a CDKA1 

kinázok a sejtosztódás szabályozó szerepük mellett a szaporító képletek fejlődését is 

befolyásolják. 

 

VII. Tanulmányaim során a Medsa;CDKB1;1 kinázt túltermelő növényeknél 

fenotípusos változást figyeltem meg, azaz ezen transzgénikus növények mérete 

kissebb volt a kontroll növényekhez képest. 

 

VIII. A mitotikus kinázok közül a Medsa;CDKB2;1 vizsgálatát végeztem ezen 

kinázt túltermeltető transzgénikus növényeket létrehozva. Megfigyeltem, hogy ezen 

módosított növények korábban virágoznak, mint a kontroll növények.  
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A növényi RBR gének tanulmányozása 

 

IX. Munkám során jellemeztem a rizs RBR géneket és a lucerna RBR génjét. 

Ezen növényi gének új képviselői az RBR családnak, mivel az általuk kódolt fehérjék 

mindegyike tartalmazza a RBR fehérjékre jellemző A és B „pocket” doméneket, 

hasonlóan az állati RBR-ekhez. 

 

X. A rendelkezésre álló szekvencia adatbázisokra alapozva PCR és 

szekvenálási technikával meghatároztam a búza RBR1 teljes és a RBR2 részleges 

nukleotidsorrendjét. Ezen gének szintén új tagjai a növényi RBR családnak. 

 

XI. Az izolált új RBR gének genomiális szerveződését megvizsgáltam, 

megállapítva, hogy ezen gének 18 exonba szerveződnek a növényi genomokban, 

valamint specifikus intron szerveződésükön keresztül megkülönböztethetőek. 

 

XII. Az RBR gének által kódolt fehérjék szekvenciáját CLUSTALW 

összehasonlító analízissel vizsgáltam. Erre alapozva elkészítettem egy filogenetikus 

fát, amely alapján a növényi RBR fehérjéket csoportosítani tudtam. Az I. alcsalád a 

kétszikű RBR fehérjéket, a II. alcsalád az egyszikű egyes típusú, illetve a III. alcsalád 

az egyszikűek kettes típusú RBR fehérjéit foglalja magába. Megállapítottam, hogy 

ezen alcsaládoknak jellegzetes lehetséges foszforilációs elrendeződésük van, amely 

feltételezésem szerint az egyes alcsaládok fehérjéinek funkcionális specifitását adja.  

 

XIII. Kvantitatív RT-PCR segítségével vizsgáltam az azonosított gének 

kifejeződését és bizonyítottam, hogy a rizs RBR gének nemcsak szerkezetükben 

különböznek, hanem szövetspecifikus kifejeződésükben is, azaz a rizs RBR2 gén 

mRNS szintje a differenciálódott sejtekben magas, míg az OsRBR1 gén 

transzkriptuma az aktívan osztódó sejtszuszpenzióban és embriókban detektáltam 

nagyobb számban. 

 

XIV. A rizs RBR gének kifejeződésének növénybeni lokalizációját in situ 

hibridizációs kísérletekkel vizsgáltam. Megállapítottam, hogy összhangban a 
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kvantitatív PCR eredményekkel az OsRBR2 gén a növény differenciálódott sejtjeiben 

fejeződik ki. 

 

XV. Az RBR fehérjék közötti különbségeket élesztő két-hibrid módszerrel 

vizsgáltam. A fehérje kölcsönhatásokban azonosságokat és különbségeket határoztam 

meg, mint minden vizsgált növényi RBR kölcsönhatott a MSV vírus RepA fehérjével, 

ugyanakkor egy újonnan izolált fehérje, az OsRBRI2 csak a MsRBR és az OsRBR1 

fehérjék esetén mutatott kölcsönhatást. Ezen eredményekkel bizonyítottam, hogy az 

egyszikű RBR alcsaládok funkcionálisan is különböznek, míg a kétszikűekben 

egyetlen RBR végzi ezen funkciókat. 
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