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BEVEZETES

Az elmult évtizedben kiilonosképpen megnovekedett a figyelem a novényi
sejtosztodassal kapcsolatban, ugyanis a konzervalt alapmechanizmusokon tul, érdekes
csak novényeknél megtalalhatd sejtciklus sajatsagokat fedeztek fel. A tudomany
megkivanja, hogy minél tobb részletét ismerjiink meg a sejtosztddasnak, eziranyu
kutatasokhoz a novények kivételes lehetdséget nyajtanak. Az allatokkal ellentétben, a
novényi fejlodés nagymértékben posztembrionalis. Az 0j szervek, mint a gyokeér, szar,
levelek és virdgok un. ,life-long” sejtek osztddasabol erednek, amit novekedésiik és
differencidlodasuk kovet. Ez a specifikus sejt zona a merisztéma. A levelek és viragok
a hajtads merisztémabol képzddnek, illetve a gyokér merisztéma, amely allanddan 1j
sejteket képez a novekvd gyokérben. Mindezen sajatsdgokbol adoddan a novények a
igen alkalmasak, hogy egyszerre tanulmanyozzuk a tobbsejtli ¢lélények sejtciklusat,
novekedését és fejlodését.

A sejtciklus szabalyozdsa egy rendkiviil bonyolult és Osszetett folyamat,
amelyben sejten beliili €s sejten kiviili tényezdk egyarant szerepet jatszanak. Sejten
beliil a sejtciklus f6 szabalyozoi olyan fehérjekomplexek, amelyek katalitikus hatasa
¢és szabalyozo alegységbdl allnak. Mind a ciklinek mind a ciklin-fiiggd kindzoknak
tobb formaja létezik. Egy-egy specifikus ciklin és CDK 0sszekapcsolodasa révén
alakulnak ki a sejtciklus szabalyozdsdban fOszerepet jatszo fehérjekomplexek,
amelyek kiilonbozd tipusai a sejtciklus kiillonb6zd pontjain fejtik ki hatasukat. A
komplexek kialakuladsat a ciklin mennyiségének novekedése el6zi meg, amely viszont
altalaban valamilyen més indukélo tényezonek (példaul novekedési faktoroknak) az
eredménye (Dynlacht, 1997).

A sejtosztodds biokémiai és molekuldris tanulmanyozasdhoz
elengedhetetlen egy olyan sejtrendszer megléte, ahol a populacidban 1évd sejtek
osztddasa szinkronba hozhatd. A legalkalmasabb rendszernek az in vitro ndvény
sejtkulturak bizonyultak a sejtciklus részletes vizsgalatdhoz, mivel a sejtek tobbsége
aktiv és osztddik, igy keresztiilmegy a sejtciklus egyes fazisain. Ebben a rendszerben,
a sejtosztddas sokféleképpen befolydsolhatd. Reverzibilis inhibitorok alkalmazaséval,
amelyek a sejtciklust egy adott ponton képesek megallitani, a sejtek azonos fazisba -
un. szinkronba - keriilnek. Ezen kisérletes rendszerekkel a sejtciklus folyamatanak

szabalyozd egységeit részletesen tudjuk analizalni.



A ciklin-fiiggd kindzok (CDK) az egyik legfontosabb koordinatorai az
eukariota sejtciklus szabalyozésanak. Ezek a szerin-treonin fehérje kindzok -
mitkddésiiket tekintve a sejtciklust szabalyozo - ciklineket kotve (komplexet képezve)
hatdrozzak meg az egyes sejtosztodasi lépéseket. A ndvényi CDK elnevezésénél
(6sszehangolva az allati rendszerekével) betlikkel kiilonboztetik meg a kiillonb6zo
(CDKA, B, D, E, F) funkcionélis csoportokat (Ferreire és mts., 1991; Dudits és mts.,
2007). A novényekben a CDKA fehérjékre a PSTAIRE szekvencia motivum jellemzd
a ciklin-kot6 doménben, ezek a kindzok a G1/S és G2/M atmeneteket szabalyozzak.
Négy B-tipust CDK ismert, melyek ndvény-specifikus CDK-4k a rajuk jellemzd
PPTALRE vagy PPTTLRE motivummal, amelyek a G2 és M féazisba halmozodnak
fel és a G2/M atmenetet szabalyozzak.

A sejtosztddas meghatarozé mechanizmusa a novény fejlédésében, habar a
pontos szabalyozasi folyamat még nem ismert, igy felétetelezhetd, hogy a kiilonb6z6
CDK-nak kulcsfontossagt szerepiik van. A sejtciklust szabalyozd fehérjék szerepét a
novényi fejlédésben a napjaikban ismeretes transzgénikus vonalakon végzett
tultermeltetés vagy expresszids szintben vald csokkenés altal bekdvetkezd hatasok
alapjan értékelhetjiik.

A kiilonb6z6é CDK-ciklin komplexek mas fehérjékkel kialakitott kapcsolatuk
altal fejtik ki szabdlyozd szerepiiket a sejtciklus folyamatdban. A CDK-ciklin
komplex(ek) szubsztratjai kozé tartoznak a retinoblasztoma fehérjék, amely a
sejtciklus szabalyozod 1épéseiben fontos szerepet jatszanak. A G1/S fazisatmenet soran
a CycD/CDK komplex foszforildlja az RBR-t igy az E2F transzkripcids faktor
felszabadul gatlas aldl és S fazisba inditja a sejteket. Ezt a szabalyozo [épést
hasznaljak ki a virusok is orokitéanyaguk megsokszorozasara. A sejtcikluson kiviili,
de azzal 6sszekapcsolddd folyamatokat is szabalyoz a RBR a kiilonbozo fehérje-
fehérje kolcsonhatasok kialakulasan keresztiil, igy példaul a FVE fehérjével, amely
egy fehérje-komplex része, ami represszdlja a FLC (Flowering Locus C)
transzkripcidjat, igy szabdlyozva a virdgzast. A novényi RBR fehérjék vizsgalatai
tovabb erdsitik azt az irdnyvonalat, hogy tovabbi ismereteket szerezziink az RBR

szabalyoz6 szerepérdl.



CELKITUZESEK

Az egyszikli novények esetében is a sejtciklus tanulményozasahoz egy jol
kidolgozott szinkronizacids rendszer sziikséges, mint az irodalmi adatokat ismerve, a
dohdny BY-2 sejtvonalnal, mellyel bdvithetnénk ismereteinket az egyszikiiek
sejtciklusanak vizsgalata terén, ugyanakkor az egyszikii és kétszikli novények kozotti
evolucios kiillonbségek megismerésre is teret biztositana.

Ezért munkdnk céljaként a szinkronizdcids technika optimalizalasat
valasztottuk, és ezt a modszert kivantuk fejleszteni kisérleti modelliinkre, a rizsre.
Vizsgalatainkkal tovabb kivantuk ndvelni azokat az ismeretek, amelyek a sejtciklus
szabalyozas megértését elosegitik.

A ciklin-figgd kindzok (CDK) kdzponti szerepe mar bizonyitott a sejtciklus
szabalyozasaban. Munkank célja volt tovabbi ismereteket gylijtése arrdl, hogy a CDK
kindzok sejtosztodast szabalyoz6 funkcidja milyen befolyassal bir a ndvényi
novekedésre, fejlodési iitemére. Ezen tanulmanyhoz a kivélasztott kindzokat
tultermeld transzgénikus novények létrehozasat és vizsgalatukat valasztottuk.

Ismert, hogy az ¢él6lények alapmechanizmusai hasonldak, igy a sejtciklus
szabalyoz6 alapelemei is konzervaltak. Ezen regulald egységek koziil a novényi RBR
gének, mint a sejtciklus egyik legérdekesebb mozgatorugodja, kiilondsen a rizs RBR

azonositasat, vizsgalatat tliztiik ki célul.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleteink modell névényei a rizs Oryza sativa L. Japonica cv. Taipei-309
valamint az Unggi9 fajta. A Taipei 309 genotipusbdl nevelt sejtvonalak., valamint
Medicago sativa L. ssp. varia A2 genotipusu sejttenyészet (Magyar és mts., 1997).

Szinkornizaciés kisérleteinkhez aramldsos citometriai méréseket végzetiink
“chopping” modszerrel izolalt sejtmagokon, valamint kvantitativ RT-PCR-rel
ellendriztiik néhany ismert gén transzkriptumanak mennyiségi valtozasat.

Kinaz taltermeld vizsgéalatainkhoz binaris vektorokat (pCHD2A, pCHD2D,
pCHD2F) hoztunk létre, bejutattasukra Hiei és mts., 1994 4ltal kidolgozott modszeren
alapulé transzformacids kisérleteket végeztink, Agrobacterium tumefaciens-szel

kalluszokat fertéztiink. A transzgén jelenlétét PCR technikéval, az antibiotikum



rezisztencia kialakuldsaval, és a taltermelt fehérje mennyiséget Western analizissel
bizonyitottuk.

A ndvényi retinoblasztoma-szeri gének klonozasat a sztenderd DNS
technikdkkal végeztiik. Bioinformatikai modszereket alkalmaztunk szekvencia
meghatarozasokhoz €s 0sszehasonlitd analizisekhez. A vizsgalt retinoblasztoma-szerti
gének mRNS szintjét kvantitative RT-PCR-rel hataroztuk meg. Fehérje-fehérje

kolesonhatasok vizsgélatahoz élesztd két hibrid matrix analizist végeztiink.

EREDMENYEK

Rizs sejtek szinkronizacioja

I. A novényi sejtciklus tanulméanyozasdhoz szinkronizacids kisérleteket
végeztem felhaszndlva az osztdodas soran bekovetkezd sejtmagi DNS tartalom
valtozas mérésének lehetdségét dramlasi citometriaval. Elsd 1épésként meghataroztam
a megfelelé blokkolé anyagot és annak hasznalati koriilményeit optimalizaltam. Igy
kisérleteimben hidroxiuredval kezeltem a sejtkultardkat majd a gatldo dgens kimosasat
kovetden aramldsos citométerrel detektaltam a két rizs sejttenyészet sejtmagi DNS
tartalménak valtozésat. A szinkronizéacids kisérleteimrél elmondhatom, hogy a
hidroxiurea G1/S fazisban allitotta meg a sejtek tobbségét, majd az azt kodvetd

mosassal a sejtek folytattak a sejtciklust, idével G2/M fézisba Iéptek.

II. Az Unggi9 sejtkultura szinkroizacios vizsgélatarol megallapitottam, hogy
valamivel hosszabb a sejtciklus id6tartama, mivel a G2 fazis, majd azt kovetd mitodzis

csak 21 ora kdrnyékén detektaltam.

III. A Taipei-309 sejtvonalon végzett kisérleteknél megfigyeltem, hogy a
blokkolt majd reaktivalt sejttenyészet sejtjel mar 12-15 6ranal G2 fazisba jutottak. A
két kiilonbozo sejtkultura vizsgalatai soran megallapitottam, hogy a fajtak kozott is
jelentds kiilonbségeket figyelhetiink meg, ami nagyon fontos az Osszehasolitd

analiziseknél.

IV. Sejtciklus specifikus gének kifejezddésének kvantitativ. RT-PCR

vizsgalataval igazoltam a Taipei-309 sejtkultiran végzett szinkronizéacios kisérlet



sikerességét, mely a tovabbiakban a sejtciklus tanulmanyozas fontos technikdja az azt

kovet6 kisérletekben.

Lucerna CDK fehérjék tultermeltetésének tanulmanyozasa rizs

névényekben

V. Munkdm soran lucerna CDK fehérjéket tultermeld rizs transzgénikus
novényeket hoztam létre, hogy tanulmanyozzam ezen sejtciklus specifikus fehérjék

novekedésre, fejlodésre gyakorolt hatésait.

VI. A Medsa;CDKA1;1 fehérjét tultermeld transzgénikus ndvényekben az
érett termés/szemek szamaban detektaltam valtozast, ami felveti, hogy a CDKAI
kinazok a sejtosztddas szabalyozé szerepiik mellett a szaporitd képletek fejlodését is

befolyasoljak.

VII. Tanulmanyaim soran a Medsa;CDKBI;1 kinazt taltermeld ndvényeknél
fenotipusos valtozast figyeltem meg, azaz ezen transzgénikus novények mérete

kissebb volt a kontroll névényekhez képest.

VIII. A mitotikus kinazok koziil a Medsa;CDKB2;1 vizsgalatat végeztem ezen
kinazt taltermeltetd transzgénikus novényeket létrehozva. Megfigyeltem, hogy ezen

modositott novények kordbban virdgoznak, mint a kontroll névények.



A névényi RBR gének tanulmanyozasa

IX. Munkam soran jellemeztem a rizs RBR géneket és a lucerna RBR génjét.
Ezen novényi gének 0 képviseldi az RBR csaladnak, mivel az altaluk kodolt fehérjek
mindegyike tartalmazza a RBR fehérjékre jellemzd A és B ,,pocket” doméneket,

hasonloan az allati RBR-ekhez.

X. A rendelkezésre all6 szekvencia adatbazisokra alapozva PCR ¢és
szekvenalasi technikdval meghataroztam a buza RBRI teljes és a RBR2 részleges

nukleotidsorrendjét. Ezen gének szintén 0j tagjai a névényi RBR csaladnak.

XI. Az izolalt j RBR gének genomidlis szervezddését megvizsgaltam,
megallapitva, hogy ezen gének 18 exonba szervezddnek a ndvényi genomokban,

valamint specifikus intron szervezddésiikon keresztiil megkiilonboztethetdek.

XII. Az RBR gének altal kodolt fehérjék szekvencigjat CLUSTALW
Osszehasonlitd analizissel vizsgaltam. Erre alapozva elkészitettem egy filogenetikus
fat, amely alapjan a novényi RBR fehérjéket csoportositani tudtam. Az 1. alcsalad a
kétszikii RBR fehérjéket, a II. alcsalad az egyszikii egyes tipusu, illetve a IIl. alcsalad
az egyszikiiek kettes tipusi RBR fehérjéit foglalja magaba. Megallapitottam, hogy
ezen alcsalddoknak jellegzetes lehetséges foszforilacids elrendezddésiik van, amely

feltételezésem szerint az egyes alcsaladok fehérjéinek funkcionalis specifitasat adja.

XIII. Kvantitativ  RT-PCR segitségével vizsgdltam az azonositott gének
kifejez6dését és bizonyitottam, hogy a rizs RBR gének nemcsak szerkezetiikkben
kiilonboznek, hanem szovetspecifikus kifejezddésiikben is, azaz a rizs RBR2 gén
mRNS szintje a differencidlodott sejtekben magas, mig az OsRBRI gén
transzkriptuma az aktivan osztddo sejtszuszpenzidban €s embridkban detektaltam

nagyobb szdmban.

XIV. A rizs RBR gének kifejezddésének ndvénybeni lokalizacidjat in situ

hibridizacids kisérletekkel vizsgaltam. Megallapitottam, hogy Osszhangban a



kvantitativ PCR eredményekkel az OsRBR2 gén a novény differencidlodott sejtjeiben
fejezodik ki.

XV. Az RBR fehérjék kozotti kiilonbségeket €lesztd két-hibrid modszerrel
vizsgaltam. A fehérje kolcsonhatasokban azonossagokat €s kiilonbségeket hataroztam
meg, mint minden vizsgalt névényi RBR kdlcsonhatott a MSV virus RepA fehérjével,
ugyanakkor egy Ujonnan izolalt fehérje, az OsRBRI2 csak a MsRBR ¢és az OsRBR1
fehérjék esetén mutatott kolcsonhatast. Ezen eredményekkel bizonyitottam, hogy az
egysziki RBR alcsalddok funkcionalisan is kiilonboznek, mig a kétszikiiekben

egyetlen RBR végzi ezen funkcidkat.
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