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Zaré jelentés

A sejtosztddas az elslények legjellemzébb tulajdonsaga. Az eukariotékban a DNS megkettézédését (S
fazist) és a sejtosztodast (M fazist) a G1 és G2 fazisok valasztjak el egymastol, sorrendben G1-S-G2-M. A sejtciklus
szabalyozasban a ciklin fliggé kinazok (CDK-k) komplexet alkotva a megfelel ciklinekkel meghataroz6 szerepet
toltenek be a G1-S és a G2-M fazis-atmenetekben, a megfelel fehérjék foszforilezésével biztositjak a sejtciklus
eseményeinek szabalyozott, periodikus lezajlasét [1]. Altalaban az A tipusu ciklin fiiggé kinazok (CDKA) allanddan
termelédnek a ciklus folyaman, miitkddésiket a ciklus-specifikusan megjelené ciklinek szabalyozzak. Azonban
névényekben léteznek sejtciklus-specifikusan termel6dé CDK-k. A G2/M fazishan expresszalédo ciklin fiiggé
kinazokat az Ujabb nevezéktan szerint B tipusi CDK-nak hivjak.

A sejtciklus-specifikus gének transzkripcidjanak szabalyozasa még alig ismert. Eddig alaposan csak a
hiszton, és a ciklin promotereket tanulmanyoztak [2, 3, 4], azonban hianyzik egy mitdzisban aktiv promoter
jellemzése. Az eddig kdzolt B tipusu ciklin promoterek csak gyenge transzkripciét biztositottak [2,4]. 1997-ben
kdzolték le a lucerna CDKB kinazok (el6z6 néven: Cdc2MsD és F) cDNS szekvencidit [5]. Mivel az elézetes
megfigyelések szerint a Medsa;CDKB2;1 kinaz (Cdc2MsF) késébb expresszalddik, mint a Medsa; CDKB1
(Cdc2MsD), ezért ezt valasztottuk modellil.

A transzkripcids szabalyzasnak két lehetséges mechanizmusa van, az egyik esetben egy aktivator
transzkripcios faktor(ok) megjelenése sziikséges a transzkripcio elkezdéséhez, mint pl. E2F-DP [6]. Az E2F
transzkripcios faktorokkal szabéalyozott gének altaldban G1/S1 fazisban expresszalddnak, Gjabban azonban
bebizonyosodott, hogy szerepiik lehet a kései G2/M szakaszban torténé szabalyozasban is [7, 8].

A mésik szabalyozési mechanizmus szerint egy represszor gatolja meg a transzkripci6t [4], mint pl. a
human Cdc2, Cdc25 esetében, ahol a represszor eltavolitasa a ciklus fiiggé. A két szabalyzasi mechanizmus tokéletes
komplementere egymasnak. Az elsé esetben egy szabalyozd elem megjelenése sziikséges a transzkripcio
elinditasahoz, a masik esetben egy konstitutiv represszor eltavolitasa kell a gén atirasahoz.

A ndvényi, M fazisos B tipusu ciklin szabalyzasanal leirtak egy 9 bazisos transzkripcios faktor kdtéhelyet,
amit egy MSA-nak elnevezett transzkripcids faktor ismer fel. Ez a hely ltalanosan el6fordul a G2/M-ben

szabalyozd6do ciklineknél [2] és egy Myb csaladba tartoz6 elemmel azonositotték a transzkripcios faktort.

1. Medsa;CDKB2;1 kindz promoter klénozasa.

Els6 1épésként polimeraz lancreakcié (PCR) alkalmazésaval izolaltuk a CDKB2;1 promoter régidjat. A
Medicago sativa A2 genomialis DNS-ét megemésztjik kilonb6z6 enzimek kombinécidjaval: BamHI-Xhol, BamHI-
Xbal, Ggy, hogy az atlagos fragmenthosszusag kb. 3000 bazis legyen, majd hozza ligalunk egy BamHI ragadés
(sticky) véget tartalmazé adaptert (1.abra). A gén cDNS-ének ismeretében terveztiink egy, a gén startkodonjatél
kifelé iranyuld, antiszensz, az 5' végén Hindlll restrikcids helyet tartalmazé PCR primert. A varhaté PCR termék

BamHI (EcoRlI) és Hindlll enzimekkel emészthets, és klonozhato.
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1.4bra BamHI adapter és a Medsa; CDKB2;1 antiszensz primerek szekvenciaja

BamHI
5'GATCCGC GGC CGC GAATTCCA
GCGCCGGCGCTTAAGGTA

HindlII
5 CCCAAGCTT CTC CAT* GAT TGA ATCGAT TGA G

A BamHI és a HindlIlI helyet alahtizassal jel6ltiik. Az antiszensz primernél a startkodont * jelzi.

Az amplifikalt, potenciélis promoter régiot BamHI- Hindlll restrikcios enzim emésztés utan ugyan ezekkel
az enzimekkel emésztett Bluescript (BS) vektorba (Stratagene) ligaljuk. A fragment szekvencia analizise utan egy
Gjabb, most mar az azonositott kromoszémalis fragment 5' végéhez tervezett komplement primerrel a reakcié addig

ismételhetd, amig nem kapunk egy megfelelé méretii, mikddé promotert.

2. A Medsa;CDKB2;1 promoter bioinformatikai analizise.

A lucerna CDKB2;1 génelétti szakaszt, klonoztuk, és a kapott klénokat 6sszehasonlitottuk egymassal és az
idékdzben a génkdnyvtarban elérhetvé valt Medicago truncatula homolég szakaszaval. Lévén a Medicago sativa
tetraploid ezért egységes szekvencidt nem varhatunk (névényekben nincs homoldg rekombinacio). A klénokat, DNS
szekvencidjuk ismeretében harom csoportba oszthattuk: fpr10, fprl3, fprl5. Mivel néhany nukleotidos delécid és/
vagy inszercié talalhaté a DNS szekvenciadkban, ami nem magyarazhat6 a PCR-nél hasznalt Taql polimeraz atirasi
htiségével, ezért indokolt a csoportositas.

Mivel az fprl5 volt a leghosszabb a vizsgélt potencialis promoter-szekvenciak kdzil, ezért a tovabbiakban
az fpr5 vizsgalataval foglalkoztunk. Altaldban a névényi promoterek révidebbek a nem-névényi eukariota
promotereknél. Az ismert névényi promoterek altaldban 200-400 bp hosszlak.

A szekvencia bioinformatikai analiziséhez két online elérhet6 programot hasznaltunk: a PLACE (japan) és a
PLANTCARE (eurdpai) programokat. A feltételezett, fontosabbnak itélt cis-elemeket a 2. &bran jeleztiik. A TATA
motivumot a transzkripcios starttol kb. 50 nukleotid tavolsagban talaltuk. A CAAT enhancer elem 5 killénb6z6
helyen talalhat6 meg. -89 poziciéban egy MSA szerii elemet azonositottak be a programok, egy majdnem tokéletes
palindrom elrendezésben. Egy E2Fb k&tohely is talalhaté a szekvenciaban, ami nem meglepd, mert a CDKB1
kindznal bizonyitottak szerepét. Meglepé modon a szekvenciaban a fény regulalt elemek dominalnak, tébb mint 10
kilénb6z6 kotohellyel. Tovabba az fprl5 tartalmazott a sebzéssel indukalhat6 szekvencia elemeket is, igy mint
etilén responziv elem (ERE: _;;)ATTTGAAA), TCA-boxot (+37TTTTCTC), 3 WRKY kétéhelyet (W-box: _1gy;.
126+16GATC/T) és 5 WUN motivumot (AATTT) . A programok felfedeztek egy giberrelin kété helyet (P-box:
+¢CCTTTTC) az 5’ nem-transzlalt régidban.



2. dbra Az fpr klénok szekvenciainak dsszehasonlitasa:
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A 0 (két nyil kdzott) jelzi a transzkripcids startot. A potencialis TATA koété hely kb. 50 nucleotidra van. A W-box a
WRKY (wound response) aktivalo transzkripcios factor csalad, a WUN, és TCA motivum a sebzés valaszban
szerepet jatszd transzkripciods faktorok kot helyei. Az etilén koté hely (ERE) atfedésben van egy feltételezett
sejtciklus szabalyozd represszor elemmel (CHR). Az E2Fb, CCAAT motivum, és az MSA szabalyoz6 elemek a

sejtciklustol figgé maddon torténd regulalasban lehet szerepiik. A P-box a gibberellin k6té hely.



A génkonyvtarban elérhets az Arabidopsis teljes genomi szekvencidja. Egy 8sszehasonlitast végeztiink az
Arabidopsis CDKB kinazok elétti régidjai, és az altalunk izolalt lucerna promoter szekvencia kozott.
Megallapitottuk, hogy az elemek azonos sorrendben kovették egymast E2Fb, WUN, ERE MSA, TATA, TCA

sorrenben, noha egy révid szakasz kivételével (3. &bra) nem volt hasonlésag a DNS nukleotid sorrendjében.

3. abra Az azonos nukleotid szekvencia a lucerna, és Arabidopsis CDKB kinaz promoter régidjaban.

MedsaCDKB2;1 170 [§CCEAA I AT Y.
ArathCDKB2;1 _177 CTECACIRRITAA TIRICCAY.Y.
ArathCDKB1;1 N GIAY I T T TGAAETTCAAAA

eml8s CDE-CHR GGCGG_TTTGAA

3. Novényi vektorok kialakitasa

Az fprl5-t, kb. 400 bp.-os fragmentet az eredeti pBlueScript vektorbdl atkl6noztuk egy pCambia 3301
novényi binaris vektor EcoRI-HindlIl helyére, majd eltavolitottuk a riportergén el6tti konstitutiv, viralis CaMV35S
promotert egy HindlI1-Ncol adapter segitségével. A tesztelés Osszetettségébdl kbvetkezden tébb riportergén
kostrukciot is készitettlink: fprl5pC3301, beta-glukoronidazzal (GUS), az fprl5pCambia3305 luciferazzal, ill. az
fpri5pCambia3315 plazmidban a luciferaz utan beépitettiik a 35S-GUS inszertet, ezzel lehetévé téve egy egyidejii
kvantitativ mérést, az indukalhaté fpr15-luciferaz aktivitasat a konstitutiv termel6dé GUS-hoz hasonlithatjuk. A

GUS reakcid viszonylag egyszeriien mérhetd, a luciferdzos mérés in vivo Kivitelezhets, és jol kvantitalhato.

4. A Medsa;CDKB2;1 promoter funkciondlis jellemzése

Elsé 1épéshen igazolni kellett, hogy a kldnozott fragment tartalmazza azon elemeket, amelyek sziikségesek a korrekt
promoter mitkddéshez. Ha a riportergének kifejezédnek a transzgenikus névényekben, akkor el lehet kezdeni a
szinkronizalasos kisérleteket. A transzformalt kalluszokat megfestettik GUS-ra, illetve a luciferint adtunk hozza. Ez
alapjan lathaté volt, hogy a fragment promoterként mitkddik (4. dbra). Teljes névényt neveltiink a kalluszokbdl, igy
lucernabdl 4 fpr15:GUS, és 5 fpri5:luciferaz vonalat izolaltunk.
A sejtciklus fliggé szabalyozést immunhisztokémiai mddszerrel bizonyitottuk. Gyokérbél készitett konszekutiv
metszeteket megfestettiik CDKB2;1-re és a riportergénekre (GUS-ra, vagy luciferazra) (4.abra). Mind a két
riportergén az osztoédo szévetekben fejezédott ki a lucerna esetében. Azonban a sejtciklus specifitast igazolni kell,
ehhez a szinkronizalt sejtekben kell vizsgalni az izolalt promoter altal vezérelt riportergének megjelenését, ill. azok
aktivitasat. 1 vonal fpr15:GUS, és 3 vonal fpri5:luciferaz transzgén névénybdl sejtszuszpenziét generaltunk. A
sejtkultdra szinkronizaldsat kdvetéen Northern hibridizacidval igazoltuk, hogy a riportergének a CDKB2;1-el
szinkronban irédnak at.

A kifejlesztett sejtszuszpenzitt felhasznaltuk mas kisérletekben is. Dr. Fehér Attila iranyitasaval a nitrogén-

monoxid (NO) hatasat nézték osztodé sejteken. Megallapitottak, hogy az NO-nak csak az oszt6das aktivalasaban van



szerepe, a sejtciklus elérehaladasara nem hat. A sejtciklus aktivalasa, és gatlasa 6sszefliggésben volt a CDKA1;2
kinaz aktivitasaval [9].

Megvizsgaltuk az izolalt promoter szakasz aktivitasat heteroldg rendszerekben is. Transzgenikus
novényeket hoztunk létre az fpr15:GUS, ill. fprl5:luciferaz konstrukciokkal Arabidopsisban, és dohany névényben.
Arabidopsis esetén 10 fpr15:GUS és 2 fpri15:luciferdz, és dohanybdl 6 fprl5:GUS, 8 fprl5:luciferaz vonalat
izolaltunk. Arabidopsisban hasonl6an a lucernahoz a promoter iranyitotta riporterek az 0sztdd6 szdvetek: a levélnyél,
a hajtascsucs, és a gyodkércsucs sejtjeiben fejezédtek ki. A doh&nynal azonban teljesen mas képet kaptunk. A
riporterek konstutivan expresszalodtak, és az fprl5 promoter szabalyozta expresszid RT-PCR technikaval mérve kb.
5-7-szer volt erésebb a virus eredetii 35S promoternél. A vizsgalt eredmények konzekvesek voltak, mind a 14 vonal
analizisénél. A transzformaciot még kétszer megismételtiik, illetve a T2 generacio jellemzése is azt mutatta, hogy az
izolalt lucerna promoter fragment dohanyban nem szabalyozddik a sejtciklusnak megfeleléen, hanem egy nagyon

erds konstitutiv promoterként miikadik.

4.abra Az fprl5 szabélyozta riporterek jellemzése transzgén névényekben.

A) fprl5:luciferazos transzgén lucerna kalluszok in vivo
vilagitanak, mig a nem expresszal6k nem. B, C, D, E, F,
G, H GUS festés az fpr15:GUS ndvény részein: B)
hajtascstcs, C) levél, D) gyokér, E) gyokér metszet
gyokér kezdeményekkel, F) virdg bimbd, G) pollen tok,
H) magkezdemény. CDKB2;1 kinaz és luciferéaz
kimutatasa immunhisztokémidval konszekutiv
metszeteken (I-J). (LRM: oldalgy6kér merisztéma, EP:
bérszovet, CX: cortex, S: stele).

A piros nyilak egymast koveté metszeteken jelzik az anti
CDKB?2;1 kinaz és anti luciferaz festett régidkat.

K) Dohany levél CaM35S:GUS transzformalva, L)
fpr15:GUS konstrukciét kifejezve.




Osszefoglalasul megallapithatjuk, hogy az altalunk izolalt promoter (fpri5) gazda névénytsl fiilggé modon
szabalyozza a riportergéneket. Az a tény, hogy a dohanyban erés, konstitutiv, viszont a lucernaban, és az
Arabidopsisban sejtciklus-, és sebzés- indukalhaté promoterként funkcional, ez egy represszoron keresztiili
szabalyozas lehetdségére utal. A munkank kezdetén felvetettiik ennek a szabalyozasnak a lehetéségét, amit egy
esetlegesen meglévo, az allati rendszerek szabalyzasaban résztvevé cis-elem hasonldsagara alapoztunk. Ennek a

bizonyitasara a jévében deléciés mutéacidkat szertnénk végezni.

6. A CDKB2;1 promoter sebzés indukalhat6

A bioinformatikai analizis feltart szamos sebzésre bekapcsol6 elemet. Ezt teszteltiik transzgenikus, és nem-
kezelt lucerna levélen is. Pengével meghasogattuk a leveleket, és néztik a reakciokat. A sebzést kdvets 12-24.
Oréban méar gyenge GUS festés volt detektalhatd. Ezt aldtdmasztottuk az endogén CDKB2;1 kindz Western
technikéval térténd kimutatasaval, ami egyidejii megjelenését mutatta ki az indukalt endogén kinaznak és a luciferaz
fehérjének. Tehat nem artefactot vizsgaltunk, mert Gveghazi, nem-transzgenikus lucerna levelében is a sebzést
kdvetéen kb. 12-24. 6ratdl detektalhatd volt az endogén kinaz.
Azonban a sebzés indukalhat sejtosztodast is, ami szintén a promoter bekapcsolasat eredményezi, mint azt
bizonyitottuk az 5. fejezetben, habar a tapasztalat szerint sejtosztédas nem indukalhat6 a levelek nyugvo sejtjeiben 4
napon belil. Ennek tisztdzaséra a sebzett fprl5:luciferaz leveleket rahelyeztiik egy hidroxi-ureat (sejtciklus gatlot)
tartalmazé taptalaj felszinére is. Kontroll kisérletként auxint adtunk egy masik levélhez. 4. nap utan mind az auxinnal
kezelt, mind a sebzett levélben bekapcsolt a promoter, azonban a hidroxi-ureds mediumon az auxin kezelt nem, de a
sebzett novénynél a promoter bekapcsolt, jelezve, hogy a sebzésre térténo aktivalodas a sejtciklustol fuggetlen
szabalyozas kovetkezménye (5. &bra).
A sebzésre adott valasz jazminsav, szalicilsav, vagy etilén indukalt Gton térténhet. Sem a jdzminsavas, sem a
szalicilsavas indukcié nem kapcsolta be az fprl5 vezérelt riportereket, de a bioinformatikai elemzéssel prediktalt
etilén igen. Etaphon (etilén prekurzor) hozzaadasra a promoter aktivalhat6 volt, Westernnel is kimutathaté volt az
endogen kinaz termelddése. Tehat valdsziniisithetjik, hogy az fprl5 az etilén Gtvonalon indukalédik sebzésre.
Ez felvet egy paradoxont, tudniillik az etilént M fazis gatlénak jellemezték. Vagyis, a G2/M fazis specifikus kinaz
termelédik a mit6zis gatlo etilén jelenlétében. Ez felveti a CDKB2;1 esetleges szerepét az endoreduplikacidban,

azaz a mit6zis kihagyasaval torténé DNS duplikacio folyamatéban.

7. Jovébeli tervek

A promoternek a dohanyban valé konstitutiv szabalyozasa felveti a represszoron kersztiili szabalyozas
lehetéségét, hasonldan a human Cdc2, Cdc25 szabalyozasahoz. Delécids mutécidkkal esetleg lehetne talalni olyan
szakaszt, ami a sejtciklus-fiiggés, vagy/és a sebzésindukalhatosag elvesztését eredményezi. A lucerna, a dohany, és

az Arabidopsis 6sszevetésével a sejtciklus szabalyozas 1ényegét lehet feltarni.



5. dbra CDK2;1 promoter indukcitja sebzés hatasara.

A Wounding B A) Sebzés indukalta fprl5:GUS lucerna levélben
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hasonldan sebzett, nem transzgén lucernabdl
izolalt CDKB2;1 kinaz Western blottja lathato.

B) Egy sebzés kdrnyezetének kereszt metszete. A

GUS aktivitas a levél kozepén teriil szét. C)
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transzgén lucernaban az endogén kinaz valtozasa

fpri5:GUS,

Western-blotton. D) Lucerna levél 2,4-D-vel

kezelve késébb kapcsolja be a promotert, alatta

nem transzgén lucerna endogén kinaz szintje
Western-blottal. E) Flow-cytometrias vizsgalat,
amely megerdésiti, hogy a 2,4-D kezelt levélben

0sztodas kezdddik, mig az etilén hatdsara nem. F)

Sebzett, és 2,4-D-vel kezelt 3 napos levelek

sejtciklus gatlé hidroxi-ureés taptalajon: csak a sebzett sejtek kornyezete termeli az fpr15:luciferazt.
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