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Tartalmi osszefoglalo

A novények ¢letmddja és testfelépitése lényegesen eltér az allatokétol. A
novények a fotoszintézisnek kdszonhetden (a fényenergia atalakitasa kémiai energidva)
képesek a levegd szén-dioxidjanak a megkotésére, amelynek révén eld tudjak allitani a
fejlodésiikhoz sziikséges tapanyagokat. Helyhez kotott életmodjuk miatt azonban
alkalmazkodniuk kell a folyton valtozé kornyezethez; az adaptacido soran lényegesen
megvaltozhat novekedésiik mértéke ¢€s szerveik szama is. Szemben az allatokkal, a
novények nemcsak az embriondlis fejlédés sordn, hanem teljes életciklusuk alatt is
képesek 1) szervek létrehozasara. A novényeknek ez a rendkiviili képessége a
merisztémanak nevezett régionak koszonhetd; a hajtas- €s gyokérmerisztéma mar az
embrionalis fejlodés soran kialakul. Ezekben a merisztématikus régiokban specialis
kornyezetbe d4gyazodva helyezkednek el az dssejtek, amelyek polaris un. aszimmetrikus
osztodasok révén 1j sejtvonalakat hoznak 1étre, amelyekbdl kialakulnak az j szovetek
és szervek.

A ndvényi sejtek sejtfallal vannak koriilvéve, amelyek egymashoz rogzitik a
szomszédos sejteket. Ennek koszonhetden az 0j sejtek a merisztéma centrumatol egyre
tavolabb "toljak” a korabban létrejott sejteket, mignem elérnek egy olyan pontot, ahol
atprogramozodnak: az eddig differencialatlan allapott sejtekbdl specidlis funkcid
ellatasara alkalmas, differencidlt allapota sejtek jonnek létre. A merisztémaban e két
allapot kozott egy dinamikus egyensuly jon 1étre. Ez az egyensuly biztositja a ndvények
novekedését, fejlodését. Molekularis szempontbol nézve a kulcskérdés az, hogy melyek
azok a molekulak, szabalyozasi lancok, amelyek ennek az egyenstulynak a miikodését
biztositjak. Bar a novények ¢és az allatok fejlddése Iényegesen eltér egymastol, agy tlinik,
hogy a differencidlatlan és a differencialt allapot kozti atmenetet nagyon hasonlod
molekularis folyamatok szabalyozzak. Kutatasaink révén szeretnénk jobban megérteni,

hogyan miikodik ez a szabalyozasi mechanizmus a ndvényekben.
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1. Bevezetés

1.1 A novényi sejtosztodas molekularis szabalyozasa
Az ¢let megujulasi képessége a sejtosztodason alapszik. Az eukariota szervezetek
legkisebb egységei a sejtek, osztddas révén 1 sejteket hoznak 1étre, amelyek genetikai
értelemben megegyeznek az anyasejttel. A szomatikus testi sejtek mitotikusan
osztodhatnak, ahol el6szor a sejt DNS tartalma dupldzodik meg (szintetikus vagy S-
fazis), majd ez a megduplazddott genetikai tartalom osztddik szét egyenld mértékben az
utodsejtekbe (a kromoszomak szegregacidja, a sejtciklus mitotikus vagy M-fazisaban).
Az osztodas lépéseit €s sorrendjét szigoru molekuldris mechanizmusok szabalyozzak,
amelyekrdl kideriilt, hogy evolucidsan konzervalodtak. Ezért a felfedezésért Leland H.
Hartwell, R. Timothy Hunt és Paul M. Nurse 2001-ben Nobel dijjal lett jutalmazva (The
Official Web Site of the Nobel Prize, The Nobel Prize in Physiology or Medicine, 2001).
Mindez rdmutatott arra, hogy az osztddas hibatlan miikodését biztositd molekularis
mechanizmusok mar az dsi egysejtes allapot soran kialakultak. Minden eukariota sejtre,
beleértve a ndvényi sejteket is univerzalis modellt lehetett felallitani: az osztodas
szabalyozasanak kozéppontjaba egy specidlis kinaz molekula keriilt, amelyet ciklin-
fiiggd kindznak neveztek el (CDK). Ez a molekula ugyanis, a sejtciklus soran
periodikusan megjelend fehérjékkel, a ciklinekkel 1ép komplexbe. A sejtosztodas
kiilonb6zd fazisaiban kiilonb6z6 CDK-ciklin komplexek jonnek Iétre, amelyek
foszforilacid révén irdnyitjak a sejtciklus egyik fazisabol a masikba torténd dtmenetét. A
CDK aktivitast nemcsak a ciklin nevii fehérjék (A-, B- és D-tipusu ciklinek), hanem
mas szabalyozd molekuldk is képesek befolyasolni, mint pl. a CKI molekulak (ciklin-
fiiggd kindz inhibitorok; a nodvényekben ilyenek a KIP-allati gatlofehérjékkel
rokonsagot mutatdé KRP fehérjék) illetve olyan kinazok és foszfatazok, amelyek a CDK
molekula specifikus helyein torténd foszforilacid €és defoszforildcid révén valtoztatjak
meg a CDK miikddését (ilyen a Wee kinaz és a Cdc25 foszfatdz). Az eddigi adatok
alapjan, a névényekben nem taladlhatdé Cdc25 foszfatdz, helyette olyan ndvényspecifikus
CDK kinazok vannak (B- tipust CDK), amelyeknek a miikodése nem fiigg a Cdc25
foszfataztol (Dewitte €s Murray, 2003; Inze és De Veylder, 2006; Magyar ¢és mtsai.,
2013).
Az osztodasbol torténd be- és kilépés szabalyozdsa is egy evolucidsan

konzervalodott molekularis mechanizmusra épiil: ez az E2F-RBR transzkripcionalis



szabalyozasi lanc. A Retinoblasztoma (RB) volt az els6é rdkos sejtburjanzast gatlo gén,
amelyet emlds sejtekbdl izolaltak, mig az E2F (adeno virus E2 faktor) transzkripcids
faktort az RB-vel komplexet formald képessége alapjan azonositottdk. A sejtosztddas
szabalyozéasaban résztvevd gének kifejez0dését az E2F aktivalja, mig az RB gétolja,
mégpedig az E2F-hez kapcsolddva. Az RB sejtosztodast gatld funkcidjat a ciklin-fiiggd
protein kinazok (CDK) semlegesitik, amelyeknek az aktivitdsa sejtosztddas specifikus.
Ez az egyszerli un. klasszikus E2F-RB modell az utobbi évek kutatdsai alapjan
lényegesen komplexebbé valt; az E2F-RB egy olyan transzkripcids szabdlyozasi
rendszer, mely a sejtosztdddsban szerepet jatszd gének mellett a differencidlodasi
géneket is képes be- illetve kikapcsolni, ezaltal a novekedés két meghatarozd folyamatat

koordinalni (Magyar, 2008).

1.2. Az Arabidopsis E2F-RBR modell
Az E2F-RB szabalyozdsi mechanizmusa meglepden jol konzervalodott a

novényekben is: az allati E2F és RB gének megfeleldit megtalaltdk az egysejtes zold
algdban (Chlamydomonas reinhardti) és ennél magasabb szervezOdési szintll

novényekben is (Bisova és mtsai., 2005).
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1. Abra. Arabidopsis E2F és DP rokon fehérjék. Harom Arabidopsis E2F rokon fehérje van (E2FA,
E2FB és E2FC), amely rendelkezik az allati E2F transzkripcids faktorokra jellemzé szerkezeti felépitéssel.
Az E2F heterodimerikus komplexet formal a dimerizacios partner fehérjékkel (DPA és DPB), amelyek
szerkezetileg hasonlitanak az E2F faktorokra. (DNA-binding-DNS koté régio, Dimerization domain-
dimerizacios régio, Marked boksz-fehérje kotd régio, Transactivation domain-transzaktivacios régio, RB
binding domain-RB ko6té régié, CDK phosphorylation sites-CDK foszforilacids régio, CyclinA-CDK
binding motif-CyclinA-CDK ko6té motivum; Magyar, 2008).

A novényi molekularis kutatdsok modellndvénye az Arabidopsis thaliana, ahol a
gének mintegy 25%-a E2F-kotd elemet tartalmaz a promoter szabilyoz6 régidban,
amely joval nagyobb gyakorisagu, mint amit az emlds gének esetében figyeltek meg
(~2%). Az Arabidopsis-ban harom olyan E2F rokon fehérje talalhato, amely képes az
RBR fehérjével komplexet formalni (1. Abra). Az E2F és a DP (dimerizaciés partner)
gének gyokérspecifikus kifejezddése kdzott van némi kiilonbség; az E2FA a proximalis
gyokér merisztéma minden sejtrétegében erdsebben expresszal mint a merisztéma
centrumatol tdvolabbi sejtekben, mig az E2FB foleg a laterdlis gyokérsiiveg sejtjeiben

mutat magasabb expresszios értékeket (2. Abra).
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2. Abra. Az Arabidopsis E2F-DP-RBR gének gyokérmerisztéma specifikus kifejezodése. Az ¢FP
browser segitségével abrazolt E2F-DP-RBR gének gyokérmerisztéma specifikus expressziés mintazatai
(Winter és mtsai.,, 2007). A gyokerek jobb oldalan talalhato értékek a kiilsé sejtrétegre jellemzd
expresszios értékek (oldalso gyokérsiiveg sejtek), amelyek az affimetrix DNS-chip adataibol szarmaznak,
mig a baloldalon a quiescent center (,,nyugvo kézpont” — QC, a sarga kiilonbdz6 arnyalataival jeldlt két
sejt) sejtjeiben kimutathaté E2F-DP-RBR expresszios adatok lathatok. A sotétebb sarga szinarnyalat

er6sddo expressziot jelez.



Az expresszios kiilonbségek még nyilvanvalobbak, amikor az E2F-DP fehérjék
kifejez6dését vizsgaltuk (Magyar, nem publikalt eredmények — 3. Abra). Az E2FA és az
E2FB fehérjék gyokérspecifikus megjelenése egymassal ellentétes. Az E2FA fehérje ott
talalhatd nagyobb mennyiségben, ahol az E2FB fehérje kevésbé expresszalodott.
Miutdn az RBR fehérje mindenhol magas szinten fejezddott ki, feltehetéen nagyobb
mennyiségben fordul el6 az E2FA-RBR komplex a proximalis merisztémaban, mig az

E2FB-RBR komplex mennyisége inkabb a sejtosztédasbol kilépd sejtekben né meg.

pDFE. DPE

3. Abra. Az Arabidopsis E2FA, E2FB, RBR és DPB fehérjék gyokérmerisztéma specifikus
kifejezodése. Transzgenikus Arabidopsis vonalak gyokércsicsat propidium-jodid festést kovetden (piros
szin) konfokalis mikroszkopia segitségével vizsgaltuk; a kisérletben a jelzett fehérjék genomikus
klonjainak GFP (zold szin; E2FA és E2FB) vagy CFP (a GFP egy modositott kék szinti valtozata, RBR és
DPB) riporter fehérjékkel egyesitett valtozatai a rajuk jellemz6 szovetekben fejezodtek ki, miutan a sajat
szabalyoz6 régiojuk iranyitotta az expressziojukat. Az E2FA és E2FB fehérjék expresszioja egymas
komplementerei; az E2FA foleg a merisztéma centrumaban, mig az E2FB inkabb a merisztémabdl kilépd
sejtekben fejezédik ki. Ugyanakkor az RBR egyenletes kifejez6dd fehérje, mely igy mind a két E2F
transzkripcios faktor miikodését szabalyozhatja. A DPB dimerizacids fehérje is a merisztématikus
sejtekben fejezddik ki nagyobb mennyiségben, de érdekes modon nemcsak a sejtmagban fordul el

(Magyar, nem kozolt adatok alapjan).

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az Arabidopsis E2F transzkripcids faktoroknak

¢és az E2F-RBR komplexeknek is egymastol eltérd funkcioi is lehetnek.



Hasonloan az allatokhoz, a sejtosztodasi gének expressziojara kifejtett hatasuk alapjan a
novényi E2F fehérjéket aktivator (E2FA ¢és E2FB), és represszor (E2FC) csoportokba
osztottdk, habar ezek a csoportositasok tobbnyire az E2F-ek taltermeltetési
eredményeire tamaszkodnak (Magyar, 2008). Az E2FA-DPA-t tultermeltetd
transzgenikus Arabidopsis ndvényekben ugyanakkor a teljes genomexpresszionalis
vizsgalat az aktivalodo gének mellett represszalodo géneket is kimutatott, ami arra utal,
hogy a novényi E2F transzkripcios faktorok bizonyos gének esetében aktivator, mig
mas gének esetében gatld funkciot tolthetnek be. Az E2FB-DPA heterodimer
taltermeltetése, a novényi novekedési hormon, az auxin hianyaban is aktivalta a
sejtosztodast, mig az E2FA-DPA erre nem volt képes (Magyar és mtsai., 2005). Ez
alapjan az E2FB hasonlo tulajdonsaggal bir, mint az allati aktivator E2F1, amely
novekedési faktorok hidnyaban is képes aktivalni a DNS szintézist (Magyar, 2008). Az
E2FA ¢s E2FB transzkripcios faktorok sejtciklus fliggd expresszioja kozott is lényeges
kiilonbség van: amig az E2FA kizardlag a sejtciklus S-fazisaban fejezddik ki, addig az
E2FB a késobbi sejtciklus fazisokban is jelen van (Magyar és mtsai., 2000, 2005). Az
E2FB ezért nemcsak a osztodasba Iépést, de az M-fazisba haladast is szabalyozhatja.
Ezzel 6sszhangban, kimutattuk, hogy az E2FB szabalyozza az M-fazis specifikus
CDKBI;1 gén expresszidjat (Magyar és mtsai., 2005; Henriques és mtsai., 2013). Az
Arabidopsis egyetlen RB-rokon génnel rendelkezik (RBR1), amely mind a harom E2F
funkciot szabalyozhatja (4. Abra), de a pontos mechanizmus, valamint a komplexek
novekedésben ¢€s fejlddésben betoltdtt szerepe még nem teljesen tisztazott. Az
Arabidopsis RBR funkcidja esszencidlis, hidnyaban nem képzOdnek egészséges
gamétak. Az RBR tultermeltetése ugyanakkor a merisztéma differencidlodasahoz vezet,
mig az RBR funkci6 gatlasa tobb Ossejtet eredményezett a gydkérmerisztémaban
(Magyar, 2008). Amikor az RBR funkciét az embrionalis fejlddés utan gatoltdk, a
novények novekedése is gatlodott; az RBR hidnyaban tobb, de kisebb sejt keletkezett.
Mindez megerdsiti, hogy az RBR a novények esetében is kdzponti szerepet jatszik a
differencialatlan és a differencialt allapotok kozti atmenet szabalyozasdban. Az allati Rb
tobb mint szaz fehérjével képes kdlcsonhatni, nem tudjuk mi a helyzet a névényekben,
de feltételezziik, hogy a novényi RBR fehérje szerkezeténél fogva hasonld tulajdonsagu;
szintén fontos kérdés vajon az Arabidopsis RBR szabdlyozds mennyire az E2F

transzkripcios faktorokon keresztiil érvényesiil.



Nivekedési szignalokfauxin, citokinin, fény, tdpanyag

1
|

2
Differencialodas/endociklus Sejtosztodas

4. Abra. Az Arabidopsis E2F-RBR modell. Novekedés stimulalo koriilmények kozott (mint pl. az auxin
és citokinin novekedési hormonok jelenlétében) a sejtosztddas aktivalodik. Ilyen koriilmények kozott, a
D-tipusu ciklinek expresszidja indukalodik, amely aktivalja az RBR kinaz katalitikus alegységét (CDK).
Az RBR hiperfoszforilalodik, amely ebben a formaban mar nem képes kotni az E2F transzkripcios
faktorokat. Az Arabidopsis egyetlen RB rokon fehérjéje (RBR1) mind a harom E2F transzkripcios
faktorral képes komplexet alkotni. A jelenlegi modell szerint, az E2FB-RBR komplex kialakulasat az
RBR kinéz (CycD-CDK) gatolja; mig az E2FA-RBR1 komplex érzéketlen a CycD-CDK komplexekre €s
oszt6do sejtekben alakul ki, hogy gatolja azokat a géneket, amelyek a differencialodas iranyaba hatnak.
Az E2FC-RBR komplex szerepe kevésbé ismert, az eddigi adatok arra engednek kdvetkeztetni, hogy a
differencialodast aktivalja. A novényi sejtekben a differencialodds bekapcsolasa soran a mitotikus
sejtciklus gyakran endociklussad alakul at, ahol a DNS replikacioés fazis ismétlddik és politén

kromoszomak jonnek 1étre (Magyar, 2005).
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2. Célkitiizés

A sejtosztodas ¢€s differencialodas kozti egyensily hatdrozza meg a novények
novekedését, szerveik méretét. Ezt az egyensilyt a novények merisztémajaban egy
evolicidsan konzervalodott molekularis mechanizmus irdnyitja, amely a benne
résztvevd szabalyozd elemekrdl az E2F-RBR nevet kapta. Az Arabidopsis thaliana
minddssze egyetlen retinoblasztoma rokon génnel rendelkezik (RBR), amelynek fehérje
terméke harom E2F transzkripcionalis szabalyoz¢ fehérjével (E2FA, E2FB ¢és E2FC)
képes komplexekbe lépni €s szabalyozni azok mikddését.

A harom E2F transzkripcids faktor szerepe eltér egymastol; a jelenleg fennallé modell
szerint példaul az E2FB RBR-mentes formdja a sejtosztodast stimuldlja, mig az RBR-
kotott valtozata az osztodasbol torténd kilépést aktivalja. Ezzel szemben az E2FA az
RBR fehérjével a merisztémaban, az osztodd sejtekben 1ép komplexbe és gatolja
azoknak a géneknek a kifejezOdését, amelyek a differencidlodas meginditasdban
jatszanak szerepet. Nem pontosan ismert azonban még, hogy milyen mdas szerepet
jatszhat az RBR az E2F funkciok szabalyozdsaban ¢s ez hogyan befolyasolja a
novények fejlddését és novekedését valamint szerveik méretét és szamat. Ezért egy
olyan kisérleti rendszert dolgoztunk ki, ahol az RBR funkciojat a kiilonb6zé E2F-DP
promoterek altal iranyitott RBR specifikus mikroRNS segitségével gatoltuk. Miutan az
E2F és DP gének expresszioja kozott kiilonbség mutathatd ki, ezért varhatéan
kiilonboz6 hatdsa lesz, ha az RBR szint specifikusan az E2FA vagy az E2FB
expresszalddo sejtekben csokken. Ezt a kisérleti hipotézist alatdmasztani latszanak az
eddigi eredményeink. Munkdm soran célul tliztem ki olyan transzgenikus vonalak

jellemzését, ahol az RBR funkciojat az E2FB expresszalodo sejtekben gatoltuk.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Kisérleti novények és in vitro kultirak

Kisérleteinket ladfu (Adrabidopsis thaliana) vad tipusanak (ecotype Columbia) 8-
as vonalan, ¢és kiilonbozd transzgenikus mutdnsain végeztiik, amelyek a kovetkezOk
voltak: 700.23.10/1 (pE2FB::amiRBR1), a 700.23.40 (pE2FB::amiRBR1) ¢és a
p35S::amiRBR  (dohdnymozaik virus 35S promoétere). A ndvényeket magrol
szaporitottuk steril koriilmények k6zott; a magokat a korabbi kisérletek soran hypoval, a
késObbiekben etanollal és 5%-0s Domestossal sterilizaltuk, a ndvényszobaban hossza
nappalos koriilmények kozott (18 ords fény szakaszt és 6 Ords sotét) 24 °C-on
novesztettiik.

72 GM téptalaj alkotoi (1 l-re vonatkoztatva): 2,2 g Murashige & Skoog por, 10 g
szachar6z, 10 ml MES (Duchefa), 1000 ml-re Milli-Q vizzel kiegésziteni, 6 g agar (az
érték vizszintes lemez készitése estén értendd) vagy 8 g agar (az érték fiiggdleges lemez
készitése esetén értendd). A kiiiltetésre szdnt novények taptalajdhoz agar helyett
Phytagel-t hasznaltunk (4 g/1).

A taptalajok pH-jat 5,8-ra kalibraljuk kalium-hidroxid segitségével.

0,1 uM transz-zeatinos taptalaj alkotoi: 1172 GM téptalaj, 0,1 uM transz-zeatin.
10 nM-os indolecetsavas taptalaj alkotoi: 1 17 GM téptalaj, 10 nM indolecetsav.
50 nM-os indolecetsavas taptalaj alkotoi: 1 1% GM téptalaj, 50 nM indolecetsav.

3.2. Az RBR funkciot gatlo specifikus mikroRNS tervezése
A mikroRNS stratégia grafikus 4brdzolasa, amely az RBR funkci6jat gatolja. Az

RBR specifikus mikroRNS stratégiat Alfredo Cruz-Ramirez dolgozta ki az Utrechti
Egyetemen, a Prof. Ben Scheres altal iranyitott Molekularis Genetikai Csoportban. Az
RBR specifikus amiRBR-t Horvath Beatrix klonozta a kiilonb6zé E2F-DP-promoterek
moge (Utrecht Egyetem). A kiilonb6ozé E2F-DP promoterek klonozasa Prof. Bogre

Laszl6 iranyitotta csoportban tortént a Royal Holloway Egyetem keretein beliil.
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5. Abra. Az RBR funkciot gatlo specifikus mikroRNS grafikus dabrazolasa. A piros szakaszok jelzik
az RBR mRNS nem transzlalodo szekvencidit (untranslated region, 3’- and 5’UTR); zdld szakasz jelzi a

kodolo szekvenciat (coding sequence, CDS), a 21 nukleotid hossziisag mikro RNS (ami-RBR, feketével

s

3.3. Mikroszkopia — fenotipusos vizsgalatok, propidium-jodid festés, GFP és CFP
expresszios Kisérletek a gyokéren

A csirdzast és a fiatal, néhdny napos novényeket sztereo mikroszkop alatt
vizsgaltuk.
A propidium-jodid (PJ) a sejtek kiilsejét festd fluoreszcens anyag, mely az €l6 sejtek
membranjan nem tud athatolni. Kisérleteink soran 2 %-os propidium-jodid oldatot (10
pl 1 mg/ml koncentracioju propidium-jodid oldatot raktunk 490ul vizbe) hasznaltunk.
Fiiggdlegesen ndvesztett novények gyokerét (4-7 napos csirandvények) 40 ul PJ oldatba
helyeztiik (fedélemezre; 22 mm x 60 mm), és fed6lemezzel (22 mm x 22 mm) befedtiik.
Konfokalis mikroszkop (Leica) alatt azonnal vizsgaltuk, 543 nm gerjesztés mellett, ahol
a propidium-jodid emisszidja 580-630 nm koz¢ esett. A GFP 488 nm-nél gerjesztddik €s
az emisszioja 500- 530 nm esik, mig a CFP fehérjék 426- 446 nm kozott gerjesztédnek

¢s az emisszidjuk 460- 500 nm koz¢ esik.

3.4. Lugol festés
A gyokérsiiveg sejtjeinek bazalis részén talalhato sztatolitok, azaz a

gravitropizmusért felelds keményité szemcsék megfestésére alkalmas modszer. A
keményitd, poliszacharid révén D-glukdz alapegységekbdl épiil fel, amely a-1-4-es
kotést tartalmazo amilozt, és a-1-4 és 1-6-0s kotést tartalmazo amilopektint képez, egy
helikalis szerkezetet biztositva (Adam, 2004). Kloralhidrat oldattal fixaltuk a
gyokereket jégen 5-10 percig.

A lugol oldat (Sigma) jod tartalmanak koszonhetden, bejut a cukor molekuldk altal

alkotott spiral belsejébe €s a jodid-ionok és a keményitd molekuldk kozott egy elektron
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donor-akceptor kdlcsonhatas alakul ki, igy a megfestett keményitd szemcséknek mas

lesz a fényelnyelési tartomanya (Guttman, 2008)

3.5. Western blot és Immunoprecipitalas
A mintaban adott fehérjék kimutatasara, ¢és hozzavetdleges mennyiségének

meghatarozasara alkalmas modszer.
A ndvényi mintdt homogenizal6 pufferben (tartalmazza a protedz inhibitorokat,
valamint a foszfatdz gatlokat) feltarjuk (folyékony nitrogénben eldorzsoljik a
szoveteket). A fehérje koncentraciot Bradford reagenssel, spektrofotométer segitségével
590 nm-en meghatarozzuk. 95 °C-on denaturaljuk €s a mintdkat azonos mennyiségben
vissziikk fel az SDS- PAGE gélre (sodium dodecyl szulfat-polyakrylamid gél). A
denaturalt fehérjéket gélelektroforézissel molekulasuly szerint elvalasztjuk egymastol.
A megfuttatott gélre PVDF membrant (Millipore) helyeziink, és a gél sikjara merdleges
aram hatasara attranszferaljuk a fehérjéket. A transzfert a membran Ponceau-festéssel
ellendrizzilk. A membran szabad kotOhelyeit zsirsavmentes, 5%-os tejpor TBST
oldataval telitjiilk, hogy elkeriiljiik az ellenanyagok membranhoz t6rténd aspecifikus
kotoédését. A specifikus, elsOdleges antitestet (anti-E2FB, anti-RBR, anti-CDKBI;1,
anti-CDKA;1) megfeleld higitasban az 5%-os tej-TBST oldatban végezziik (4 °C-on és
egy ¢éjszakdn at) moderalt rdzas mellett. A mosast kovetden (TBST) hozzaadjuk a
masodik antitestet, amely az els ellen termeltetett jelolt antitest (anti-rabbit, anti-
chicken és anti-mouse HRP - horseradish peroxiddz konjugalt ellenanyagok). Egy 6ra
szobahOmérsékleten torténd inkubaciot kovetden, a membranrdl a felesleges
ellenanyagokat mosassal eltavolitjuk (3xTBST, 10 perc). Ezt koveti a
kemilumineszcens szubsztrat hozzdadasa (Supersignal West-Pico; Thermo Scientific
vagy az Immobilon Western; Millipore), amellyel 6t percig inkubaljuk a membrant. A
membranra fényérzékeny filmet helyeziink. Ha mintank tartalmazta a vizsgélt fehérjét,
akkor a megfeleld magassagban savot (band) kapunk, melynek az intenzitasabol
kovetkeztethetiink a mennyiségére is.

Az immunoprecipitalas sordn specifikus ellenanyag segitségével fehérje
komplexeket izolaltunk. Tiz napos csirandvények sziklevelét gyljtottiik ossze (kb. 35-
50) kontroll Arabidopsis illetve a transzgenikus 700.23/10-es homozigota vonalakrol. A

szoveteket folyékony nitrogén alatt finom porra tortiik, majd feltar6 pufferben oldatba
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vittiik a fehérjéket. Centrifugalassal eltavolitottuk a sejttormelékeket, valamint a vizben
nem old6do anyagokat. Az oldat fehérje koncentracidjat a fenti médszerrel
meghataroztuk. Egyenl6 (kb. 350ug) mennyiségi fehérjét hasznaltunk az
immunoprecipitdlashoz; anti-E2FB ellenanyaggal 1,5 6raig inkubaltuk a fehérjéket 4
°C-on korkordsen forg6 rolleren. Ezt kovetden protein-A-Sepharose-t adtunk a
mintakhoz (30u1-25%-0s) €s még egy oraig inkubaltuk 4 °C-on. A nem ko6tédott
fehérjéket mosassal eltavolitottuk, majd fehérje minta puffer hozzdadasaval a k6t6dott
fehérjéket elualtuk. 95 °C-os denaturéaciot kovetden a mintakat SDS-PAGE
gélelektroforézissel megfuttattuk €és szeparaltuk. Western blot analizissel vizsgaltuk a
specifikus fehérjék komplexben torténd eldfordulasat (14sd kordbban) (Sigma- Aldrich,
Immunoblotting (Western Blotting).

3.6. A csirazas és a sziklevél szamanak statisztikai elemzése
A vad tipust és mutans novényeket a kirakastol szamitott 6. napon vizsgaltuk.

Meértiik a csirdzds hatékonysagat. Felmértiik, az Osszes kirakott ndvénybdl mennyi
csirazott, ezek kozlil mennyi az, amely a vad tipusnal megfigyelteknek megfeleloen
fejlodik, mennyi abnormalis, ami alatt a 0, 1 vagy 3 sziklevéllel rendelkezdket értjiik,

majd szdzalékos értékelést készitettiink.

3.7. Gravitropizmus visgalata

A novényeket 2 GM, vagy kiilonb6zé hormon (IAA ¢€s tZ) tartalmi fliggdleges
lemezen novesztettiilk. A csirdzastol szamitott 7. napon 90°-kal elforgattuk dket. 24 6ra
elteltével a forgatas az ellenkezd iranyba tortént, azaz a lemezek visszakeriiltek az
eredeti helyzetiikbe. A lemezekrdl scanneléssel képeket készitettiink és a latottakat

feldolgoztuk.
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4. Eredmények

4.1. Az Arabidopsis RBR funkcié gatlasa mikroRNS segitségével
Az RBR kifejezddését gatolo 21 nukleotidnyi hossziisagli mikroRNS az RBR 3’

nem traszlalodo szakaszara lett tervezve (részletesen lasd anyagok €s modszerek fejezet).
Az Utrechti Egyetemen, Prof. Ben Scheres altal vezetett Molekularis Genetika Csoport
sikeresen gatolta az RBR kifejez0dését, olyan transzgenikus Arabidopsis ndvényekben,
ahol az RBR specifikus mikroRNS-t a dohany mozaik virus 35S promotere altal
fejeztették ki (Ramirez ¢és mtsai., nem kozolt eredmények). Ezt a mesterséges
mikroRNS-t klonoztuk be a kiilonbozé E2F-DP prométer szekvencidk mogeé, azzal a
céllal, hogy azokban a sejtekben gatoljuk az RBR kifejezddését, ahol az E2F ¢és DP
gének expresszalodnak (E2F-DP specifikus modon). fgy feltételezhetéen kiilonboz6
E2F-DP komplexek szabadulnak fel az RBR szabalyozas alol. Az elkésziilt
konstrukciokat Arabidopsis Columbia vonalba transzformaltuk vissza. A szakdolgozati
munkam soran els6sorban azokkal a transzgenikus Arabidopsis novényekkel
foglalkoztam, ahol az E2FB gén promotere altal termelddott RBR specifikus mikroRNS
fejez0dott ki (pE2FB::amiRBR). Mintegy szaz fliggetlen transzformans vonalat
izolaltunk. Ezek koziil a transzgenikus vonalak koziil, a 700.23/10-es esetében a
transzgenikus novényeken olyan makroszkopikus valtozasokat is megfigyelhettiink,
amelyeket korabban az RBR csendesitése soran irtak le (gatolt novekedés, pondordodo

levelek, alacsony maghozam, korai viragzas — 6-7. Abra, Borghi és mtsai., 2010).

pE2FB::amiRBR

pE2FB::amiRBR
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6. Abra. Makroszkopikus valtozisok az pE2FB::amiRBR transzgenikus novényeken. A
transzgenikus névények (700.23/10/4-es és 5-0s 2. Generacids —T2- homozigéta vonalak) kisebbek, mint
a hasonld koru kontroll, vad tipust névények (bal oldali abran két héttel a csirazast koveto allapot lathato).
A levelek kisebbek ¢és a levélszéleken pondorodottek. A transzgenikus novények a kontroll ndvényekhez
képest elobb viragoznak. A bec6termések kisebbek (jobb oldali kép) és a legtobb esetben mag nélkiiliek.

Ennek megfeleléen a transzgenikus névények terméshozama jelentésen visszaesett (1asd kovetkezo abra).

pE2FBami::RBR

7. Abra. Vad tipusi Arabidopsis (WT-Col) és a transzgenikus pE2FB::amiRBR1 nivények
maghozama. Egyetlen novényrdl begyiijtott magokat eppendorf csovekbe raktuk; a WT-Col ndvények
maghozama tobbszordse (~10-12x) a pE2FB::amiRBRI1 transzgenikus novényekének (homozigota
700.23/10/2-3)

Annak igazolasara, hogy ebben a transzgenikus Arabidopsis vonalban az RBR fehérje
mennyisége az E2FB expresszalodo sejtekben csokkent immunologiai megkozelitést
alkalmaztunk. Tiz napos vad tipusi €s transzgenikus csiranovények sziklevelébdl
fehérjét izolaltunk és nativ fehérje komplexeket precipitaltunk az E2FB specifikus
ellenanyag segitségével (8. Abra). Kimutattuk, hogy a transzgenikus novények
sziklevelében kevesebb RBR fehérje termelédott, mint a hasonld koru vad tipusu
kontrollban, ami arra utal, hogy az RBR expressziot sikeresen gatoltuk. Réaadasul,
ezekben a ndovényekben az E2FB transzkripcios faktor csak RBR-szabad formaban volt
kimutathato (8. Abra). Mindebb6l arra kovetkeztettink, hogy a sziklevél E2FB
expresszalodo sejtjeiben sikeriilt gatolnunk az RBR kifejez6dését. Az RBR-mentes
E2FB stimulalja az osztddast, tobbek kozott a CDKBI1;1 G2-M fazis specifikus ciklin-

fliggd kinaz gén aktivaciojan keresztiil (Magyar és mtsai., 2005). Ezzel 6sszhangban a
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CDKBI;l1 fehérje megjelent a transzgenikus ndvényekben, mig a kontroll névényekben
nem volt lathaté. Mindez arra utal, hogy a transzgenikus novények sziklevelében
sejtosztodas aktivacidja figyelheté meg egy olyan fejlédési stddiumban, amikor a

sejtosztodas mar normalisan gatolddott.

Input Co-IP
1/8 Anti-E2FB

e
%

E2FB
- CDKA;1
P CDKBI1:1

Loading
e control

8. Abra. Az RBR fehérje csokkenése az E2FB transzkripcios faktor aktivaciéjahoz vezetett a
pE2FB::amiRBR transzgenikus Arabidopsis vonal sziklevelében.

Tiz napos kontroll, vad tipust és transzgenikus (pE2FB::amiRBR) csirandvények sziklevelébol fehérjét
tisztitottunk majd 10%-os SDS-polyacrylamid gélen (SDS-PAGE) molekulastly szerint elvalasztottuk
Oket (input — az abra bal oldala). Az input mennyiség (40 ug) nyolcszorosaval immunoprecipitaciot
végeztiink (co-IP) az E2FB elleni specifikus ellenanyag segitségével, majd a tisztitott fehérje
komplexeket denaturald koriilmények kozott SDS-PAGE modszerrel elvalasztottuk (az dbra jobb oldala —
Co-IP, Anti-E2FB). Az abran jelzett fehérjék komplexben torténd el6fordulasat valamint az inputban
talalhatdé mennyiségeiket az elleniik termeltetett specifikus ellenanyagok segitségével immunoblot
modszerével vizsgaltuk. A fehérje mintakat azonos koncentracioban vittiik fel a gélre, amit a membranon

Coomassie Brilliant Blue festéssel tettiink lathatova (loading control).

4.2. Az RBR funkciéo E2FB specifikus gatlasa befolyasolja az embrionalis
sziklevelek szamat

A 700.23/10-es transzgenikus vonal esetében jelentds szdzalékban figyelhettiink
meg olyan csirandvényeket, ahol a sziklevelek szdma és/vagy pozicidja eltért a
normalistol (9. Abra). A valtozasokat leir statisztika segitségével jellemeztiik, amelybe
bevontuk a 35S::amiRBR vonalat is (Utrechti Egyetem; Prof Ben Scheres Csoportja),

valamint a vad tipust kontroll Arabidopsis novényeket is. A harom vonalhoz tartozé
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magokat fliggdleges helyzetli lemezeken csiraztattuk; haromszoros ismétlésben,
lemezenként mind a harom vonalbol igyekeztiink egyenlé szdmi magot kirakni

(~20mag/vonal/lemez).

9. Abra. Az RBR fehérje mennyiségének E2FB specifikus csokkenése megviltoztatja az embrionalis

levelek (sziklevelek) szamat és pozicidjat. Néhany napos csirandvények megvaltozott szamu, formaju és

s

Két nappal a magok kirakdsa utan sztereo mikroszkop alatt vizsgaltuk a lemezeket és
megszamoltuk a csirazd magokat. Az eredmények Osszefoglalasat az 1. Téablazat
tartalmazza. Ebben az id6pontban mind a két transzgenikus vonal gyengébb csirazasi

képességeket mutatott, mint a kontroll, amely 100%-ban kicsirazott.
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1. Tablazat. Harom Arabidopsis vonal csirazasi hatékonysaganak statisztikai

osszehasonlito tablazata két nappal a csirazas indukciéjat kovetoen.

p35S::amiRBR pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)

osszesen kirakott 61 100 % 62 100 % 64 100 %
Csirazo 41 67,21 % 49 79,03 % 64 100 %
sziklevél lathato 10 16,39 % 28 45,16 % 36 56,25 %
Maghéj 5 8,19 % 4 6,45 % 0 0%
megrepedt
Nem csirazo 15 24,59 % 9 14,51 % 0 0%

Négy nap mulva Gjra megvizsgaltuk a lemezeket, ¢és a kapott adatokat a 2.
Téblazatban foglaltuk 6ssze. Mind a két transzgenikus vonalban megkozelitden hasonlo
aranyban csiraztak ki a magok (77-80 % kozott, csirdz6 + maghéj megrepedt), ami
gyengébb hatasfoku volt, mint a kontroll vad tipusé (100%). Jelentds szézalékban
megvaltozott a sziklevelek szdma az pE2FB::amiRBR vonalban, a két sziklevél mellett
(56%), a leggyakoribb az egy sziklevelii csirandvény lett (~20%). Erdekes modon ez a
jelenség csak erre a vonalra volt jellemzd, a p35S::amiRBR vonalban sem lattunk
hasonld fenotipusos valtozast. Hasonld eredményt kaptunk a kisérlet megismételésekor
is (nem mutatott adat). A sziklevelek, vagy embrionalis levelek az embrionalis fejlodés
globularis stddiumédban inicidlodnak, amikor a bilateralis szimmetria alakul ki, ezért
ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az RBR funkci6 az E2FB
transzkripcios faktorral egyiitt szabalyozza az embrionalis fejlédést és/vagy a bilateralis

szimmetria kialakulasat és a kontroll nélkiili E2FB aktivitas rendellenességekhez vezet.
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2. Tablazat. Harom Arabidopsis vonal csirazasi hatékonysaganak és a sziklevelek

szamanak statisztikai 6sszehasonlité tablazata hat nappal a csirazas indukcidjat kovetoen.

P35S::ami RBR pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)
osszesen kirakott 61 100 % 62 100 % 64 100 %
Csirazott 47 77,04 % 50 80,64 % 64 100 %
2 sziklevél 46 75,40 % 35 56,45 % 64 100 %
0 sziklevél 1 1,63 % 2 3,22 % 0 0%
1 sziklevél 0 0% 12 19,35 % 0 0%
3 sziklevél 0 0% 1 1,61 % 0 0 %
Nem csirazott 14 22,95 % 12 19,35 % 0 0%

4.3. A 700.23/10-es transzgenikus vonalban megvaltozik az 1j levelek sorrendje, a
phyllotaxis

A 700.23/10 vonalban mar néhany nappal a csirdzast kovetden megfigyelhettiink
olyan novényeket is, amelyek ugyan két sziklevéllel fejlodtek, de azok pozicidja eltért a
kontroll ndvényektél, mint a 9. B Abran lathat6 csirandvény is, ahol a két sziklevél nem
egymassal szemben fejlédott ki (mint a kontrollban — 10. A), hanem kozvetleniil
egymas mellett. KésObbi fejlodési stadiumokban 1évé novényeknél a valddi levelek
kialakulasa soran figyelhettiink meg hasonld jelenséget (lasd 10-11. Abra). A levelek
spiralis fejlddési sorrendjét a phyllotaxis szabalyozza, amely szabalyos mintazatot kovet.
A sziklevelek egymassal szemben fejlddnek ki, akarcsak az elsé levélpar, de a
sziklevelekhez képest 90°-kos szOgben elfordulva. Az ezt kovetd, 0j levélparok a
novény tengelye koriil spiralisan, egymassal megkozelitden 137,5°-kos szoget bezardan
fejlédnek ki (ez az tGgynevezett arany szog). A 11. Abra jol szemlélteti, hogy
pE2FB::amiRBR transzgenikus novények esetében az Ujonnan formalodo levelek
pozicidja eltér a normalistol és az eddigi adataink alapjan a phyllotaxis rendje random
valtozik meg. A megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy a levelek
kialakulasi sorrendje nemcsak az embrionalis fejlodés soran, de gyakorlatilag barmelyik

fejlodési stadiumban eltérhet a normalistol.
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10. Abra. Néhany napos WT-Col és pE2FB::amiRBR csiranovények. A vad tipusi névényben (A) a 2.
levélpar (L3-L4) egymassal szemben fejlédik ki, mig a pE2FB::amiRBR vonalban (B) egymas mellett.
Az abran nyilak jelzik a leveleket (L1-4).

11. Abra. Az RBR funkcié E2FB specifikus gatlisa megvaltoztatja az Gjonnan kialakulé levelek
sorrendjét, a phyllotaxist. A fekete szinnel irt nagy betiik a szikleveleket (C1-2) illetve a valodi
leveleket (L1-2-3-4-5-6) jelzik, ahol a szamok a levelek fejlodési sorrendjét mutatjak. Vilagos szinnel irt
nagy betlik azokat a leveleket illetve szikleveleket jeldlik, ahol nem érvényesiilt a phyllotaxis szabalya. A
kontroll novényhez (C) képest random eltéréseket lehetett megfigyelni a transzgenikus ndvények
levélfejlodési sorrendjében (D-F). A harmadik levél a masodik levél mellett fejlodott ki (D), egyetlen
sziklevélhez képest rossz helyen fejlodott a kovetkezo levélpar, de az 6tos és hatos levelek helyzete sem
normalis (E), mig egy masik esetben a 2. levélpar (L3-4) helyzete megegyezik az elsd levélpar

helyzetével (F).
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4.4. Az RBR funkciéo E2FB specifikus gatlasa megvaltoztatta a gyokerek
novekedését és a gravitropikus valaszat

Amikor fliggéleges lemezen ndvesztettik a ndvényeinket, a 700.23.10-es
transzgenikus vonal gyokerei jelentds mértékben rovidebbre ndttek, mint a hasonld kora
vad tipusi kontroll ndvények gyokerei (12. Abra). Azt is megfigyeltik, hogy a
transzgenikus gyokerek szdmos esetben kisebb kanyarokat, hurkokat irnak Ie
novekedésiik soran, sot voltak olyan gydkerek, amelyek egy bizonyos hossz elérése utan
vizszintesen néttek a fliggbleges helyzetli lemezeken (12. Abra- nyillal jelzett
novények). A 700.23.40-es homozigdta vonalban jelentés szamban fordult eld olyan
novény, amely agravitropikusan, és a gravitacioval szemben teljesen az ellenkezd
iranyba nétt (13. Abra). Erdekes modon ezeknek a gydkereknek a hossza nem valtozott
a vad tipust gyokerekhez képest. Néhany esetben azonban megfigyelhettiink kisebb,
retardalt novekedésti gyokereket is. Mindez arra utalt, hogy az RBR szint
csokkenésének a kovetkezményeképpen ezekben a ndvényekben a gyokerek nem vagy

csak részben képesek a gravitaciot kovetni.

12. Abra. Az RBR funkcié E2FB specifikus gatlisa rovidebb gyokereket eredményezett. A képen hat
napos fliggdlegesen ndvesztett csirandvények lathatoak, a lemez balfelén a transzgenikus (700.23.10/1),
mig a jobb oldalan a kontroll, vad-tipusu ndvények nottek. Nyilak jelzik azokat a ndvényeket,
amelyeknek a gyokerei kanyarulatokat illetve hurkokat irnak le illetve egy bizonyos hossz utan

vizszintesen novekedtek.
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700.23.40/12 700.23.40/16 WT

13. Abra. 700.23.40-es transzgenikus vonalak gyokerei agravitropikus névekedést mutatnak. A kép
bal oldalan és kozépen (700.23.40/16) ugyan annak az pE2FB::amiRBR vonalnak (700.23.40) két
homozigoéta valtozata (700.23.40/12 és 16), mig a jobb oldalan a vad tipusu Arabidopsis Col (WT)
novények lathatoak. A csirandvényeket fliggbleges lemezen 6 napig ndvesztettiik folyamatos

fényviszonyok mellett.

Megvizsgaltuk, hogy a 700.23/10-es novények gyOkerei milyen mértékben képesek
novekedésiikkel a gravitacidos valtozasokat kovetni. Ezért a fliggdleges helyzeti
lemezeket 90°-o0s szOgben elforditottuk, majd egy nap mulva visszaforditottuk dket az
eredeti helyzetiikbe (13. Abra) és a gydkerek gorbiiléseibél kovetkeztettiink arra, milyen
mértékben képesek valaszolni az 0j helyzetre. A lemezekrdl képeket készitettiink (lasd
13. Abra) és a gyokereket a novekedésiik alapjan kiilonbz6 csoportokba osztottuk.
Normalisnak tekintettiilk azokat a ndvényeket, melyek 24 ora folyaman sikeriilt
észlelnilik az elforgatast és gyokeriik a forgatdsnak megfelelden a gravitropikus inger
iranyaba, azaz lefelé nott. Visszaforgatott allapotban ez megkozelitdleg 90°-os szoget
bezard gyokereket jelent (13. Abra). Abnormalisnak definialtuk azokat a novényeket,
melyek gyokere talfordult (tobb mint 105°-o0s szoget zart be), kevesebbet fordult
(kevesebb, mint 75°-0s szdget zart be), hurkot képezett, vagy az ingernek ellenkezd

iranyba fordult.
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Kisérletiinkben megjelentek olyan novények is, melyek nem reagaltak az altalunk
kivaltott ingerre, ezek gyokerének novekedése stagnalt, vagy az ingertdl fliggetleniil
nétt tovabb az elsddleges iranyba, amelybe elindult.

Az adatok alapjan megallapithattuk, hogy az RBR funkci6 E2FB specifikus gatlasa
egyértelmiien zavart okozott a ndvények gyokerének gravitropikus novekedésében (13.

Abra és 3. Tablazat).

14. Abra. A 700.23/10-es transzgenikus novények csak gyenge hatékonysaggal képesek kovetni a
gravitaciot. Hat napos, fliggdleges lemezen ndvesztett csirandvényeket (bal oldali kép) 90°-kal jobbra
forgattunk (kozépsé abra) majd egy nappal késobb visszaforditottuk ket az eredeti helyzetiikbe (jobb
oldali kép; piros potty jelzi a 90°-kos forgatas utani helyzetet). A transzgenikus gyokerek ndvekedése mar
a kiindulasi lemezen is jelentds mértékben eltér a kontroll ndvények gydkerétdl. Az elforgatott lemezeken
a kontroll gyokerek jo iranyba fordulnak el, mig szdmos mutans gydkérnél ez nem, vagy csak nehezen

sikeriil (pl. ellenkezd iranyba kanyarodik).

A gyokerek gorbiilése a sejtmegnyuldstdl és hosszabb tavon a sejtosztodastdl
fiigg. A gorbiilé gyokér egyik oldalan (belsd) a sejtmegnyulds gatlodik, mig a masik
oldalan (kiils6) aktivalodik. Az osztodas pedig sejteket hoz 1étre, amely szimmetrikusan,
a gyokér mindkét oldalan hasonld intenzitdssal miikddik. Amennyiben ez az intenzitas
nem szimmetrikus, gy a gyokér ndvekedése is szabalytalanna valik, elhajlik. Ismert,
hogy az Arabidopsis gyokerek novekedését hormonokkal befolyasolni lehet; az auxin
(indolecetsav — IAA) alacsony koncentracioban sejtosztodast stimulal, mig a citokinin a
differencialodast aktivalja. Ezért az eloz6 kisérletet tigy ismételtiik meg, hogy a
tapoldatba auxint (10 nM illetve 50 nM [AA) vagy citokinint (0,1 uM transz-zeatin)
raktunk. A csiranovényeket 7 napig novesztettiik a hormonok jelenlétében, majd ezt

kovetden végeztiik el a mar fentebb leirt forgatasi kisérletet. A 3. tablazatban foglaltuk
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Ossze az eredményeinket. Kinetin jelenlétében (0,1 uM transz-zeatin) tobb mint a felére
csokkent a rendellenes gravitropikusan nové gyokereknek a szama, és a forgatasok
soran sem figyelhettiink meg 1ényeges kiilonbséget a transzgenikus és a kontroll
novények kozott. Az auxin (10 nM IAA) jelenlétében novesztett ndvények esetében
ugyanakkor jelentésen megnétt azoknak a gyokereknek a szama, ahol hét nappal a
csirazast kovetden a gravitropikus gyokérndvekedést lehetett megfigyelni. A forgatasra
is érzékenyebbek voltak ezek a gyokerek, mint a kontroll, ahol nem lattunk
rendellenességet. Magasabb auxin koncentracion (50 nM IAA) azonban mar nem
romlott tovabb a helyzet, s6t a transzgenikus vonal gydkerei a hormonmentes
koriilményekkel nagyon hasonld gorbiilési értékeket mutattak. A  gravitropikus
fenotipus oka lehet a gyokérben szintetizalt keményitd szemcsék hianya is. Ezek a
differencialt columella sejtekben alakulnak ki, amelyek fontos szerepet jatszanak a
gravitacid érzékelésében és a gravitropikus valasz kialakitasaban is. Lugol festéssel
megvizsgaltuk, vajon a mutans névényekben is kimutathatéak-e a keményité szemcsék.
Az eredmények alapjan megallapithattuk (14. Abra), hogy ezek kialakulisa a
transzgenikus novények gyokerében is megfigyelhetdek, feltehetden tehat nem ez az
oka a mutans novényben megfigyelt gravitropikus hianyossagoknak. Ezeknek az
adatoknak az alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az RBR E2FB specifikus
gatlasa a gyokér merisztémaban az osztodas mértékét, feltehetéen iranyat és térbeli
megoszlasat befolyasolja, és igy a gyokerek novekedése szabalytalanna valik, amely a

gravitropikus valaszban is megnyilvanul.

15. Abra. Az RBR E2FB specifikus csokkenése nem gatolja a keményité szemesék kialakulasat a
gyokérsiivegben. Néhany napos fliggblegesen ndvesztett csirandvény gyokerét Lugol-festékkel
megfestettink, majd mikroszkép (Cell-R) alatt megvizsgaltuk oket. A sotétbarna elszinezédés a

keményité szemcsék jelenlétére utal.
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3. Tablazat. 1/2 GM-en nevelt WT-Col és pE2FB::amiRBR vonalak gravitropikus

érzékenységének statisztikai osszehasonlito tablazata.

pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)
Kiindulas 90°-0s vissza- | Kiindulas | 90°-o0s Vissza-
forgatas | forgatas forgatas | forgatas
Normalis 51,85 % 81,48 % | 74,07 % 100 % 94,11 % | 94,11 %
Abnormalis | 48,14 % 14,81 % 18,51 % - 5.88 % -
Nem reagal - 3,70% 7,40 % - - 5,88 %

4. Tablazat. 0,1 pM transz-zeatinon nevelt WT-Col és pE2FB::amiRBR vonalak

gravitropikus érzékenységének statisztikai 6sszehasonlité tablazata.

pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)
Kiindulas 90°-0s vissza- | Kiindulas | 90°-o0s Vissza-
forgatas | forgatas forgatas | forgatas
Normalis 76,92 % | 76,92 % | 65,38 % | 93,75 % | 68,75 % 75 %
Abnormalis | 23,07 % 3,84 % 15,38 % 6,25 % 6,25 % -
Nem reagal - 19,23 % | 19,23 % - 25 % 25 %

5. Tablazat. 10 nM indolecetsavon nevelt WT-Col és pE2FB::amiRBR vonalak

gravitropikus érzékenységének statisztikai 6sszehasonlito tablazata.

pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)
Kiindulas 90°-0s Vissza- | Kiindulas | 90°-o0s Vissza-
forgatas | forgatas forgatas | forgatas
Normalis 34,48 % 89,65 % | 65,51 % 100 % 100 % 100 %
Abnormalis | 65,51 % 6,89 % 24,13 % - - -
Nem reagal - 3,44 % 10,34 % - - -
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6. Tablazat. 50 nM indolecetsavon nevelt WT-Col és pE2FB::amiRBR vonalak

gravitropikus érzékenységének statisztikai 6sszehasonlito tablazata.

pE2FB::amiRBR WT-Col
(line 700.23.10/1)
Kiindulas 90°-0s Vissza- | Kiindulas | 90°-o0s Vissza-
forgatas | forgatas forgatas | forgatas

Normalis 53,33 % 66,66 % | 73,33 % 100 % 100 % 100 %

Abnormalis | 46,66 % 26,66 % 20 % - - -

Nem reagal - 6,66 % 6,66 % - - -

4.5. Az RBR E2FB specifikus csokkenése rendellenes gyokérmerisztémahoz vezet
Azért, hogy megfigyelhessiik, hogy mi torténik a transzgenikus ndvények gydkerében

konfokalis mikroszkopiaval vizsgaltuk meg 6ket (15-16. Abra). Szembet(ind volt, hogy
a mutans gyOkerekben a sejtek elrendezddése mennyire eltér a kontroll ndvények

gyOkereihez képest.

pEIFB:-amiRBE WT-Col

16. Abra. Az RBR E2FB specifikus gatlasa megvaltoztatja a gyokér szerkezetét. Hét napos gyokerek
konfokalis mikroszkopias képei lathatéoak (kép baloldalan a mutans, mig a jobbon a kontroll). A

gyokereket propidium-jodiddal festettiik. A nyil a QC pozicidjat jelzi.
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17. Abra. Az agravitropikus novekedést mutato, de megfelels hosszisagi 700.23.40-es
csirandvények gyokerei nem mutatnak szerkezeti rendellenességet.

Konfokalis 1ézermikroszkopos vizsgalatok nem mutattak elvaltozast a vad tipussal hasonld hosszusagu,
de agravitropikusan névekedd transzgenikus gyokerekben (A). Ezzel szemben a retardalt ndvekedésii
transzgenikus gyokerek QC és a columella régidiban extra osztodasokat figyelhettiink meg (B és C). A

mikroszkopikus vizsgalat el6tt a hat napos gyokereket propidium jodiddal festettiik (piros szin).

Kiilonosen a QC ¢és kornyéke, a gyokérsiivegben taldlhatd columella sejtrétegeknél
lehetett rendellenességeket megfigyelni (15., 16. B, C. Abra). Ezek a szabélytalansagok
arra engednek kovetkeztetni, hogy az osztddéasok iranya €s helye rendszertelenné valt.

Megvizsgaltuk, hogyan befolydsolja a transzgenikus novények gyokerét az auxin €s a
kinetin. Auxin hatdsara (10 nM TAA) még kaotikusabb képet mutatott a QC ¢és a
gyokérsiiveg, mig kinetin hatdsara a kontroll vad tipusu ndévényekre emlékeztetd
gyokereket figyelhettink meg (16. Abra). Tehat a kinetin, amely a differencialodast
stimuldlja képes helyreallitani a mutans gyokerek columella sejtrétegeit. Mindez arra
utal, hogy az RBR hidnyos mutans gyokerekben extraosztodasok alakulnak ki, amit a
differencialédéasba 1€pés indukalasaval gatolni lehet (kinetin), mig az osztédasok

tovabbi aktivalasaval (auxin) fokozni lehet a rendszertelenséget.
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*

L2GM O01pheZ = 10nMhiTAA

18. Abra. Transzgenikus Arabidopsis vonal (700.23/10) gyokércsiics merisztémai auxin és Kinetin
jelenlétében. Hét napos csirandvények az abran jelzett koriilmények kozott néttek (kontroll — Y5-GM;

kinetin — transz-zeatin — tZ; auxin — 10 nM IAA). Propidium-jodid festést kdvetéen konfokalis

srr

columella rétegeket jelzik, amely csak a kinetin jelenlétében nétt gyokerekben volt megfigyelheto.
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5. Diszkusszio

Az Arabidopsis E2FB egy transzkripcionalis aktivator, amely képes stimulalni a
sejtosztodasi ciklust; az RBR az E2FB funkciojat gatolja, és ennek a represszionak
koszonhetden a sejtek kilépnek az osztodasbol. A jelenleg fennalld modell szerint az
RBR az E2FB funkcidjan keresztiil szabalyozhatja az osztodasba Iépést és a
differencialodas aktivalasat (4. Abra). A ndvények merisztéméajaban az E2FB szabad és
az RBR kotott formai kozott feltételezhetéen egyensily alakul ki. Erdekes modon az
E2FB fehérje koncentracidja azokban a sejtekben né meg, ahol a sejtek kilépnek az
o0sztodasbol (3. Abra). Nem tudjuk azonban pontosan mi torténik akkor, amikor az
E2FB szabad ¢s az E2FB-RBR komplex kozti egyensuly elromlik; ismert, hogy
differencialatlan novényi sejtkulturaban az E2FB tultermeltetése a ndvekedési hormon,
az auxin hianydban is képes aktivalni a sejtosztodast (Magyar €s mtsai., 2005). Vajon az
E2FB szabad, RBR kontrol nélkiili formaja az RBR csendesités okozta fenotipusos
jelenségeket fogja mutatni?

Munkank soran sikeriilt ,,felszabaditani” az E2FB-t az RBR gatlas alol; E2FB
specifikusan csokkentettik az RBR mennyiségét transzgenikus Arabidopsis
novényekben, mégpedig olyan RBR specifikus mikroRNS segitségével, amelyet az
E2FB szabalyoz6 régidja (promoter) iranyitott. A kisérleti hipotézisiink szerint ennek
koszonhetden az E2FB RBR szabad formaja dominanssa valik, amelyet kisérletesen
sikeriilt is igazolnunk (8. Abra). Ezek a transzgenikus névények szdmos olyan
fenotipusos elvaltozast mutattak, amit kordbban az RBR csendesitése soran irtak le.
Ezek a ndovények is 1ényegesen kisebbek voltak, mint a kontroll ndvények, a pdndorddod
levelek megjelenése is extra sejtosztodasok jelenlétére utalt hasonléan ahhoz, amit az
RBR RNS interferencia vonalak jellemzése soran irtak le (Borghi és mtsai., 2010).
Hasonloan az RBR T-DNS inszercios mutansahoz (Ebel és mtsai., 2004), az E2FB
specifikus RBR gatolt novények viragai is jelentds mértékben sterilek voltak (azt
azonban csak tovabbi vizsgalatok elvégzése utan tudjuk majd megmondani, vajon a
gamétaképzOdés hibas mitkdodése vagy mas, az embrid fejlodés soran bekdvetkezd hiba
okozza a gyenge maghozamot). Szdmos olyan fenotipus jelent meg ugyanakkor,
amelyet az RBR csendesitése soran nem lehetett megfigyelni. Ez arra hivja fel a

figyelmet, hogy az RBR mas ¢és mas funkciot szabalyozhat a kiilonb6z6 E2F
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transzkripcios faktorokon keresztiil. A legujabb kisérleti eredményeink is ezt tamasztjak
ala; nemrégiben azonositottunk, olyan transzgenikus vonalakat, ahol az RBR specifikus
mikroRNS-et az E2FC promotere altal vezérelve fejeztettiink ki. Ezekben a
transzgenikus novényekben is kimutathatoan csokkent az RBR fehérje mennyisége, de
ezek a novények egészen mds fenotipusos elvaltozdsokat mutattak, mint amit a
pE2FB::amiRBR novények esetében lattunk (fotomorfogenezisre utald jelenségek -
Magyar nem kozolt eredmények).

A novényi szervek kialakulasdban fontos szerepet jatszik az auxin, a novényi
novekedési hormon. A novényi szervek a merisztémabdl fejlddnek ki, és az auxin
maximumnal inicialédnak. Az pE2FB::amiRBR transzgenikus novények fenotipusai
(egyetlen sziklevél, a sziklevelek elhelyezkedése, az 1) levelek sorrendjének
megvaltozéasa, a gyokerek novekedési anomaliai €s a gravitropikus gyokérnovekedések
jelensége) nagyon hasonldak, szadmos, az auxin szigndlban mutdns ndvény
fenotipusahoz (pl. Monopteros — MP, PIN-formed 1 — PIN1, Asymmetric Leaves 1 —
ALIL; Chandler, 2008; Byrne, 2012). Amikor egy szerv létrejon, akkor kozvetlen
kornyezetében az auxin koncentracidja minimalis lesz (auxin minimum), mert az dsszes
auxin az 0j szerv helyére lokalizalodik (auxin maximum - kdszonhetden a polaris auxin
transzportnak). Ilyen koriilmények kozott nem inicialodik uj szerv kozvetleniil az éppen
kialakulasban levé mellett, és nem aktivalodik a sejtosztddas sem, amely uj sejtekkel
latna el a fejldd6 ndévényi szerv primordiumat. A pE2FB::amiRBR novényeknél
szamtalanszor alakulnak ki 0j szervek kozvetleniil egymas mellett mind az embrionalis
(sziklevelek fejlddési rendellenességei) mind pedig a poszt-embriondlis (levelek)
fejlodés soran. A kérdés az vajon az auxin elosztasa és koncentracidja valtozott-e meg a
pE2FB::amiRBR novényekben vagy a sejtosztddas aktivalddasa nem képes az auxin
koncentraciot ,,olvasni”, mégpedig azért nem, mert az E2FB RBR mentes forméja olyan
helyeken aktivalja az osztddast, ahol az RBR fehérjével gatlo komplexet kéne formalnia.
fgy a szabad E2FB sejtosztodast és szervfejlodést indukal, ahelyett, hogy gatolna azt.
Annak eldontése érdekében, hogy a pE2FB:.amiRBR ndvényekben nem az auxin
transzport és a lokalis auxin koncentraciokban torténd valtozasok okozzadk a fenotipust
keresztezni kivanjuk a pE2FB:.amiRBR vonalat kiilonb6z0 auxin transzport (pl.
pPIN1::gPIN1-GFP) és auxinra érzékeny riporter vonalakkal (pDRS::GFP).

A csoportunk korabbi munkai alapjan mar megfigyeltiik, hogy az E2FB nemcsak az

osztodast aktivalja, de az osztddas iranyat is képes befolyasolni (Magyar és mtasi 2005).
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Hasonloképpen, az RBR gyokérspecifikus gatldsa is képes a sejtosztddads iranyat
megvaltoztatni. Az RBR E2FB specifikus gatlasa a gyokérnovekedésben koordindcios
problémakat okoz; mintha a gyokér érzékelné ugyan a gravitaciot, de valami mintha
akadalyozna a kivitelezésben. Ezt erdsitette meg a forgatési tesztiink is; a "részeges
vagy kacsazd” (kiilonb6zd iveket és hurkokat leird) gyokerek is képesek voltak
meglepden nagy szdzalékban a forgatas irdnyaba fordulni, ami arra enged kovetkeztetni,
hogy nem a gravitacio érzékelésében van a probléma. Ezt a feltételezésiinket tamogatja,
hogy a gravitdcid6 érzékelésében fontos szerepet jatszd6 keményitd szemcsék
megjelenésében nem lattunk rendellenességeket. A fordulasok, elhajlasok hosszu tavon
a sejtosztddasbol eredd valtozasok is lehetnek. A hétnapos ndovények gydkerében joval
magasabb szazalékban fordultak eld rendellenességek, mint amit az egy napos forgatas
utan lattunk. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az osztédasbol eredd hibak az iddvel
aranyosan erdsithetik a fenotipust. Kinetin, amely a gyodkérsejtek differencidlodasat
stimuldlja nem mutatott elhajlasokat, hurkokat, szemben az auxinnal, amely alacsony
koncentracidban képes fokozni az osztodas mértékét. Ezt erdsiti meg, hogy a gyokeér
auxin maximumanal, a QC ¢és columella QC kozeli korny€kén osztddasi ziirzavart
lehetett megfigyelni, ami arra utal, hogy nagyobb auxin mennyiségnél az osztddas
hiperaktivalodott €és iranya deregulalta valt a transzgenikus ndvények gyodkerében. A
kinetin jelenlétében ez a fenotipus is helyre allt; a kinetin differencialodast stimulal

tobbek kozott az auxin transzport gatlasan keresztiil.
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Osszefoglalas

1.

Az RBR funkciot sikeresen gatoltuk az E2FB specifikus sejtekben.
Megallapitottuk, hogy az igy szabadda valé E2FB képes stimuldlni az E2FB
specifikus target gének kifejezddését, mint amilyen a CDKBI1;1.

A pE2FB::amiRBR ndévények szamos olyan fenotipust mutattak, amelyeket
koradbban az RBR csendesitése sordn lehetett megfigyelni (pl. kisebb novények,
pondorddo levelek).

Megjelentek Uj fenotipusos valtozasok is az RBR E2FB specifikus gatlasakor,
amelyek nagyon hasonlitanak az auxin szigndl mutdnsokban megfigyeltekre
(sziklevelek szama ¢és orientacidja, phyllotaxis moddosulasa, gyokerek
novekedési problémai).

Az a feltételezésiink, hogy az RBR E2FB specifikus gatldsa nem az auxin
mennyiségét €s eloszlasat valtoztatja meg, hanem az osztdéddsok irdnya ¢€s
aktivitasa az auxin koncentraciojatol fliggetlené valt. Ennek a hipotézisnek az

eldontésére azonban tovabbi kisérleteket kell elvégezniink.
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