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BEVEZETES

A gének funkcionalis vizsgalatanak leggyakrabban hasznalt modszerei
kozé tartozik a mutansok létrehozasa és a specifikus gatloszerek alkalmazasa. Az
antiszenz oligonukleotidok (ODN) egy lehetséges alternativ technikat képeznek a
mutagenezis-mddszerek mellett. Az antiszenz oligonukleotidok 15-20 nukleotidbol
allo, természetes szerkezetli vagy kémiai modositdst hordozo, egyes szalu
nukleinsav  szakaszok. Bazisszekvencidjuk komplementer szerkezetli egy
kivalasztott, hirvivd RNS megfelelé szakaszaval. Ezaltal képesek kdlcsonhatasba
lépni a célzott molekulaval, és azzal kettds szalat képezve specifikusan gatolni
annak fehérjeként torténd kifejezédését. Az antiszenz oligonukleotidok elméletileg
képesek hatast kifejteni a nukleinsav metabolizmus barmely 1épésében, kiilondsen
a transzkripcio, az RNS-szerkesztés és a transzlacid soran, és ily modon
hatékonyan gatolni a célzott gén kifejezodését.

Annak ellenére, hogy az antiszenz oligonukleotid technika
hatasmechanizmusa révén altalanosan alkalmazhatdo az egész élGvilagban, és
emlds, illetve human kutatdsokban ma mar jol bevett technikanak szamit,
novényekben torténd felhasznalasaval csak néhany kozlemény foglalkozott
mostanaig. Novényi sejtszuszpenziokban mar hiisz éve kimutattak az egyes szala
oligonukleotidok felvételét. Pollentdmlok esetében ugyancsak igazoltdk az
antiszenz oligonulkeotidok bejutasat.

Az antiszenz oligonukleotidok noévényekben torténd alkalmazéasaval
létfontossagu gének funckidja is vizsgalhatd lenne, mivel a pleiotrop hatasok
kisebb mértékben nyilvanulhatnak meg. Klasszikus mutidnsokon létfontossagu
gének funckidjanak vizsgalata nem lehetséges, illetve a mutansok fejlédése,
novekedése soran gyakran 1épnek fel pleiotrop hatasok. Tovabbi elonyt jelent,
hogy az antiszenz ODN-kezelt névények nem sorolhatok a genetikailag modositott
organizmusok soraba, ezért kiilonleges ovintézkedések nem sziikségesek.
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Jollehet Michael R. Roberts mar 2005-ben javasolta a nukleinsavak,
illetve oligonukleotidok széles kori és nagy hatékonysagh alkalmazasat a novényi
génfunkciok felderitésére, mindez ideig nem tortént szdmottevo elérelépés ezen a

teriileten.

CELKITUZESEK

A doktori munka alapvetd célja az volt, hogy bizonyitsuk az antiszenz
oligonukleotid technika altalanos alkalmazhatdsagat kétszikii ¢és egyszikil
novények leveleiben, és ezaltal eldsegitsiik, hogy az altalunk vizsgalt modszer az
altalanosan elfogadott és alkalmazott géncsendesitési eljarasok részévé valjék a

ndvénybiologia teriiletén is.

A 16 cél elérése érdekében az alabbi feladatok megoldasat terveztiik:

. Mobdszerek keresése az oligonukleotidok hatékony bejuttatiasara
kiilonboz6 tipust levelekbe.

. Az oligonukleotidok altal kifejtett gatlas mérése kiilonb6zé modszerekkel.

. A csendesitd hatas novelése kémiai modositast hordozo oligonukleotidok
alkalmazésa révén.

. Annak bizonyitasa, hogy egyetlen antiszenz oligonukleotid képes tobb
azonos géncsaladba tartozo gén kifejezédésénak egyidejli gatlasara is.

. Egy fotoszintetikus alapprobléma vizsgalatan keresztiil igazoljuk, hogy az
antiszenz oligonukleotid technika sikeresen alkalmazhaté valdsagos

biologiai kérdések megvalaszolasaban.



ANYAGOK ES MODSZEREK

. Az antiszenz oligonukleotidok kivalasztasa, tervezése ¢és kémiai
szintézise. Kivalasztott gének: fitoén deszaturaz (pds), klorofill a/b-kétd
fehérje (cab), és a D1 protein psbA génje

. A Kkisérleti novények leveleinek kezelése antiszenz oligonukleotidokkal.
Kisérleti névények: dohany (Nicotiana benthamiana), 10dfi (Arabidopsis

thaliana), baza (Triticum aestivum).

. Konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkopia.
. Gyors klorofill-a fluoreszcencia-mérés (OJIP).
. Valos idejii kvantitativ reverz transzkripcios PCR (QRT-PCR).
. Karotenoid ¢és klorofill tartalom meghatarozas.
. Western blot.
EREDMENYEK

A doktori munka soran tanulmanyoztuk az antiszenz oligonukleotidok
kivalasztott novényekbe torténd felvételét, optimalizaltuk génexpresszidt gatld
hatasat, vizsgaltuk az alkalmazhatosag feltételeit és korlatait. Molekularis biologiai
és biofizikai technikdk célszerli kombindcigjaval meghataroztuk a célzott
kloroplasztisz génekre kifejtett csendesité hatds mértékét. Modell génként a
sejtmagban kodolt fitoén deszaturaz (pds), amely a karotenoid bioszintézis egyik
kulcsenzime, az ugyancsak sejtmagi klorofill a/b-koté fehérje (cab), és a
kloroplasztiszban kédolt psbA, a D1 protein, a II fotokémiai rendszer kdzponti
hordoz6 oligonukleotidokat alkalmaztunk, hogy megnoveljiikk azok sejten beliili

¢élettartamat. Az antiszenz ODN-ek fiatal dohanylevélbe torténd infiltralasa 25-
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35%-0s csokkenést valtott ki a megfelelé hirvivdé RNS szintjében, kb.5%
csokkenést lehetett kimérni a karotinoidok mennyiségében és a II. fotokémiai
rendszer valtozd fluoreszcenciajaban (Fy). Tében lemetszett etiolalt buzalevelek
esetén 8 ora zo6ldiilés utan a mRNS, a karotinoidok ¢és az Fy szintjében 75, 25,
illetve 20% csokkenést tapasztaltunk. Etioalt buzalevelekben az ODN kezelés a
kontrollhoz viszonyitva 66% cab mRNS csokkenést eredményezett, a protein szint
85%-ra esett, a klorofill b szint 59%-ra redukalodott, és a maximalis klorofill
fluoreszcencia szintje 41%-kal esett vissza. Arabidopsis leveleken a psb4 mRNS
és a D1 protein szintjét optimalis esetben 81, illetve 72%-kal sikeriilt csdkkenteni.
Kisérleteink soran az oligonukleotid molekulatervezés, a hatékony kezelés és a
gyors, roncsolasmentes fizikai vizsgalatok kombinacidjaval igazoltuk, hogy az
antiszenz technika hatékony eszkoz lehet a fotoszintézis kutatasokban (Dinc et al.
2011).

Az antiszenz oligonukleotidok alkalmazhatosagat egy valds tudomanyos
probléma megoldasaban is felhasznaltuk. A buza cab géncsalad gatlasara 10
kiilonbdz6 oligonukleotidot terveztiink. Az ODN-ek a varakozdsnak megfeleléen
er6sen eltéré mértékli expresszidgatlast mutattak. Ennek megfeleléen az igy
elallitott mintakban a fotoszintetikus antenna méretek is erdsen eltéréek voltak. A
mintak tanulmanyozasa lehetévé tette a fluoreszcencia mérések soran kapott F, és
Fy értékek és az antenna méret Osszefliggésének tisztazasat. Ily modon igazoltuk,
hogy a fotoszintetikus antenna méretének valtozasa az Fy értéket erdsen
befolyasolja, mig a levél sszes klorofill tartalma csak igen kevéssé (Dinc et al.

2012).



AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

Az értekezés elsddleges célja az volt, hogy az antiszenz oligonukleotid
technika alkalmazhatosagat bizonyitsuk, felhasznalasanak koriilményeit tisztazzuk
kétszikli és egyszikii ndvények korében. Harom modell ndvény - dohany
(Nicotiana benthamiana), ladfii (Arabidopsis thaliana) és buza (Triticum aestivum)
- esetén bemutattuk a lehetséges alkalmazast.

A kisérletek soran tisztaztuk az alkalmazas feltételeit is. Minden célzott
mRNS esetén 10-10 oligonukleotidot valasztottunk ki €s szintetizaltunk meg. Az
egyes oligonukleotidok gatld hatdsaban igen nagy valtozatossagot tapasztaltunk,
ami arra utal, hogy célzott génszekvencia helyes megvalasztadsa meghatarozo
jelentdséggel bir ebben a vonatkozasban. Az oligonukleotidok spontin moédon
eltéré hatékonysagat aknaztuk ki olyan mintasorozat eléallitdsara, amelyekben a
fénybegyiijté komplex (Lhc) szintézise kiillonbdz6 mértékben.

A génexpresszio-gatlas maximalizalasa a kutatas fontos elemét képezte. A
természetes szerkezetli oligonukleotidok a sejtes kornyezetben erésen ki vannak
téve az exo- illetve az endonukledzok lebontd hatasanak. A molekulak biologiai
¢élettartamanak ndvelésére altalaban olyan kémiai modositasok bevezetését
javasoljak, amelyek nem befolyasoljak az oligomerek kettds-szal képzo
tulajdonsagat. A legaltalanosabban hasznalt modositas a foszforotioat kotés (PS)
kiépitése, amely a foszfat-csoport egyik nem athidald oxigénjének kénatomra
torténd cseréjét jelenti. Az egyszeriiség, ¢és az emlds sejtekben mutatott kozel
tizszeres stabilitds-ndvekedés alapjan munkank sordn ezt a médositast alkalmaztuk.
Kiilonosen elényds a foszforotioat oligonukleotidok azon tulajdonsadga, hogy
amellett, hogy megnovelik a molekula stabilitasat, nem akadalyozzak meg az RN-
az H mikodését. Ez az enzim jol felismeri és hasitja a mRNS és a foszforotioat
oligonukleotidok altal alkotott kettds szalat is. Az RN-az H mechanizmus altal
kivaltott gatlas igen lényeges komponens az antiszenz hatas kialakitasaban.
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Méréseink azt mutattak, hogy a nukleaz hatas novényi levelekben is csokkenti az
antiszenz gatlas intenzitasat és a hatds iddtartamat, €s a PS modositas bevitele
hatékonyan megvédi a molekulat a lebontastdol. Az antiszenz pds szekvenciak
természetes és foszforotioat -modositott valtozatainak &sszehasonlitasa igazolta,
hogy a foszforotioat beépitése hatékonyan noveli az elérhetd gatlas mértékeét.

Az oligonukleotidok hatékony bevitele ugyancsak igen fontos problémat
jelentett. A harom kiilonboz6 faj levelére hadrom specifikus modszert dolgoztunk
ki. Mivel a dohanylevelek elég nagyok, ezért ezek egy-egy levélszegmensébe
infiltralassal juttatuk be az oligonukleotidokat. Ezt az eljarast eredetileg
virusfertdzés bevitelére irtak le. Az eljaras elénye, hogy a szomszédos, nem kezelt
levélszegmens kozvetlen kontrollként alkalmazhatdé. A buza leveleket t6bol
levagtuk és oligonukleotid oldatba meritettiik, igy az oligonukleotidok passziv
transzporttal jutottak el a sejtekhez. Az apr6é Arabidosis levelek esetében a vakuum
infiltracié tint a legalkalmasabb eljarasnak. Az oligonukleotid felvétel
hatékonysagat fluoreszceinnel jeldlt oligonukleotid felhasznalasaval, konfokalis
pasztazd mikroszkodpia utjan ellendriztiik. Igazoltuk, hogy a az fluoreszcein-jeldlt
oligonukleotid intenziven mozgott a szovetekben, bejutott a sejtekbe, megjelent a
sejtmagban és a kloroplasztiszban egyarant.

Az antiszenz technika 1ényeges eleme a célgén helyes megvalasztasa. Els6
modell génként a fitoén-deszaturazt (pds) valasztottuk. A pds gén egy, a
karotinoidok bioszintézisében kulcsszerepet jatszo enzimet kodol. Hidnya esetén a
karotinoidok mennyiségének csdkkenése, kovetkezésképp a fénybegylijtd komplex
Osszeszerelésének gatlasa kovetkezik be, ami pedig klorofill fluoreszcencia
mérésekkel jol kdvethetd. A kisérletek soran kideriilt, hogy a pds modell génnek
nem optimalis, mert a gén és az enzim felépiilési-lebomlési ciklusa, valamint a
karotinoidok szintézise meglehetdsen lassu. Az antiszenz gatlas csak az jjonnan
szintetizalodo géntermékekre hat, a meglévé fehérjékre nincs hatassal. Ezek

kovetkeztében az enzim szintjében, illetve a termékek mennyiségében kimérhetd
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gatld hatas csekély volt annak ellenére, hogy a mRNS szintjében tekintélyes
csokkenést lehetett detektalni. A fenti példa ramutat arra, hogy optimalis
hatékonysag rovid életidejii vagy indukalhato gének és fehérjék esetében érhetd el.
Ebben a tekintetben masik két vizsgalt esetiink optimalisnak tekinthetd. Az etiolalt
levelek zoldiilése fényindukalt folyamat, és a zoldiilés soran a korabban hianyzo
Ich géntermékek nagy sebességel szintetizalodnak, ezért az [hc génesalad képezte
masodik vizsgalt esetlink targyat. A Western-blot vizsgalatok segitségével
igazoltam, hogy egyetlen oligonukleotid képes egy géncsalad tobb tagjanak
szintézisét szimultdn moédon gatolni. A harmadik célzott gén a psbA volt. Mig a
pds és az lhc sejtmagban kodolt gének, a psbA génje a kloroplasztiszban
lokalizalodik. A psbA génterméke, a DI protein igen rovid élettartammal
rendelkezik. A D1 protein a D2-vel egyiitt képezi a II. fotokémiai rendszer (PSII)
reakciocentrumat. Nagy intenzitasu megvilagitas noveli a PSII és a D1 protein
sebessége a fényintenzitassal ardnyos. Intenziv fénykezelés ¢és antiszenz
oligonukleotidok egyiittes alkalmazasaval hatékony D1 protein szintézis gatlast
tudtunk elérni. Ez az eredmény tekinthetd egy kloroplasztiszban kodolt gén
antiszenz oligonukleotidokkal torténd gatlasa elsé példajanak.

Amig a Dinc et al. 2011 kozlemény az elmélet bizonyitasat adta, az azt
kovetd publikacioé (Dinc et al, 2012) mar valos biologiai probléma megoldasarol
szamol be az antiszenz oligonukleotidok alkalmazasa révén. Tudomanyos
elézményként Ceppi és munkatarsainak az az eredménye szolgalt, amely szerint
hidroponikos  kultardban nevelt cukorrépa novényeken magnézium ¢és
kénmegvonds hatdséra a klorofill mennyiség jelentdsen csokkent, amely nem jart a
fotoszintetikus antenna méretének megvaltozasdval, nem okozott fluoreszcencia
intenzitast valtozast sem az F,, sem az Fy érték vonatkozasaban. Az etiolalt
blizaleveleken végzett fliggetlen kisérleteinkben a 10 cab-antiszenz oligonukleotid

segitségével eldallitott sorozat mérése igazolta, hogy az Fy érték erésen fiigg a
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fotoszintetikus antenna méretétél. Ugyanakkor bizonyitast nyert, hogy az F, és az

Fy érték nincs Osszefiiggésben a minta klorofill tartalmaval.
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