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BEVEZETES

A novények helyhez kotott életmdodjuk miatt ki vannak téve a kornyezetiik
viszontagsagainak. A koOrnyezeti stressz szempontjabol a talaj magas
sokoncentracioja, a szarazsag ¢és az alacsony homérséklet azok a tényezok,
amelyek leginkabb hatdssal vannak a novények novekedésére és fejlodésére. A
novények egy Osszetett védekezd mechanizmussal rendelkeznek, hogy
elkeriiljék a kornyezeti stressz okozta karosodasokat. A stressz érzékelését
kovetden Osszehangolt jelatviteli haldézatok aktivalodnak, ezek génkifejezddés
valtozasokat idéznek eld, amelyek biokémiai és fiziologiai valaszok forméjdban
fejezOdnek ki. A stressz érzékelés és a jelatvitel Gsszetettsége bonyolulttd teszi
ezen mechanizmusok €s kapcsolataik megértését. Jelenlegi ismereteink ezen a
téren, fOként a Arabidopsis thaliana modell novény molekuléris genetikai
vizsgélataibol szarmaznak.

Az abiotikus stressz elsddleges érzékeléséért felelds receptor molekulak
kozill ezidadig egyediil az AtHK1 hibrid hisztidin-kindz feltételezett
ozmoszenzort azonositottak, amely vizvesztés kovetkeztében és sostresszre is
aktivalodik (Urao et al. 1999, Plant Cell 11: 1743). A stressz érzékelését
kovetden kiillonbozd jelatviteli halozatok aktivalédnak, ezek milkddése még
nem ismert részleteiben. Tobb masodlagos jelatviteli komponenst azonositottak,
ezek kozé tartoznak a reaktiv oxigén forméak (ROS), az inozitol foszfatok ¢€s a
citoplazmatikus Ca*". A masodlagos jelatvivék altalaban CDPK, SnRK és
MAPK tipusti fehérje kindzok 4ltali foszforildcios folyamatok miikodését
szabalyozzéak, melyek legtobbszor transzkripcios faktorokat aktivalnak.

Az abszcizinsav (ABS) névényi hormon koézponti szerepet jatszik az
abiotikus stressz valaszok szabalyozasdban. Részt vesz a sztomak zardddsanak

szabalyozasaban, a magnyugalom eléidézésében, eldsegiti a raktdroz6 fehérjék



felhalmozddasat és az embrid kiszaradds elleni védettségét, gatolja az
embrionalis fazisbdl a csirdzasba valo dtmenetet és egyéb ¢€lettani folyamatokra
is hatdssal van. Az ABS 0Osszetett jelatviteli mechanizmusokon keresztiil
serkenti szamos abiotikus stressz indukalta gén kifejez0dését.

Novényi stressz valaszok szabalyozasaért felelds gének azonositasara tobb
genetikai stratégia is alkalmazhato. Tobb példa van arra, hogy Arabidopsis
stressz gének funkcionalis azonositdsdhoz ¢és jellemzéséhez funkcio-vesztést
okoz6 inszercids, delécids vagy pont mutdnsok vizsgalatait alkalmaztak. Az
az adott gén termékének hianya bizonyos fenotipusokat idéz eld. Azonban nem
azonosithatoak azok a gének, melyekbdl tobb példany talalhatd a genomban,
ugyanis a megkett6z0dott gének legtobbszor hasonld kifejezddési mintdzatot
mutatnak és a termékeik is hasonld funkciokat latnak el. Ezek a mddszerek
szintén nem alkamasak, olyan gének azonositdsara, melyek géncsalddokba
tartoznak €és a géncsaldd tobb tagjanak funkcidja legalabb részben atfed
egymassal. A létfontossagi gének esetében mas jellegli problémaval kell
szamolni, ugyanis a mutdcidjuk gyakran okoz embrid letalitast, igy funkcidjuk
vizsgélatai nehezen kivitelezhetévé vagy éppen lehetetlenné valnak (Errampali
et al. 1991, Plant Cell, 3:149).

Pont mutaciok okozhatnak funkcié-nyerést is abban az esetben, ha a
muticié a fehérje funkcidjanak megvaltozasat idézi eld vagy megnoveli a cél
gén kifejezddését. Tipikusan funkcido-nyeréses dominans mutaciot okozhat az
aktivacio-jelolés modszere, ezért alkalmas gén csaladok funkciojanak
azonositdsara (Nakazawa et al. 2003, Plant J, 34: 741). Az aktivacio-jelolés
soran olyan specidlis T-DNS vektorokat alkalmaznak, melyek erds, konstitutiv
transzkripcionalis enhanszereket tartalmaznak és egy gén kozelébe torténd
beéplilésiik sordn, a cél gén kifejezOdésének szintjét fokozhatjdk. Fontos
megjegyezni azt, hogy a kiviilrél bejuttatott promoéter vagy enhanszer elemek

akkor tudnak egy gént aktivalni, ha a T-DNS a gén elé és nem a kodold régioba



épiill be, raadasul olyan orientacioban, hogy képes befolydsolni annak
aktivitdsat. Viszont a genomba ¢€plild enhanszer elemek szamos kozelben
talalhatd gén transzkripcidjara hatassal lehetnek, igy elképzelhetd, hogy a
mutans fenotipusa tobb gén megvaltozott mitkodésének az eredménye. Funkcio-
nyeréses allélok eldallitdsara kitlinden alkalmazhaté a novények random cDNS
konyvtarral torténd genetikai transzformacidja is. A véletlenszertien beépiilt
cDNS szélak taltermelése dominans fenotipust eredményezhet, amely megfeleld
genetikai sziiréssel azonosithatd. A beépiilt cDNS konstitutiv tultermelése
megnehezitheti az érintett gén vizsgalatat, ugyanis eléfordulhat, hogy a magas
transzkripcionalis aktivitas csokkent életképességet, pollen sterilitast vagy
embrid letalitast okoz. Bizonyos stressz valasz gének konstitutiv kifejezédése
csokkentheti a sejtosztodast és torpe, steril ndvényeket eredményezhet (Kasuga
et al. 1999, Nat Biotechnol, 17: 287; Gilmour et al. 2000, Plant Physiol,
124:1854).

Egy 1) genetikai rendszert fejlesztettiink ki, amely alkalmas stressz
valaszokat szabdlyzo ismeretlen gének azonositasara. Megalkottunk egy
szabalyozott miikodésii cDNS tultermeld rendszert; Gateway modszerrel
Arabidopsis cDNS konyvtéarat klonoztunk a kémiailag indukédlhato pER8-GW
transzformacios vektorba (Zuo et al. 2000. Plant J, 24: 265). A cDNS
konyvtarat olyan Arabidopsis ndvényekbe juttattuk be, melyek tartalmaztak az
ADHI-LUC riportergént, igy genetikai sziiréssel az alkohol dehidrogenaz 1
(ADHI) stressz valasz gén transzkripciondlis szabdlyozasaért felelds géneket

azonositottunk.



CELKITUZESEK

A munkdm célja egy genetikai stratégia kidolgozdsa volt, mely sikeresen
alkalmazhato ismert stressz valasz gének transzkripcionalis szabalyozdsanak
tanulmanyozasara. A rendszer két komponensbdl all. Az egyik a stressz valasz
gén promodter €s a mogé kapcsolt riportergén, a masik egy szabalyozott

mikodésti random cDNS konyvtar.

* transzformacio kompetens Arabidopsis cDNS konyvtar megalkotasa;

* az ADHI prométer klonozasa és szentjanosbogar luciferdz génhez
kapcsoldsa (ADHI-LUC);

* az ADHI-LUC riporter konstrukci6 Arabidopsis novényekbe juttatasa és
kifejeztetése;

* az ADHI-LUC transzgént tartalmaz6 Arabidopsis novények ujra
transzformaldsa a cDNS konyvtarral;

* olyan c¢DNS-ek azonositasa, melyek tultermelése az ADHI-LUC
riportergén aktivitdsanak megvaltozasat idézik eld;

* legalabbb egy, az ADHI1 gén aktivaciojaért felelds faktor jellemzése.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

* Arabidopsis thaliana in vitro és in vivo termesztése;

* Arabidopsis Agrobaktérium kozvetitett genetikai transzformadcioja,
transzgenikus novények szelekciodja;

* DNS enzimatikus modositasan alapulé molekularis klonozasi technikak;

* Novény genomi DNS ¢és 0ssz-RNS tisztitasa;

* Gén kifejezddés vizsgalatok: szemikvantitativ és valos idejii RT-PCR;



* In vivo luciferaz enzim aktivitads mérés €p csiranovényekben;
* Hisztokémiai festésen alapuld vizsgalatok (GUS riportergén aktivitas,

alkohol dehidrogendz enzim aktivitas).

EREDMENYEK

1. Létrehoztunk egy Arabidopsis c¢cDNS koényvtarat, €s az Gsztradiol
indukéalhato pER8-GW plazmidba klonoztuk. A pER8-GW/cDNS
konyvtarat Agrobaktérium sejtekbe transzformaltuk, igy alkalmassa valt,
cDNS-ek megszekvendlasa szerint a cDNS populacio tobb mint a fele
teljes hossziisagl. A késébbiekben tovabbi cDNS-ek megszekvenaldsaval

hasonl6 aranyokat kaptunk.

2. A specifikus stressz jelatvitel kozvetitésének tanulméanyozéasa céljabol,
eldallitottuk az ADHI-LUC riportergént, amiben a stressz ¢és ABS
indukalhato Arabidopis alkohol dehidrogenaz 1 (ADH1) gén promoterét a
szentjanosbogar luciferaz génnel kapcsoltuk 0Ossze. Transzgenikus
Arabidopsis novényeket allitottunk eld, melyek tartalmaztdk az ADHI-
LUC gént, és utddaikbol olyan vonalakat kerestiink, melyek ABS kezelés
hataséra riportergén aktivitdst mutattak. Kivalasztottuk a 16-os vonalat,
ami ABS kezelés nélkiil viszonylag alacsony luciferdz aktivitast mutatott,
viszont ABS kezelés hatasara a mérhetd biolumineszcencia szintje
nagymertékben feler6sodott. Ebbdl a vonalbol homozigéta vonalat
(ADH-LUC) Aallitottunk eld. Az ADH-LUC vonal tovabbi tesztelése
soran, az ABS kezelés mellett a NaCl, mannitol, szachar6z és hidrogén-
peroxid kezelésekkel is elé tudtuk idézni a luciferdz aktivités

nagymeértékli novekedését. Az ABS kezelés és stressz hatisara



bekdvetkezd bioluminszcencia valtozasok hasonld jellegliek voltak,
azonban az ABS gyorsabban valtotta ki a riportergén aktivitasdnak

novekedését.

. Az ADHI gén transzkripcids szabdlyozdsaban résztvevd gének
azonositasa érdekében az ADHI-LUC riportergént hordoz6 ADH-LUC
vonalat transzformaltuk az indukdlhatd expresszidju cDNS konyvtarral.
A utodgenerdcidban olyan ndvényeket kerestiink, melyben az ADHI-
LUC riportergén aktivitasat, ABS vagy stressz hatas nélkiil is indukalta az
Osztradiol kezelés. Tobb transzformalt vonalat taldltunk megnovekedett
luciferaz aktivitassal. Két vonalat azonositottunk, melyekben a

riportergén miikodés valtozdsa egyértelmiien a cDNS o0sztradiol altali

crcr

. Az ADH/121 vonal biolumineszcenciaja ABS kezelés utan hasonld
modon novekedett mint a cDNS inszerciét nem tartalmazé ADH-LUC
vonalban. Az 6sztradiol hatasara azonban a luciferaz aktivitas fokozodas
lassabb ¢€s eltérd jellegli volt. Az ABS és Osztradiol kombinalt kezelések a
riportergén muikodésének nagymértékii novekedését idézték eld, amely
sokaig fennmaradt, un. szinergisztikus hatasuk volt. Valos idejii RT-PCR-
rel bebizonyitottuk, hogy az ADH/121 ndvények ABS és Osztradiol
kezelése az ADHI mRNS mennyiségét is megnoveli. Hisztokémiai
festéssel kimutattuk, hogy az indukalt cDNS fokozta az ADH1 enzim

mukodését.

. Azonositottuk az ADH/121 vonal cDNS inszertjét. A cDNS a RAP2.12
(related to apetala 2) fehérjét kodolja, ami egy AP2/ERF tipust
transzkripcios faktor. A RAP2.12 hatasdnak tovabbi tesztelés¢hez a

megklonozott cDNS-t ismét pER8-GW expresszids vektorba épitettiik és



novényekbe transzformaltuk. Az utdodok vizsgélata soran, az Osztradiol
kezelés kovetkeztében hasonld riportergén aktivaciot tapasztaltunk, mint

amilyet az ADH/121 vonal esetében lattunk.

. Szemikvantitativ  RT-PCR reakcioval bemutattuk, hogy az ADH/121
vonalban a RAP.12 mRNS szintje Osztradiol fiiggden emelkedik, de az
ABS kezelés nem indukalja.

. Az ADHI promoter ¢és a RAP2.12 faktor kolcsonhatasanak
tanulmanyozasa érdekében az ADH/121 ndvényeket olyan ADHI-GUS
riportergén  konstrukciokat tartalmazé novényekkel kereszteztiik,
melyekben a GUS riportergén elé épitett ADH1 promoter ismert
transzkripcios  faktor kotdhelyeit elrontottdk vagy  deléciokkal
eltavolitottak. Az 0Osztradiol indukcid GT, GC és G-BOX elemek
hianyaban is képes volt az ADHI prométer vezérelt GUS enzimaktivitas

kivaltasara.

. A RAP2.12 fehérjével nagy szekvencia homoldgiat mutatd RAP2.2 és
RAP2.3 fehérjét kddolo cDNS-eket pERS-GW expresszids vektorba
klénoztuk és ADH-LUC ndvényekbe transzformaltuk. A RAP2.2 és
RAP2.3 faktorok is képesek voltak a riportergén aktivitds fokozéasara
Osztradiol indukcidt kovetden, ami arra utal, hogy a géncsalad tobbi

tagjanak bioldgiai funkcidja hasonld, illetve atfedo lehet.

. A Genevestigator microarray adatbdzisban kozétett adatok alapjan,
Osszehasonlitottuk az Arabidopis kiilonb6zd szerveiben, szoveteiben és
fejlodési allapotaban, illetve kiilonb6zd hormon és stressz kezelések utan
detektalt RAP2.2, RAP2.3 és RAP2.12 gének kifejez6désének mintdzatat.
A RAP2.3 nagyon alacsonyan fejez6dik ki a novény fejlédésének



kiilonboz0 szakaszaiban, és a kiilonbozo szervekben, szovetekben
egyarant. A RAP2.2 ¢és RAP2.12 génkifejez0dés mintdzata nagyon
hasonl6 szerv és szovet szinten, féleg az érett és csiraz6 magokban, a
hipokotilban és levélszarban fejezddnek ki. Az etilén kezelés a RAP2.2 és
RAP2.3 gének kifejez6dését indukalja a RAP2.12-ét nem.

Az eredményeink alapjdn arra kovetkeztettiink, hogy az ERF tipust
transzkripcids faktorok 1s részt vesznek az ADHI stressz vélasz gén

transzkripcionalis szabalyozasaban.
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