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3. Bevezetés

Mint minden ¢€161ény, a ndvények is szamtalan olyan kornyezeti hatdsnak vannak
kitéve, melyek szaporodési és novekedési folyamataikat kedvezotleniil befolyésoljak.
Helyhezkdotott életmdodjukbol addddan a valtozo életkoriilményekhez anyagceseréjiik és
fejlodésiik folyamatos valtoztatdsdval tudnak alkalmazkodni. Ennek koszonhetden a
novények egyedfejlodési programja sokkal rugalmasabb, mint az allatoké, melyre kivalo
példa a szomatikus embriogenezisre vald képességiik. Mig az allati szervezetekben a
teljes organizmus egyedfejlddési programjanak lefuttatasat csak a megtermékenyitett
petesejt képes elinditani, addig a novényekben a mar differencialoédott testi sejtek is
képessé tehetoek erre, megfelelé koriilmények biztositasa esetén. Ezekrdl a
koriilményekrdl altalanossagban elmondhatjuk, hogy a ndvényekben/sejtekben erdteljes
stresszvalaszt valtanak ki.

Laboratériumunkban nagy multra tekint vissza a tenyésztett lucerna
levélprotoplasztokban indukdlt szomatikus embridgenezis kutatdsa. Egy lucerna
genotipus a Medicago sativa ssp. varia A2, levélprotoplaszt eredetli sejtjei megfeleld
novekedésszabalyozokat tartalmazd tenyészoldatban hamar Gjraszintetizaljak a sejtfalukat
¢és osztddni kezdenek. Tovabbi fejlédésiik szempontjabol meghatarozo jelentdségii az
alkalmazott auxinanalog, 2,4-diklorfenoxi ecetsav (2,4-D) koncentracidja. Alacsony
koncentracioban adva ezt a ndvekedésszabalyozé vegyiiletet, a sejtek megnyulnak, nagy
kozponti vakudlumot hoznak 1étre, és az osztodas sordn keletkezd hasonld méretli és
létre. Ezzel szemben magas dozisu 2,4-D hatasara a sejtek kisméretiiek maradnak, stirti
citoplazmajiva valnak tobb apré vakudlummal, ¢és asszimmetrikus sejtosztodas
kovetkezik be (a két lednysejt mérete lényegesen eltér), hasonldéan a zigdta elsd
osztodasdhoz. Az igy kialakuld polaritas alapot ad az embridgenezis folyamatanak
megvaldsulasahoz, egészen hasonlo fejlodési fazisokat kovetve, mint ami az ivaros
megtermékenyitésbdl szarmazo embriok esetében figyelhetd meg.

Hogy jobb betekintést nyerhessiink azon eseményekbe, melyek az A2 varidns

lucerna levélprotoplaszt eredetii embriogén sejttipus kialakulasdhoz vezetnek, egy PCR



alapti cDNS kivonas ,,cDNA subtraction” modszert alkalmaztunk. A kisérlet célja az volt,
hogy a levélprotoplaszt eredetli sejtekben azonositsuk azokat a géneket, melyek
magasabb szinten expresszalédnak a 10 uM 2,4-D-vel kezelt mintdkban az 1 uM 2,4-D-
vel kezeltekhez képest. Az azonositott gének szomatikus embriogenezissel valo
kapcsolatat egyéb rendszereken végzett tovabbi génkifejezOdési vizsgalatokkal is
megkiséreltiik alatamasztani. Igy a génkifejez6dés 2,4-D koncentracio fiiggését egész
lucerna leveleken is vizsgaltuk, ahol a fiatal leveleket 1 és 10 pM 2,4-D tartalmu
folyadék tapkozegben usztattuk 4 napig. Ezenkiviil az azonositott gének relativ
génkifejezodését egy fiiggetlen kisérleti rendszerben is megvizsgaltuk. Ebben az esetben
a szomatikus embriogenezis rendszerben, naftilecetsav (NES) jelenlétében tenyésztett
lucerna (Medicago sativa ssp. sativa cv. Rambler) sejteket iigynevezett mikrokalluszokat
kezeltiink 100 uM 2,4-D-vel egy oran at, ami hat hét elteltével szomatikus embriok
tomeges megjelenéséhez vezetett. Ezt a tenyésztési rendszert Gyorgyey Janos (MTA
SZBK) dolgozta ki ¢s az RNS mintdkat ¢ bocsatotta rendelkezésiinkre (Gyorgyey és
mtsai. 1991).

Az azonositott gének koziil az expresszidos mintazat és a feltételezett funkcio
alapjan kivalasztottunk egy, gyakorlati szempontbdl igéretesnek itélt lucerna cDNS-t,
melyet az emberi oxidation resistance 1 (OXR1) génnel valé homoldgidja alapjan
,Oxprot”-nak neveztiink el. Késobbiekben kiterjesztettiik vizsgalatainkat a ladfiiben
(Arabidopsis thaliana) talalhaté homoldg génekre is, igy megkiilonboztetésiil a lucerna
gént MsOxprot-nak, a ludfii homologot pedig AtOxprot-nak neveztiik el. Feltételeztiik,
hogy a génnek szerepe lehet a ndvényeket érd oxidativ stressz kivédésében, igy a gén
relativ kifejezddését kiillonbozo stressz koriilmények kozott vizsgaltuk, hogy kozelebb
jussunk funkcidjanak megismeréséhez. Dolgozatomban e gének jellemzése soran elért

eddigi eredményeinkrdl is beszamolok.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Embriéfejlodés testi sejtekbbl

Csupan a novényekre jellemzd az a képesség, hogy differencialodott testi, Un.
szomatikus sejtjeikben elindithaté az embridgenezis programja. Ez az Un. szomatikus
embriogenezis a természetben spontan is eléfordul bizonyos fajok, mint pl. Kalancho&
sp., Bryophillum sp. (Yarbrough 1932) vagy Malaxis sp. (Taylor 1967) esetében, ahol a
levelek szélén fejlédnek embriok, majd névények. A folyamat azonban sok ndvényfaj
esetében csak mesterségesen valthato ki, in vitro koriilmények kozott (attekintésként pl.
Thorpe 1995). In vitro szomatikus embriogenezist els6ként sargarépa esetében figyeltek
meg (Reinert 1958, Steward €s mtsai. 1958). Az eltelt évtizedek soran szdmos mas
novényfaj esetében sikeriilt a szomatikus embriogenezis elinditasara alkalmas
kortilményeket kidolgozni. A kisérleti tapasztalatok alapjan nyilvanvald, hogy sem a
szomatikus embriogenezisre vald képesség, sem az embriogenezis programjanak
elinditasat kivalté korilmények nem altaldnos érvénylieck a novények kozott. Mig
bizonyos fajok esetében a szomatikus embridfejlédés konnyen ¢és hatékonyan
eldidézhetd, mas fajokndl évtizedes kutatdsok sem vezettek eredményre. Mig egy adott
kezelés az egyik faj esetében rendkiviil hatékony az embriogén fejlddési valasz
kivaltasaban, teljesen hatastalan egy masik faj egyedeinél, amelyek viszont rendkiviil jol
reagalnak egy eltéré kezelésre. Altalanos kovetkeztetések levonasa tehat nagyon nehéz.
Az alabbiakban megkisérlem attekinteni a szomatikus sejtek embriogén sejtté¢ valdsanak

legfontosabb kérdéseit.

4.1.1. Az embriogén potencial

Az embriogén képesség vagy potencial alatt egy adott ndvényi genotipus (faj,
fajta, egyed), illetve explantum azon tulajdonsdgainak Osszességét értjiik, amely

megfeleld belsd vagy kiilsé koriilmények teljesiilése esetén megengedi, hogy differencialt



sejtekbdl embriogén sejtek fejlddhessenek (Fehér és mitsai. 2005). A szomatikus
embriogenezisre valo képesség kétségteleniil genetikailag meghatarozott. Egy adott fajon
beliil is léteznek embriogén €s nem-embriogén genotipusok. A genetikai 6roklodést
bizonyitjak azok a keresztezési kisérletek is, melyek sordn a képességet, illetve az azért
felelds géneket, sikeriilt atvinni embriogén fajtdkbol nem-embriogén fajtdkba (Bowley és
mtsai. 1993, Kielly és Bowley 1992, Moltrasio és mtsai. 2004). Az utobbi években
szamos olyan faj/genotipus esetében dolgoztak ki hatékony szomatikus embriogenezis
kivaltasara alkalmas kisérleti rendszert, amelyek kordbban ebbdl a szempontbol teljesen
reménytelennek tlintek (Krishna Raj és Vasil 2006). A siker gyakran a megfeleld
kiindulasi allapot (fejlédési allapot, explantum tipus) és az alkalmazott kezelések,
tenyésztési koriilmények fliggvénye. Ezért ugy tlinik, hogy a genetikai hattér elsdsorban
azt hatdrozza meg, hogy az embriogén képesség hol, mikor és milyen koriilmények
kozott nyilvanulhat meg.

Szomatikus embridk elméletileg barmely novényi szerv, illetve szovet sejtjeibol
fejlédhetnek. Ez a gyakorlatban is igy van, példdul néhany magas embriogén képességgel
rendelkezd sargarépa vagy lucerna genotipus esetében. A ndvényfajok/genotipusok
tobbségében azonban a képesség bizonyos fejlédési allapotokra és bizonyos szovetekre
korlatozodik. A kisérleti tapasztalatok arra mutatnak, hogy van egyfajta ,.embriogén
képesség gradiens” a novényi szervek kozott (Mashayekhi és Neumann 2006). Az
embriogén valasz a legerdteljesebb az embrio eredetli szovetekben és egyre csokken a
hipokotil, levélnyél, levél, gyokér esetében. Az embriogén potencial a ndvények
egyedfejlddése soran is fokozatosan csokken. A csokkenés mértéke fajtol fiigg, de ebbdl
a szempontbol jelentés kiilonbség van példaul az egy-, illetve kétsziklieck kozott. Az
egyszikii ndvényekben az embriogén képesség szinte teljes mértékben az embrio, illetve
merisztéma eredetli szovetekre korlatozodik pl.: éretlen embridra, a magra, illetve a
levélalapra (Gramineae); levélcsticsra (Orchideaceae), hagymara (Liliaceae) (Krishna Raj
és Vasil 2006).

Az egy-, illetve kétszikiieck kozotti fenti kiillonbség az eltérd egyedfejlodési
programjuknak tulajdonithatdé. Az egyszikii novények sejtjei az egyedfejlédés soran
koran és gyorsan differencidlodnak és elvesztik mitotikus és embriogén képességiiket

egyarant, melyek természetesen szoros kapcsolatban allnak egymassal: sejtosztddas
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nélkiil nincs lehetdség az embriogenezis programjanak elinditdsara. Kimutattdk azt is,
hogy a fiatal-felnétt (,,juvenilis-adult™) atmenet szabalyozasa is eltér az egy- és kétszikii
novények kozott (Chuck és Hake 2005).

Az embriogén képesség sok esetben fenntarthato vagy visszanyerhetd,
amennyiben a megfeleld explantumbol, adott koriilmények kozott (pl. magas 2,4-D
koncentracio) in vitro sejttenyészetet (embriogén sejtkultirat) hozunk 1étre. Ezekben az
esetekben a differencialt testi sejtbdl eldszor dedifferencialt kallusz sejt fejlédik, amely
megfeleld koriilmények hatdsdra az embriofejlédés utjara Iéphet. Ez a szomatikus
embriogenezis kozvetett Utja, szemben a differencialt sejtbdl kozvetleniil elinduld

embridfejlodéssel.

4.1.2. Az embriogén sejt

Az embriogén kompetencia a sejteknek az a tulajdonsaga, melynek kdszonhetden
megfeleld szignalok hatasara képesek embridova fejlédni (Halperin W 1995). Ezek a
sejtek egyfajta atmenetet képeznek a differencialt testi sejt és az embriogén sejt kozott
(Toonen és mtsai. 1994).

Egy adott explantum nem minden testi sejtje 1ép az embridfejlodés utjara még a
legoptimalisabb feltételek esetében sem, az azonos genetikai hattér és kiilsé koriilmények
ellenére sem. Az embriogén kompetencia csak a sejtek egy kisebb vagy nagyobb
hényadaban alakul ki, és igy az egyedi sejt szintjén értelmezhetd. Altalanossagban véve
elmondhat6, hogy a differencidlt sejtek specidlis funkcidinak elvesztése
(dedifferencidcid) az embriogén kompetencia kialakuldsanak alapfeltétele. Ez teszi a
sejteket képessé¢ arra, hogy az 1) egyedfejlodési szignalra fejlédési programjuk
megvaltoztatasaval reagaljanak.

Az embriogén sejt fogalman mar azt a sejttipust értjiik, mely tovabbi kiilsé szignal
(pl. novekedésszabalyozo) hidnyaban is képes az embridfejlédési program lefuttatdsara
(de Jong és mtsai. 1993). Azt, hogy a kompetens sejt mikor valik embriogén sejtté, az
esetek tobbségében nagyon nehéz eldonteni.

Az embriogén sejtek vizsgalata soran a kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben feltartak

olyan jellegzetességeket, melyek tobbé-kevésbé altalanosnak mondhatéak. A
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tulajdonsdgok némelyike mar az embriogén kompetencia kialakuldsakor megjelenik, a

kompetens sejtek armeneti jellegébdl kovetkezden.

4.1.2.1. Morfologia

A sargarépa (Daucus carota L.) szomatikus embriogenezisének vizsgalatara
legelterjedtebb modszer soran hipokotil darabokbol sejtszuszpenziot inditanak 2,4-D
jelenlétében. Néhany hét elteltével a tenyésztett sejtekbdl Uin. pro-embriogén sejtkolonidk
(,,proembriogen cell mass”, PEM), majd 2,4-D megvonasat kovetden ezekbdl szomatikus
embridk fejlodnek (de Vries és mtsai. 1988). A sejtszuszpenzids kulturaban kezdetben
alapjan 6t csoportba sorolhatéak. Minden csoportban voltak embriogén kompetenciaval
rendelkezd sejtek, amit az egyedi sejtek sorsat mikroszképos video felvételeken
nyomonkovetve allapitottak meg (Toonen és mtsai. 1994). A legtobb embrid abbol a
sejtfrakciobol keletkezett, melyben kicsi, kerek, stirli citoplazmaji sejtek voltak. Egy
masik megkozelitést alkalmazott Nomura és Komamine (1985), akik siirliség gradiens
centrifugalassal frakcionaltdk a sargarépa sejtkultira sejtjeit. Ok is azonositottak egy
kisméretii, izodiametrikus, strii citoplazmaju sejtekbdl allo csoportot, melynek tagjai
90% haté¢konyaggal voltak képesek embriova fejlddni. Ezt a frakciot ,,State 0” embriogén
kompetens sejteknek nevezték el, ami 2,4-D jelenlétében ,,State 1” embriogén sejtté
alakult (Nomura és Komamine 1995). Szintén sargarépa esetében figyelték meg azt, hogy
az embriogén kompetens sejtekre jellemzd serk gén (lasd részletes leirasat késébb)
kifejezddése 2,4-D kezelt hipokotilbol szarmazo sejtszuszpenzidban csak egy korlatozott
szamu, ovalis vagy haromszog alaku sejtben volt megfigyelheté (Schmidt és mtsai.
1997). Ugyanakkor a sargarépa serk gén megfeleldjének a kifejezddése gytisziivirlig
(Dactylis glomerata L.) levél explantum sejtekben csak a fentebb mar leirt, kisméretii,
kerek, stirii citoplazmas sejtekben volt megfigyelhetd, bar sejtkulturaban egyes megnyult,
vakuolizalt sejtek is kifejezték a markert (Somleva €és mtsai. 2000).

A séargarépa sejtek sorsat egy sejtfelszini marker, a JIMS sejtfal epitop (lasd alabb),

segitségével nyomonkovetve Pennel és munkatarsai (1992) megallapitottak, hogy az
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epitopot hordoz6 sejtek egy atmeneti (kompetens) sejtallapotot képviselnek. Ezek a sejtek
embriogén kompetencidval még nem rendelkezd sejtekbdl fejlédnek, sorsukat tekintve
pedig vagy megnyulnak ¢és elpusztulnak, vagy osztddnak é€s létrehozzak az epitdpot mar
nem expresszald embrid inicialis sejtet.

Lucerna esetében sejtkultirak frakcionaldsa nem vezetett olyan egyedi sejtek
azonositasdhoz, melyek embriogén kompetenciaval rendelkeznek (Xu és Bewley 1992),
de a 224-500 um méret frakcidba tartozd sejtkolonidk kicsiny, izodiametrikus, sri
citoplazmas sejtekbdl alltak és képesek voltak embridova fejlddni. Hasonld megfigyelést
tettek Picea abies esetében (Filonova és mtsai. 2000). Az A2-es lucerna varians
levélprotoplasztok megfeleléen magas (>10 uM ) 2,4-D koncentracié mellett szintén
embriova fejlédnek (Bogre és mtsai. 1990, Dudits és mtsai. 1991, Otvos és mtsai. 2005,
Pasternak és mtsai. 2002), megfeleléen alacsony 2,4-D koncentracié (<1 uM) mellett
viszont differencidlatlan sejtkolonidkat hoznak 1étre. Az elsd esetben a protoplasztokbodl
fejlodo sejtek kisméretiiek, izodiametrikusak és siirli a citoplazmajuk, a masodik esetben
megnyultak és vakuolizaltak.

Cikoria (Cichorium hybrid ’474°) levél sejtekbdl kozvetleniil, kallusz fazis
kozbeiktatddasa nélkiil fejlddnek szomatikus embridk (Dubois és mtsai. 1991). Az
embriogén kompetens sejteket ebben az esetben is siirli citoplazma jellemzi. Jellemzd
még ezekre a sejtekre a vakuolum fragmentidlodasa és a kozponti helyzetii sejtmag
(Blervacq ¢és mtsai. 1995). A sejtmag centralis helyzetét embriogén kompetens kukorica
sejtek esetében is megfigyelték, azt is megéllapitva, hogy a sejtmagot radialis

mikrotubulus, illetve aktin szalak rogzitik (Samaj és mtsai. 2003).
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4.1.3. Az embridfejlodés elinditasa testi sejtekben

Bar szomatikus embriogenezis egyes ndvényfajokban spontin is eléfordul, a
legtobb novényfaj esetében csak megfeleld in vitro korilmények biztositasa esetén,
mesterségesen idézhetd eld. Ez magaban foglalja a ndvény egy részének (explantum)
eltavolitasat a novényrdl és mesterséges tapkozegbe helyezését. Ez a koriilmény kétséget
kizaréan jelentésen hozzdjarul, bar nem elégséges ahhoz, hogy a sejtekben egy 1j
egyedfejlodési program indulhasson el. A differencialt névényi szovetet kiszakitva a
teljes szervezetbdl, amellett, hogy megszlinik a tdpanyag ellatottsag, elmaradnak a tobbi
szervbol, szovetbdl szarmazo egyedfejlodési szignalok is. Mivel a ndvényekben a sejtek
valo kapcsolatuk (,,poziciondlis informaci6”) hatdrozza meg (van den Berg ¢€s mitsai.
1995, 1997), a sejteket eltavolitva a novénybdl, azok mintegy felszabadulnak a
ndifferencidcios kényszer” aldl (,,dedifferencialodnak™), és képessé valnak 01j szignalokra
reagalva 1j egyedfejlodési programot elinditani. A ndvényeknek ez a sajatossidga a
novények in vitro vegetativ szaporitdsanak és a ndvényi sejt-, €s szovettenyésztési
technikaknak az alapja.

A ndvényi sejtek in vitro életben tartdsdhoz az esetek tobbségében a tapanyagok
mellett novekedésszabalyozo anyagok (hormonok) is sziikségesek, elsdsorban auxin és
citokinin. Az auxin ¢és citokinin egyebek mellett a ndvényi sejtek osztédasanak is legfobb
szabalyozoi, a dedifferencialt sejtek hosszl tavi €életben tartasa pedig 0sszefiigg osztodasi

képességiik fenntartasaval.

4.1.3.1. A szomatikus embriogenezis hormonalis szabalyozasa

A novények egyedfejlédése soran a kiillonb6zo fejlodési fazisok kozotti atmenetek
szabalyozasaért a ndvényi hormonok feleldsek, s ezek koziil a legéltalanosabb az auxinok
szerepe. gy van ez a szomatikus embriogenezis esetében is, amely az esetek tilnyomo

tobbségében kiilsé auxin hatdsara indul el a sejtekben (attekintésként Dudits és mitsai.
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1991, Yeung 1995). Azonban elindulhat in vitro embriofejlodés a testi sejtekben spontan,
kiilsé hormonkezelés nélkiil (Choi és mtsai. 1998), vagy egyéb hormonok, pl. citokinin
(Sagare és mtsai. 2000), abszcizinsav (Nishiwaki €s mtsai. 2000) hatasara is. A hormonok
helyett hasznalhatok mas indukalé dgensek is, mint példaul magas cukorkoncentracid
vagy ozmotikus stressz (Kamada és mtsai. 1993), nehézfémstressz (Kiyosue ¢és mitsai.
1990), magas hémérséklet (Kamada és mtsai. 1989).

Az indukal6 agensek széles kore azt jelzi, hogy a szomatikus embriogenezis nem
tekinthetd egy specifikus kiilsd szignélra adott specifikus valasznak. Feltételezhetd, hogy
a fenti kezelések a sejtekben azonos belsd folyamatokat inditanak el, melyek végsd soron
azonos valaszhoz, embriofejlodéshez vezetnek. Ezek a belsé folyamatok kapcsolatban
lehetnek példaul a sejtek hormonalis szabalyozasaval.

A belsé hormonszinteket vizsgalva tobb faj és explantum esetében megfigyelték,
hogy a magasabb endogén auxin (indolecetsav, IES) szint magasabbszintli embriogén
valasszal jar egyiitt (Ivanova ¢és mtsai. 1994, Jimenez és Bangerth 2001a, 2001b, 2001c,
Michalczuk és Druart 1999, Rajasekaran és mtsai. 1987, attekintésként Jimenez 2005,
Jimenez és Thomas 2006). Mas esetekben azonban nem allapitottak meg hasonlo
korreléciot, és az eredmények ellentmondéasossaga nem teszi lehetévé az altalanositast.

Sargarépa sejtekben, az embriogenezis indukaldsara alkalmazott 2,4-D kezelés
nagymennyiségii endogén indolecetsav (IES) felhalmozodasat eredményezte (Michalczuk
L és mtsai. 1992a, 1992b). A szerzok feltételezték, hogy a megnodvekedett endogén
auxintartalomnak fontos szerepe van az embriogén fejlddés elinditasaban. A belsd 1IES
szint atmeneti emelkedését figyelték meg éretlen embriobol szdrmazd napraforgo
explantumokban szomatikus embriogenezist indukald koriilmények kozott (Charriére és
mtsai. 1999). Az auxinkoncentraci® maximuma egybeesett azzal az idOponttal, amit
kovetden az embridfejlddés programja viszavonhatatlannd valt. Ebben a kisérleti
rendszerben a belsé auxin szintet immuno-citokémiai modszerekkel is nyomonkovették
az indukciot megel6zden, az alatt, és azt kovetden, ami megerdsitette, hogy a belsé auxin
szint megemelkedése lehet az a szignal, ami elvezet az embriogén program
aktivalodasdhoz (Thomas €és mtsai. 2002). Az endogén auxinszintnek az embriofejlédés

elinditasaban bet6ltott fontos szerepét alatdmasztja az a megfigyelés is, hogy a sargarépa
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zigbdtaban a megtermékenyitést kovetden szintén lezajlik egy jelentds dtmeneti auxinszint
emelkedés (Ribnicky és mtsai. 2001).

Szamos kisérleti adat utal az auxin mellett egy masik névényi hormonnak, az
abszcizinsavnak (ABS), a szomatikus embriogenezis elinditasdban betoltott szerepére
(attekintésként Jimenez 2005). Sargarépa csirandvények testi sejtjeiben ABS
alkalmazasaval kivalthato az embriogén valasz (Nishiwaki és mtsai. 2000). Eretlen
embrio eredetli napraforgd (Helianthus annum L.) explantumokban ABS alkalmazasa
megemelte a belsé IES szintet és embriofejloddést eredményezett olyan koriilmények
kozott is, amikor egyébként ez nem kdvetkezik be (Charriére és mtsai. 1999). Ivanova és
munkatarsai (Ivanova és mtsai. 1994) forditott Osszefliggést figyeltek meg lucerna
(Medicago sativa L. ssp falcata) fajtdk embriogén potencialja és endogén ABS tartalma
kozott. Ezek a megfigyelések arra is felhivjdk a figyelmet, hogy a kiilsd és belsd
hormonkoncentracié valtozasok altal kivaltott reakciok eltéroek, akar ellentétesek is
lehetnek (pl. eleve magas belsd ABS szint gyengébb valaszt eredményezhet kiilsé
hormonalis vagy stressz hatasokra).

A belsé ABS szintnek a szomatikus embriogenezis korai szakaszéban betoltott
kozvetlen szerepét jelzik azok a kisérletek, melyek sordn dohdny (Nicotiana
plumbaginifolia) protoplaszt eredetii sejtekben a belsé ABS szintet manipuléltak (Senger
¢s mtsai. 2001). Az endogén ABS szint csokkentését tobbféle modon érték el: ABS
ellenanyag egylancu variabilis fragmentjét (anti-ABS scFv) fejeztették ki transzgenikus
dohany ndvényekben, ABS szintézis gatlot, fluoridont hasznaltak, illetve az abal és aba2
ABS szintézis mutansokat hasznaltdk a vizsgalatokhoz. A protoplaszt eredetli Nicotiana
plumbaginifolia sejtekbdl megfeleld koriilmények kozott szomatikus embriok fejlédése
indul el. Azonban az 6sszes olyan fent leirt esetben, ami csokkent bels6 ABS szintet
eredményezett, a morfogenezis megakadt a pre-globularis embri6 stddiumot megeldzden.
Kiils6 ABS alkalmazasaval a gatlas visszaallithato volt (Senger és mtsai. 2001).

Egy harmadik ndvényi hormon, amelyet Osszefiiggésbe hoznak a szomatikus
embriogenezissel, a gibberellinsav (GS3), bar ebben az esetben a megfigyelések
ellentmondasosak (Jimenez 2005, Jimenez és Thomas 2006). GS3 kezelés gatolta pl.
sargarépa szomatikus embriogenezisét (Fujimura ¢és Komamine 1975, Tokuji és

Kuriyama 2003), de serkentette azt pl. csicseribors6 (Hita és mtsai. 1997) és lucerna
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(Rudus ¢és mtsai. 2002) esetében. Ugyanakkor a gibberellin 3-oxiddz enzim
transzkriptumanak felhalmozddasa szamos esetben egyiittjar a szomatikus embriogenezis
indukciojaval (Chugh ¢és Khurana 2002, Rensing és mtsai. 2005). Megfigyelték azt is,
hogy a gibberellin szintézis gatldsa aberraciokat eredményez a szomatikus embriok

fejlédésében (Mitsuhashi és mtsai. 2003).

4.1.3.2. GénKkifejezodés

A legnyilvanvalobb megkozelités a szomatikus embriogenezis soran aktivalodo
gének azonositasara szomatikus embridok és kallusz sejtek, illetve csirandovények
génkifejezddési mintazatanak Osszehasonlitdsa. Ez a megkdzelités elvezetett szamos, a
szomatikus embriok kiilonbozé fejlodési fazisaiban specifikusan kifejez6dé gén
azonositasdhoz, de nem nyujtott informéciét az embriogén képesség kialakulasaval
kapcsolatos folyamatokrdl (Dong €s Dunstan 1996, Dong és Dunstan 1999, Lin és mtsai.
1996, Zimmerman 1993).

Eppen ezért, szamos probalkozas tortént killonbozé kisérleti rendszerekben az
embriogenezist kivaltd tényez6 altal okozott génkifejezddési valtozasok feltérképezésére.
A sargarépa szomatikus embriogenezisének kisérleti rendszere esetében az indukcid
idejének meghatdrozasa nagyon nehéz, mert a sejtek hetekig 2,4-D jelenlétében fejlodve,
un. proembriogén sejtkolonidkat hoznak 1étre. Ezek tovabbfejlodését a 2,4-D gatolja és az
embridfejlodés a 2,4-D eltavolitasat kovetden, hormonmentes tapoldatban zajlik (de Vries
¢s mtsai. 1988). Sato és munkatarsai (1995) a ¢cDNS kivonas (szubsztrakcid) modszerét
3-napja mar hormonmentes tapkozegben fejlédé proembriogén sejtkolonidk mRNS
készletével. A 9 azonositott gén koziil azonban a visszaellendrzéseket kovetden csak egy
volt valoban specifikus az embriogén kolonidkra. Ez a CEM6 jeli cDNS egy
glicingazdag fehérjét kodol, amelynek a sejtfalszintézisben lehet szerepe. A legkorabbi
génexpresszids valtozasok feltarasat tlizték ki célul Yasuda és munkatarsai (2001), akik a
differencidlisan megjelenitett reverz transzkripciés PCR (,,differential display RT-PCR”;

DDRT-PCR) technikat hasznaltdk embriogén és nem-embriogén sargarépa sejtkultarak
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mRNS készletének Osszehasonlitdsdra. Harom cDNS-t azonositottak. Az egyik altal
reprezentalt mRNS (#43) a szomatikus embriogenezis indukcidjat kovetéen nagyon
hamar megjelent, majd a globuldris embridkban eltlint. Jelen volt még a hipokotilban is.
Ez a ¢cDNS egy thaumatin-szerii fehérjét kodol, amelynek feltehetden a stresszvéalaszhoz
van koze. A mdasodik ¢cDNS (#93) mRNS-e a szomatikus embriogenezis indukcids
fazisan kiviil jelen volt a kés6bbi fazisokban és a sejtszuszpenzios kultiraban is. Ez a
c¢DNS egy prolingazdag fehérjét kodol. Hasonlo kifejez6dési mintazatot mutatott a #87
cDNS éatal reprezentalt gén is, de az altala kodolt fehérje funkcidja nem ismert.

Schmidt és munkatarsai egy un. ,hideg plakk” analizisbdl azonositottak egy
receptor kindz fehérjét, amelyet SZOMATIKUS EMBRIOGENEZIS RECEPTOR
KINAZnak (SERK) neveztek el (Schmidt és mtsai. 1997). A serk gén és terméke a
feltételezett receptor, illetve szabdlyozd funkcidja miatt tovabbi intenziv vizsgalatok
targyava valt. A sargarépa szomatikus embriogenezise soran a serk gén kifejezOdését
detektalni tudtdk az embriogén sejtkultirakban és a globularis stddiumi szomatikus
embriokban, de ezt kovetden az expresszidé megsziinik (Schmidt és mtsai. 1997). Az
embriogenezis szabdlyozdsasaban betoltott altalanos szerepére utal, hogy a zigotikus
embriokban is kifejezddik a korai globularis stddiumig bezéardlag, de nem detektalhato
semmilyen mas szovetben. A serk gén promoterét a luciferaz riporter génhez fizionalva
bejuttattak sargarépa sejtekbe és a sejtek sorsat video felvételekkel kovették (,,video cell
tracking”; Schmidt és mtsai. 1997). Ezzel a modszerrel igazoltak, hogy a serk gént (és a
serk:luciferaz génfuziot) expresszalo sejtek valdoban azok a sejtek, amelyek szomatikus
embriokka fejlédnek. A serk gén megfeleldjét azonositottdk ¢&s izolaltak ludfi
(Arabidopsis thaliana L.) cDNS konyvtarbol is (Atserkl; Hecht és mtsai. 2001). A ladfi
serkl génjének kifejezddése mar a megasporogenezis alatt megjelent €s az embridzsak
Osszes sejtjiében detektdlhatd volt a megtermékenyitésig, majd az embridban a sziv
stadiumig (Hecht és mtsai. 2001). Ezt kovetden a kifejez6dés nem volt kimutathato a
magban. A kifejlett novényben alacsony expressziot figyeltek meg a vaszkularis
edénynyaldbokban. Amennyiben a ludfii csiranévényeket auxint tartalmazo téptalajon
nevelték, hogy embriogén kalluszkultirdt hozzanak l1étre, a serk gén expresszidja
megjelent a hajtdscsucsban és a hipokotilban. A serk gén kifejez6dése tehat nem

korlatozodik az embriogén sejtekre ¢és embridkra, hanem olyan szdvetekben is
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megnyilvanul, amelyek alkalmasak embriogén sejtkulturdk 1étrehozasara (Hecht és mtsai.
2001). Az Atserkl gén kifejez6dése magas az ampl (altered morphogenesis) mutansbol
létrehozott sejtkultura sejtjeiben (Hecht és mtsai. 2001, Mordhorst €s mtsai. 1998). Ez a
sejtkultira megemelkedett embriogén képességgel rendelkezik. Ezek alapjan
feltételezték, hogy az AMP1 fehérje az embriogén fejlodés gatloja (represszora) és ezt a
hatast a serk gén kifejezodésének gatlasan keresztiil fejti ki a csirazast kovetden (Hecht és
mtsai. 2001).

A serk gén megfeleldinek kifejez6dését vizsgaltdk mas novényfajokban is. A
gylszivirdag (Dactylis glomerata L.) esetében, ahol szomatikus embriok fejlédhetnek
kozvetleniil a levélsejtekbdl, de embriogén kallusz sejtekbdl is, a serk gén kifejezodését
kis, gbmbalaku, strii citoplazmaju sejtekben detektaltak, amelyek sorsat nyomon kovetve
szintén igazolni tudtak, hogy ezek a sejtek embriova fejlddnek (Somleva és mtsai. 2000).
Azonban ebben a ndvényfajban a serk expresszi6 megmarad az embridé globularis
stadiumat kovetden is a merisztematikus régiokban.

Fentiek alapjan elmondhatd, hogy a serk gének csoportja olyan eltérd kinadz
fehérjéket kodol, melyek az embriogenezis szabalyozasaban kisebb-nagyobb specifitissal
vesznek részt.

A sargarépa mellett mas novények esetében is megkisérelték az embriogén sejtek
kialakulasaval kapcsolatos gének azonositasat. Ezek a kisérleti rendszerek abbol a
szempontbol igéretesebbnek tlintek, hogy az embriogén fejlddés elindulasa idében sokkal
behataroltabb. Egy magas embriogén potencidllal rendelkezd cikoria genotipus
(Cichorium hybrid ’474’) levélsejtjeibdl kozvetleniil fejlédnek embriok hormonkezelés
hatasara (Blervacq ¢és mtsai. 1995, Dubois és mtsai. 1991). A kezeletlen és a kezelt
levélszovet mRNS készletének Osszehasonlitdsa szdmos differencidlisan expresszalddo
gén azonositasdhoz vezetett. Ezek kozott tobb a korokoézokkal szembeni védekezésben
szerepet jatszo6 gén (pl. B-1,3-glukanaz gén) (Helleboid és mtsai. 1998) és egy nem-
szimbiotikus hemoglobin gén (Hendriks és mtsai. 1998) is szerepelt. Ezeknek a géneknek
a kifejez6dése a kezelések 4altal a sejtekben kivaltott stresszreakciokkal Iehet
kapcsolatban.

A lucerna (Medicago sativa L.) tobbek kozott azért alkalmas a szomatikus

embriogenezis kutatdsdra, mert szimos magas embriogén potencidllal rendelkezd és nem-
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rendelkezé genotipusa ismert. Ezek embriogén/nem-embriogén sejtkultarainak
Osszehasonlitasa hasznos informaciokkal szolgalhat az embriogén képesség kialakuldsa
szempontjabol is. Giroux ¢és Pauls (1997) egy cDNS konyvtar hagyomanyos differencial
szlirését végeztek el. Ehhez, méret szerinti elvélasztas alapjan feldusitott embriogén
sejtfrakciot hasznaltak. Harom igéretes cDNS klont azonositottak (aser/-3), amelyek
specifikusan az embriogén sejtekre voltak jellemzoek. A gének funkcidit nem vizsgaltak,
az egyik egy hidrofob fehérjét, a masik egy integralis membran fehérjét, a harmadik egy
ismeretlen fehérjét kodolt.

A Medicago sativa L. ssp. falcata levelekben kozvetleniil indukalhatéd
embridfejlodés sebzés és 2,4-D egyiittes alkalmazasaval (Denchev és mtsai. 1991).
Kezeletlen ¢és kezelt levelekbdl a kezelést kovetd kiilonbozé idédpontokban mRNS-t
izolaltak, majd a cDNS-sé konvertdlds utan véletlenszerli c¢DNS fragmentumokat
sokszoroztak meg PCR amplifikacidoval (,arbitrary primed” PCR vagy RAP-PCR)
(Fowler és mtsai. 1998). Az indukciot kovetden expresszios valtozast mutatd cDNS
fragmentumokat azonositottak. A fragmentumok tobbsége ismeretlen fehérje szekvenciat
kodolt. Két esetben tudtdk a differencidlis kifejezddést megerdsiteni. Az egyik gén egy
calnexin-szerti fehérjét kodolt, feltételezhetd chaperon funkcioval (Huang és mitsai.
1993), a masik egy multidrog rezisztencia fehérje volt, amely specifikusan a globularis
embriok megjelenésekor fejezodott ki.

Az utobbi évek alatt tobb, az embriogenezis folyamata alatt aktivalodo
transzkripcids faktort azonositottak. Néhany esetben azt tapasztaltak, hogy ha ezeket a
transzkripcids faktorokat ektopikusan kifejeztetik vegetativ sejtekben, azokban kisebb-
nagyobb gyakorisaggal embriofejlédés indul el. Ilyen transzkripcios faktorok a CCAAT
szekvenciat felismer6 LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1) (Lotan és mtsai. 1998), a B3-
domént tartalmazé LEAFY COTYLEDON 2 (LEC2) (Stone és mtsai. 2001), a
homodomén transzkripcids faktor WUSCHEL (WUS) (Zuo és mtsai. 2002) és a repce
androgenezisben betoltott szerepe alapjan azonositott AP2/ERF csaladba tartozo MADS-
motivumot tartalmazé transzkripcios faktor BABY BOOM (BBM) (Boutilier és mtsai.
2000). Erdekes modon, a fenti transzkripcios faktorok nem termelédnek a zigotikus
embriogenezis legkorabbi szakaszaban (attekintésként Koltunow és Grossniklaus 2003).

Ez a megfigyelés és az a tény, hogy ennyiféle transzkripcids faktor képes dnmagéaban
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elinditani az embriofejlédés programjat testi sejtekben arra utalhat, hogy nem egyes
specifikus gének aktivalasa a dontd a folyamat elinditasaban, hanem az embriogenezis
programjanak lefuttatasdhoz sziikséges cellularis kornyezet kialakitdsa, ¢és ezzel
Osszefliggésben egy génaktivacios kaszkad elinditésa.

A lecl gén kifejez6dését igazoltdk sargarépa, ladfii és lucerna szomatikus
embridkban (Gaj és mtsai. 2005, Yazawa és mtsai. 2004). Ludft lecl, lec2 ¢és fus3
mutansokban a szomatikus embriogenezis 65-94%-o0s hatékonysiga (embriogén valaszt
ad6 explantumok ardnya) 0-3,9%-ra csokkent, ami kozvetlen bizonyitéka annak, hogy
ezek a gének a zigotikus embriogenezis mellett a szomatikus embriogenezis sordn is
fontos szerepet toltenek be (Gaj és mtsai. 2005).

Mindezek alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a novények vegetativ
(szomatikus) sejtjeiben az embriogén program kromatin-medialt transzkripcionalis
represszio alatt all, a szomatikus embriogenezis indukcidja soran tehat ennek a gatlasnak
a felszabaditasa kell, hogy megtorténjen.

Medicago sativa L. sejtkultira rovid, egy oras, kezelése magas, 100 uM 2,4-D-
vel, elegend6 ahhoz, hogy a szomatikus embriogenezis programja elinduljon ¢és a sejtek
egy része hormonmentes koriilmények kozott is embriova fejlédjon (Dudits €s mitsai.
1991). A kezelt sejtekbdl késziilt cDNS bank differencidlis sziirése kezelt és kezeletlen
sejtekbdl szarmazo cDNS-sel tobb differencidlisan expresszalddd gén azonositasat
eredményezte, koztiik hésokk fehérjék génjeivel (Gyorgyey és mtsai. 1991), egy kis
molekulatomegii prolinban gazdag fehérje génjével (Gyorgyey és mtsai. 1997) és egy
ismeretlen kalcium-kotd fehérjével (Dudits és mtsai. 1991).

Szamos kisérlet igazolja, hogy a hdsokk gének expresszidja szorosan kapcsolodik
a szomatikus embriogenezis folyamatdhoz (attekintésként Dudits és mtsai. 1995, Schoffl
¢s mtsai. 1998). A hdsokk gének, neviikkel ellentétben nem csak a hdstresszt kovetden
fejezédnek ki, hanem tobbségiik kifejezddése egyedfejlodési szabdlyozds alatt is all
(Schoffl és mtsai. 1998). Ezeknek a fehérjéknek a tobbsége chaperon funkciot tolt be,
elésegitve az Ujonnan szintetizalt fehérjék megfeleldé konforméaciojanak és
kolcsonhatasainak kialakuldsat. Nyilvanvalo, hogy ez a funkci6 alapveté minden olyan
jelentdsebb fejlédési atmenet soran, amely a fehérjekészlet atrendezddésével is jar,

beleértve a testi sejtek embriogén sejtekké valasat.
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A kozelmultban modern genomikai moddszerek is alkalmazésra keriiltek az
embriogén képességhez kothetd, illetve a szomatikus embriogenezis indukciojat koveto,
génexpresszids valtozasok feltdrasadra. Imin ¢és munkatarsai (Imin és mtsai. 2005)
embriogén ¢és nem-embriogén Medicago truncatula Gaertn. genotipusok levél
explantumait tenyésztették olyan koriilmények kozott, melyek az embriogén genotipus
esetében szomatikus embridk fejlédését indukaltak. Kiilonboz6 idopontokban (2 5 és 8
hét) vett mintak fehérjekészletének (kb. 2000 fehérje mintanként) Osszehasonlitasa
alapjan 54 fehérje szintje valtozott jelentOsen a vizsgalt idOtartam alatt. Ezeknek mintegy
60%-a eltéré valtozasokat mutatott az embriogén és nem-embriogén sejtekben. Osszesen
16 fehérje szekvencidjat sikeriilt azonositani. Az embriogenezis képességével a
legszorosabb 0Osszefliggést egy thioredoxin és egy 1-cys-peroxiredoxin enzim szintje
mutatta, az elébbi a tenyésztés korai, az utdbbi a tenyésztés késoi szakaszaban.

Thibaud-Nissen ¢és munkatarsai (2003) szdja szikleveleket helyeztek 2,4-D
tartalma taptalajra. 21 nappal késébb az explantumok felszinén szomatikus embridok
fejlodtek. Az explantumokat kettévagva az embriogén és a nem-embriogén felszin
elkiilonithetd volt. A kétfajta explantumrészben Osszehasonlitottak a génkifejezédést a
tenyésztés kiilonb6zé idOpontjaiban DNS ,microarray” (,,DNS chip”) technologia
segitségével. A ,microarray” 9280 cDNS-t tartalmazott. A génexpresszids valtozasokat
csoportositva kiillonbozé mintazatok voltak megfigyelhetéek. Megallapithat6 volt, hogy a
szomatikus embridfejlédés indukcids szakaszaban az oxidativ stresszel, a sejtfal
atalakuladssal és a sejtosztddassal kapcsolatos gének szintje novekedett meg jelentdsen
(els6 hét nap), majd a sejtosztodasi aktivitas csokkent, €s a védekezési gének expresszidja
novekedett (7-14 nap).

Rensing ¢és munkatarsai (2005) embriogén ciklamen sejtkultirat hoztak létre és
annak kiilonboz6 fejlodési allapotaibdl vettek mintat. Ezeket a mintdkat egyiittesen egy
normalizalt cDNS konyvtar eldallitasara hasznaltdk fel, majd elkezdték a konyvtarban
talalhatd ¢cDNS klonok szisztematikus szekvenalasat (,,EST” analizis). 2083 cDNS-t
szekvenaltak meg, melyek jelentds része (kb. ezer darab) olyan transzkriptumot

reprezentalt, melyet kordbban mar dsszefiiggésbe hoztak a szomatikus embriogenezissel.
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4.2. OXR1, egy oxidativ stresszrezisztencia gén

A lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtekben indukalt szomatikus embriogenezis
soran azonositott gének koziil a feltételezett funkcid €és expresszids mintazat alapjan
kivalasztottunk egy gyakorlati szempontbol igéretesnek itélt lucerna cDNS-t, mely az
emberi OXR1 (oxidation resistance 1) génnel mutatott homoldgiat. Ezt a gént Volkert és
munkatarsai 2000-ben azonositottak, melynek legfébb tulajdonsdga az volt, hogy terméke
kivédte a DNS-t érd oxidativ karosodast Escherichia coli-ban (Volkert és mtsai. 2000).
Az OXR1 egy olyan konzervalt géncsalad tagja, mely csak az eukaridtdkban talalhato
meg, a prokaridtdkban nem. A szerzok kimutattak, ha az OXR1 gén ¢élesztd homologjat
(scOXR1) elmutaltatjak egy haploid ¢lesztd (Saccharomyces cerevisiae) térzsben, akkor
a mutans torzs tizszerte érzékenyebb lesz hidrogén-peroxid kezelésre, mint a vad tipusa
torzs (Volkert és mtsai. 2000).

Tovabbi kutatasokbol kidertiilt, hogy az emberi OXR1 fehérje képes visszaallitani
az scOXR1 génhianyos haploid mutans ¢éleszt6torzs hidrogén-peroxiddal szembeni
érzékenységét a vadtipust torzs szintjére, de csak abban az esetben, ha a fehérjét ellattak
mitokondridlis célszekvencidval (Elliott és mtsai. 2004). Kovetkeztetésiik szerint az
OXR1 fehérje az emberi és élesztdé mitokondriumban védelmet nyujt a reaktiv
oxigénygyokok karositd hatasaval szemben.

Durand és munkatarsai arra voltak kivancsiak, hogy emberben a human OXR1
fehérjének van-e homologja, és ha igen, az hasonldan védo funkciot tolt-e be. Az NCOA7
(nuclear coactivator) elnevezésli gén, mely egyben egy Osztrogén receptor kapcsolt
fehérjét kodol (Durand és mtsai. 2007) nagyfokt homologiat mutatott vele, s kutatasok
szerint szintén védelmet nyujt oxidativ kdrosodassal szemben Escherichia coli-ban.

Muslicéban (Drosophila melanogaster) az OXR1 gén 7 izoforméja fejezddik ki
(L82A-G) és egy a teljes 16kuszban hianyos muténs letalisnak bizonyult az imago6 vedlés
képességének elveszitése miatt (Stowers és mtsai. 1999).

Egérben a homologjat (C7) a sejtek extracellularis matrixhoz torténd
kapcsolodasa alatt indukalodott gének keresése kozben azonositottdk (Fischer és mitsai.
2001). Egy 0jabb publikécio6 szerint egér retinaban a C7 fehérje szerepet kap hiperoxikus

stressz soran a fotoreceptorok megvédésében (Natoli €s mtsai. 2008). A szem érhartyajan
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beliil ugyanis hidnyzik a fotoreceptorokhoz oxigént szallitd véraramlas onszabalyozésa.
fgy minden olyan tényezd, mely csokkenti a fotoreceptorok oxigén fogyasztasat,
beleértve a fényadaptaciot vagy betegség miatti fotoreceptorszam csokkenést, noveli a
retina kiils6 részében az oxigénnyomast. A napokig-hetekig tarté megemelkedett oxigén
szint toxikus az ideghdrtya szamara ¢és feltehetden ez okozza a folyamatos retina
degeneraciot idésebb korban. A C7 fehérje tehat a fent emlitett koriilmények kozott
késlelteti a fotoreceptorok pusztulésat.

Az eukariota OXR1 gének kiilonboz0 méretli fehérjéket kodolnak, de
mindannyian tartalmaznak egy ~300 aminosavbol all6 domént a fehérje C-terminalisan.
Mivel a domén megegyezik az élesztOben talalt teljes OXR1 fehérjével, feltehetden ez a
domén felelds (TLD domén) a emberi és az ¢élesztd6 OXR1 fehérjék oxidativ védo

szerepéert.

4.2.1. OXR1 génkifejez6dés

Az OXRI1 génkifejezddését kiilonbozd emberi szovetekben vizsgaltak, és azt
tapasztaltak, hogy tobb géntermék (2.9 és 4.9 kb, idegszovetben pedig 2.9 és 5.1 kb) is
atirodik a OXR1 génrdl, ahol altaldban a 4.9 kb-s géntermék magasabb kifejezddési
szintet mutat a kisebb géntermékhez képest. Viszont a nagy 1égzési kapacitisu
szovetekben (szivben, agyban és vazizmokban) hasonloan erds kifejezddésii a 2.9 kb-s
géntermék is (Elliott és mtsai. 2004).

Az NCOA7 (OXR1 homoldég) gén emberi szdvetekben konstitutiv
génkifejez6dést mutat (Durand és mtsai. 2007).

4.2.2. OXR1 lokalizacié

Az egér homolog C7 fehérje C-terminadlisa ellen termeltett C7C antitest felismeri
az emberi és ¢lesztd OXRI1 fehérjét, igy segitségével megallapitottak, hogy az emberi
OXR1 fehérje HelLa és Hep2, valamint majom COS sejtekben mitokondrialis

lokalizacioji (Elliott és mtsai. 2004). Oxidativ stresszkezelést kovetéen a fehérje
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megjelenik a citoplazmdban is, melyre két lehetséges magyardzattal szolgalnak: 1) nem
tud minden fehérje a mitokondriumba szallitdédni, 2) a fehérjének kiilonb6zo
citoplazmatikus izoformai is léteznek. Ez utobbit aldtdmasztja, hogy stresszt kovetden
tobb jel is megjelenik Western-blotton.

Az emberi OXR1 homoloég NCOA7 fehérje citoplazmadban és sejtmagban is
lokalizalodik, 6sztrogén kezelés hatasara azonban feldusul a sejtmagban, a citplazméaban
pedig csokken a fehérjemennyiség szintje. Ez a folyamat valdsziniileg 6sszefiigg azzal a
ténnyel, hogy az Osztrogén anyagcsere reaktiv oxigén gyokoket generdl a sejtmagban,
ezaltal DNS karosodast idéz eld (Rajapakse és mtsai. 2005).

Az egér homoldog C7 fehérje lokalizacidja szdmos ragcsald sejtvonalban
sejtmagvacska lokalizaciét mutat (Fischer és mtsai. 2001).

A hiperoxidnak kitett egér retinavizsgélat soran azt tapasztaltak, hogy a C7 fehérje
a hiperoxianak még ellenallé fotoreceptorokban mitokondridlis lokalizacidji, am a
pusztuld sejtekben megjelenik a sejtmagvakban (Natoli és mtsai. 2008). Ez arra engedte
Oket kovetkeztetni, hogy a fehérje képes mozogni a sejten beliil, s megjelenni a magban

kozvetleniil a DNS fragmentalodas el6tt.

4.2.3. OXR1 stresszvalasz

Emberi sejtekben hdstressz hatdsara a OXRI1 fehérje szintje 1 oOran beliil
emelkedni kezdett, 2.5 6ranal elérte a maximumot, majd 4.5 oranal csokkenni kezdett.
Hidrogén-peroxid kezelés hatasara hasonld emelkedést tapasztaltak a fehérje
mennyiségében 4 o6ranal bekovetkezd maximummal, és 5 6ranal kezd6dd lecsengéssel
(Elliott és mtsai. 2004). Elliott és munkatarsai kovetkeztetése szerint a OXR1 fehérje egy
olyan fehérjecsalad tagja, mely tobbszintii stressz esetén is stresszvalasszal bir.

Noha az emberi homolég NCOA7 fehérje szintén képes a DNS karosodast
megeldzni, kifejezddése nem indukalhaté hidrogén-peroxid kezeléssel (Rajapakse és
mtsai. 2005).

Eleszték esetében az scOXR1 géntermék szintje hdstressz soran az elsé 15
percben megemelkedett, majd 45 percen beliil visszatért a stresszt megeléz0 szintre

(Elliott és mtsai. 2004). Ez a mintdzat feltiinden hasonlit az éleszté HSP12 hdsokk
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génjének felfutdsi és lecsengési mintdzatdhoz (Praekelt és mitsai. 1990), s mindez
detektalhaté volt fehérjeszinten is. Hidrogén-peroxid kezelésnek kitett élesztd sejtek
esetében a génkifejezddés szintén gyorsan emelkedett az els6 15 percben, de késdbb sem
tért vissza normadl szintre a kisérlet ideje alatt (Elliott és mtsai. 2004).

A C7 gén expresszidjat vizsgaltak hiperoxia-érzékeny €s hiperoxia-rezisztens egér
retinaban (Natoli és mtsai. 2008). A retinavalasz hiperoxia stressz soran akut és kronikus
szakaszokra oszthatd, ahol az els6 idében a fotoreceptorok rezisztensek, majd érzékenyek
lesznek az oxidativ kérosuldssal szemben. A C7 fehérje expresszidja mindaddig
emelkedett szinten marad (3.3-szorosan feliilszabalyozott), amig a fotoreceptorok
képesek ellenallni a hiperoxikus stressznek, majd a fotoreceptorok pusztuldsanak

kezdetekor expresszidja a normal szint ala siillyed (-2.6- szorosan alulszabalyozodik).
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5. Célkitlizések

Kisérleteink soran az alabbi alapvet6 kérdésekre kerestiik a véalaszt:
- milyen gének aktivdlodnak a szomatikus sejtekbdl fejlodott embriogén
potenciallal bir6 sejtekben
- a génexpresszios mintazat alapjan mi a 2,4-D szerepe az embriogén fejlodés

elinditdsdban lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtekben

A fenti kérdésekre adott valaszokat kdvetden a kivalasztott Oxprot gén/fehérje

részletesebb vizsgalataval kapcsolatban pedig az alabbi kérdéseket tettiik fel:

a szomatikus embriogenezis folyamata sordn indukalodott MsOxprot gén és annak

ludfii homologja képes-e komplementalni az oxr! ::URA3 éleszté mutans torzs

hidrogén-peroxid érzékenységét

- akét gén kifejezddése megvaltozik-e kiilonbdzd stresszkezelések soran

- milyen sejten beliili lokalizaciét mutat az MsOxprot gén altal meghatdrozott
fehérje

- okoz-e a gén kifejez6désének megvaltoztatasa fenotipikus valtozasokat

transzgenikus, illetve mutans névényekben
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6. Alkalmazott anyagok és moédszerek

6.1. A kisérleti névények és sejtkultarak
6.1.1. Novénykulturak

6.1.1.1. Novénvkulturak fenntartasa

A Medicago sativa L. ssp. varia; embriogén A2 genotipusi novényeket steril
korilmények kozott, szilard MS (Murashige és Skoog 1962) taptalajban 22°C-on, 16:8
oras fotoperiodus mellett tartottuk fent.

Az Arabidopsis thaliana L. esetében kisérleteink soran Columbia okotipus, vad
tipust (Col-0) és T-DNS inszercids (SALK Institute) mutansokkal dolgoztunk. A SALK
gyljteménybdl szarmazd N593924 és N124884 mutansok esetében pROK2 vektorral
(Baulcombe és mtsai, 1986.) generaltdk a mutansokat, ami kanamicin rezisztenciat
eredményez. A novényeket steril koriilmények kozott 0.5% szachardz tartalma 1/2MS
taptalajon novesztettiik 22 °C hdmérsékletli novényneveld szobaban 8 ora fény / 16 ora
sOtét periodus mellett. A mutansok kivalogatdsa esetén a taptalajt a rezisztencia génnek
megfeleld antibiotikummal egészitettiik ki. Uveghdzban ndvesztett novényeknél 8 ora

fény/16 ora sotét megvilagitasi koriilményeket és 22 °C homérsékletet alkalmaztunk

6.1.1.2. Novénvykulturak stresszkezelése

Stresszindukcids kezelésnél Manuela Jurca a harom hetes Arabidopsis
csirandvényeket az alabbi vegyszerekkel kiegészitett alap taptalajra helyezte egy

membran segitségével, majd 1 és 24 ora elteltével mintat vett a novényekbdl.

sotét+etilén (ethephon 10 mg/L) Hideg (4 °C)
ABS (100 uM) SA (10uM)
Gliik6z (300 mM) Szachar6z (8%)
NaCl (300 mM) PEG (30 %)
PQ (25 uM)
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A ludfti mutansok és vadtipus csirdztatasi tesztjéhez az alabbi koriilményeket

hasznaltuk, s a vizsgalatot legalabb 100 maggal vagy csirandvénnyel végeztiik.

Fény (8 ora fény/ 16 6ra sotét) Sotét (24 ora sotét)
Sotét+etilén (ethephon 10 mg/1) Hideg (4 °C)

ABS (0.5 uM) Glikoz (150mM)
Mannitol (300mM) Szachar6z (8%)
NacCl (150mM) CdCl, (100puM)
H,0, (2 mM) PQ (0.3 uM)
2,4-D (0.1 mg/l) SA (0.5mM)

6.1.2. Sejtkultarak

6.1.2.1. Sejtkulturak fenntartasa

A Medicago sativa L. ssp. varia, embriogén genotipusbdl szarmazd
sejtszuszpenzidt hetente oltottuk at 0.2 uM 2,4-diklorfenoxiecetsavat (2,4-D) és 1 uM
kinetint tartalmazo folyékony MS taptalajba.

Az Arabidopsis thaliana (Col-0) sejtszuszpenzids kultarat MS tapoldatban
1 mg/L 2,4-D (2,4-diklor-fenoxi-ecetsav) és 0.2 mg/L kinetin jelenlétében tartottuk fent
22 °C hémérsékletii novényneveld szobaban, hetente cserélve a tapoldatot.

Az Agrobacterium-kozvetitett sejtszuszpenzidé transzformalasanal a ndvény
transzformalashoz hasznélt Agrobacterium torzseket alkalmaztuk Ferrando ¢és
munkatarsai (Ferrando és mtsai. 2000) altal leirt modon. Az MsOxprot-HA flzionaltatott
gént a GATEWAY rendszeri pH3-DEST-3HA vektor hordozta.

6.1.2.2. Sejtkulturak stresszkezelése

Az  Arabidopsis ¢és Medicago sejtszuszpenzional alkalmazott hipoxia
stresszkezelés 15ml csdvekben tortént Gigy, hogy a csdveket teljesen megtoltottiik azonos
stiriségli, 3 napos sejtszuszpenziéval, majd korbeforgdé himbara helyeztik. A
mintavételezési idopontokban (0-1/2-1-2-4-8-24h) mindig egy teljes csovet leszlrtiink és
a sejteket folyékony nitrogénben lefagyasztottuk.

29



6.1.3. Lucerna levélprotoplaszt izolalas és tenyésztés

4-6 hetes steril koriilmények kozott nevelt lucerna (M. sativa ssp. Varia A2)
novényekrdl kb. 1 g levelet gyiijtottiink, majd azokat K75 oldatban (Kao és Michayluk
1980) apro darabokra vagtuk steril borotvapengével. A levéldarabokat K75 oldattal
atoblitettilk. A protoplaszt izolalast K75 tapoldatban oldott enzimkeverékkel (0.5 %
Cellulase Onozuka R10, 0.5 % Macerozyme R10, 0.25 % Rhozyme) 16 6raig, 22°C-on,
sOtétben végeztiik. A protoplasztokat 60 pm poérusatmérdjii sziird segitségével
megtisztitottuk, majd a levéldarabokat addig mostuk K75 oldattal, mig bel6liik
protoplasztok kiszabaduldsat észleltiik. A protoplasztokat 3 percig 300 g-vel
centrifugdltuk. A leiilepedett protoplasztokat K75 tapoldatban szuszpendaltuk, kétszer
ugyanezzel a tdpoldattal mostuk ¢és centrifugaltuk. Biirker-kamra segitségével
meghataroztuk a sejtszamot, majd a sejtstiriiséget 10° protoplaszt/ml-re allitottuk. A K75
tapoldatban tenyésztett 5 ml-nyi protoplasztot ezutan kétfelé osztottuk, igy kb. 250-250
ezer protoplasztot 0.5mg/L zeatin és a két kiilonbozo (1 és 10uM) 2,4-D koncentracio
jelenléte mellett tenyésztettink 4 napig. A negyedik napon a protoplasztokat

letilepitettiik, a tapoldatot eltavolitottuk, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk.

6.1.4. Lucerna levélusztatasos kisérlet

3-4 hetes steril koriilmények kozott nevelt lucerna (M. sativa ssp. Varia A2)
novényekrdl a leveleket levélnyeliiknél levagtuk és 0.02% Triton-X-100-at tartalmazo
K75 tapoldatban 15 percig mostunk. Ezutdn friss, detergens mentes tapoldattal
ledblitettilk, majd a levélnyelet levagtuk, s a levélkéket 1mg/L zeatin+1 uM 2,4-D
valamint  1mg/L zeatin+10 uM 2,4-D-t  tartalmazé K75 tipoldatban  sotétben
tenyésztettiik. A levelekbdl naponta mintat vettiink, melyeket folyékony nitrogénben

lefagyasztottunk (1 minta: 3 db lucerna levéllemezke).
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6.1.5. Lucerna mitokondrium izolalas

Az embriogén lucerna sejtszuszpenziot (M. sativa ssp. varia A2) lesziirtiik, majd
3 gramm tenyészetet 40-60 um atmérdji fatylon eldorzsoltink 10ml jéghideg 1XGR
pufferban (50mM HEPES/KOH pH=7.5, 0.33M szorbitol, ImM MgCl,, ImM MnCl,,
2mM EDTA, 5mM Na-aszkorbat, 1%BSA), s ezuan 2000g-n fugaltuk 3 percig. A
feliiluszot gjra fugaltuk 18000g-vel, s a csapadékot ecsettel felszuszpendaltuk 5 ml
mitokondrium izolal6é pufferben (0.4 M mannitol, 0.5% BSA, 10mM K-foszfat puffer,
pH=7,2), ezutdan 3 percig 2000g-vel fugiltuk. A csapadékot felvettik 600 ul
mitokondrium izolal6 pufferben, majd rarétegeztiik percoll gradiensre (Iml 45% percoll,
Iml 25% percoll, 1ml 13,5% percoll +0,5% BSA, 0,25M szacharéz). A percoll gradiensre
rétegzett mitokondriumot 20 pecig 12000 rpm-en  fugaltuk, majd a tiszta
mitokondriumokat leszivtuk a 45% és 25% interfazisanal. Ezutdn a mitokondriumokat

izolal6 pufferral tobbszér mostuk, végiil fehérjét izolaltunk beldle.

6.1.6. T-DNS inszerciés Arabidopsis mutansok kivalogatasa

A SALK Intézettdl megrendelt T-DNS inszerciés mutansok (N593924, N124884)
levelébdl genomi DNS-t tisztitottunk standard moddszerek alapjan, majd azon T-DNS
specifikus (LB) illetve genomi primerekkel PCR-t hajtottunk végre. A felhasznalt

primerek szekvenciait a 6-1. tablazat tartalmazza.

Cél 5’ primer 3’ primer
N593924 CCCCATTGCCATTAACATCCAA CAATCCATCGAAAGATCATCAAAAAA
N124884 AAGCCTCGCTGTTAAAACCTC TGGGGTTATTCTCTGAATGTGAC
T-DNS(Lbal) | TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG

6-1. Tablazat: A T-DNS inszercios mutdinsok homozigota vonalainak kivalogatasahoz haszndlt primerek
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6.2. Molekularis biolégiai médszerek

Az alapvetd molekularis biologiai technikdkat standard modszerek alapjan
(Sambrook és mtsai. 2000) végeztiik el. Csak a dolgozat szempontjabol 1ényeges, illetve

specialis modszereket targyaljuk részleteikben.

6.2.1. DNS-vizsgalati médszerek

6.2.1.1. Baktérium kulturak

Munkank soran az E. coli XL-1 Blue, BM25.8 és DB3.1 torzseit hasznaltuk. A
kultarékat LB taptalajon (10 g/L tripton, 5 g/L élesztd kivonat, 5 g/L NaCl) ndvesztettiik.
Az XL-1 Blue baktériumokat 12.5 mg/l tetraciklin jelenlétében 37°C-on tenyésztettiik. A
BM25.8 torzs esetében a tenyésztési homérséklet 31°C volt €s kanamicin és karbenicillin
(100-100 mg/1) antibiotikumot hasznaltunk a szelekciora. A bakterium torzsek tarolasa -
80°C-on LB tapkozegben, 25%-os glicerin jelenlétében tortént. Az optimalis fag fertdzés
eléréséhez az LB tapoldathoz 0.2% maltézt és 10mM MgSOj4-ot adtunk.

A baktériumok plazmid DNS-sel val6 transzformalasat hagyomanyos hésokk (42°C
1-2 perc) kezeléssel végeztiik.

6.2.1.2. GATEWAY rendszer

A Gateway® rendszer a gén ligalasdhoz az expresszios vektorba lambda fag alapt hely-
specifikus rekombinéaciot haszndl restrikcids endonukledzok és ligdzok helyett.
(6-1. Abra) A Gateway® technologia alapja a DNS rekombinacios szekvenciak (attL,
attR, attB és attP), és az LR és BP Clonase Il enzim keverékek, melyek véghezviszik a
lambda rekombinécios reakciot. A gén bevitele a célvektorba minddssze két 1épés. Elsd
1épésként a gént be kell juttatnunk Gateway® entry vektorba PCR- vagy restrikcids-alapt
klonozas segitségével (pDONR ¢és a pENTR vektorok). Masodik Iépésként az entry

klénbol, in vitro, a Gateway LR Clonase II enzim keverék segitségével egy lépésben,
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barmelyik Gateway® expresszios vektorba (pDEST) atvihetjiik a vizsgalandd gént. Az att
helyek kozotti rekombindcioval a vizsgalandd gén és a célvektorban talalhatdé ccdB
(sejthalélt okozd) gén kicserélddnek egymassal. A vektorok kiilonb6zd antibiotikum
rezisztenciaja, illetve a ccdB gén biztositja, hogy csak a vizsgdland6é gént tartalmazo
célvektort tartalmazé telepek néjenek ki. A hasznalt GATEWAY rendszerti plazmidokat
a

6-2. Tablazat tartalmazza.

L1 Lz Rl R2
l Gene l - v
Entry Clong + Destination Wector
Fanf AMPR
L xR
LR Clonase Il
Sl x aftR2
Transform E. coli B - - -
o el G B - ol
@ f— @ssiun Clone + By-product
= G0-98%cored dones AnpR b20G!

on &mp plaes

6-1 Abra. GATEWAY LR rekombindciés reakcio (forrds:
www.csertex.hu/index.php?page=mb_klonozas06)

Plazmid neve EZZIS;YI E;l;lt(eerrlahs Epitop jelolés
pENTR4 Kanamicin

pENTR2b Kanamicin

pDONR201 Kanamicin

pDEST17 Ampicillin 6 x His
pH3-DEST-3HA Ampicillin 3X HA
pCup-DEST Nui Ampicillin

6-2. Tablazat. A hasznalt GATEWAY rendszerii plazmidok

6.2.1.3. Plazmid tisztitas

A plazmidokat éjszakan at novesztett 2 ml baktérium kultirabdl tisztitottuk. Ehhez
részben a modositott alkali-lizis modszert (Feliciello és Chinali 1993) hasznaltuk, majd

attértiink az E.Z.N.A. plazmid tisztit6 kit-ek (OMEGA BIO_TEK) hasznélatara.
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6.2.1.4. A ¢cDNS konyvtarak létrehozasa

A cDNS konyvtarak elkészitését a CLONTECH cég ,,SMART™ PCR cDNA
Library Construction Kit” felhasznéalasaval végeztiik.

Megkdzelitleg 250 000 izolalt sejtbdl indultunk ki, amelyeket felhasznalasig a kit-
hez tartozé lizis pufferben taroltunk -80°C-on. Az mRNS tisztitdst a lentebb leirtak
szerint végeztiik el. A cDNS szintézist a kitben taldlhatd, az mRNS-ek poli-A végéhez
kotédo, ,,CDS 111/3° PCR Primer” és az mRNS-ek 5’ végéhez kapcsolodo ,,SMART III
Oligonucleotid” jelenlétében végeztik el ,,PowerScript” (CLONTECH) reverz
transzkriptaz felhasznalasaval. A cDNS masodik szalat a gyartd utasitasai szerint, ,,CDS
III/3> PCR Primer” és ,,5° PCR Primer” segitségével, PCR reakcioban szintetizaltattuk
meg, ,,Advantage2 PCR Kit” (CLONTECH) felhasznalasaval.

A létrehozott cDNS molekuldk a két végiikon két kiilonbozo Sfi I felismerd helyet
(Sfil A illetve B) hordoznak, a beépitett primer szekvencidknak kdszonhetden. A
~SMART” cDNS szintézis és cDNS konyvtar készités elvét a 6-2. Abra foglalja dssze.

A PCR segitségével megsokszorozott cDNS darabokat Sfil enzimmel emésztettiik,
méret szerint frakcionaltuk és A TriplEx2 vektorba épitettiikk, pontosan kdvetve a kit
gyartdjanak utasitasait. A sikeres ligalas utan burokfehérjéket adtunk a A TriplEx2
vektorhoz, igy létrehoztuk magat a fagot. A pakolast a STRATAGEN cég ,,Gigapack
Gold III Packaging Extract” termékével végeztiikk a hozza tartozo protokoll szerint. A
kész fagokat alikvotokba osztottuk 4°C-on taroltuk (maximum 1 hoénapig) vagy 7%
DMSO jelenlétében lefagyasztottuk és -80°C-ra helyeztiik.

A cDNS konyvtarak jellemzéséhez egységes baktérium gyepet fertdztiink a higitott
fagokat tartalmaz6 oldattal. Megszamoltuk a képzddo fag plakkokat és az alabbi képlettel
megkaptuk a fag titert (,,plakk forming unit” = pfu).

pfu/ml= plakkok szima x higitasi faktor x 10° pl/ml /fag szuszpenzié térfogata pl-ben
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Protoplaszt eredetii sejtek, 250000 db

5’ cDNS adaptor 3’ cDNS adaptor
mRNS /

—
l Adaptor LD PCR
oz —
rarrrri |
2. cDNS szal
Sfil restrikcios endonukleaz
S
N
| rorri <0
l Fag karokhoz kapcsolas (DIVS ligaz)
BRI 72 —— PobiE k|
[77 1577
l A fagokha pakolas, amplifikalas

A

TriplEx2
fagokban

6-2 Abra. A SMART PCR-alapti cDNS szintézis és cDNS kinyvtdr készités vizlata.

A A TriplEx2 vektorban, mint mas A expresszios vektorokban is, a klénozod hely be
van agyazva a [-galaktoziddznak az o-polypeptid lancat kodold szekvencidjaba, ez
lehetdvé teszi a lacZ a- komplementécios vizsgélatot. Az LB/MgSO, taptalajt tartalmazé
90 mm atmérdjii lemezeket lemezenként 50-50 ul IPTG (100 mM Isopropyl B-D-
tiogalaktopiranozid vizben) ¢és X-gal (100 mM-os, dimetilformamidban oldva)
hozzaadasaval készitettik el. A rekombindns fagok 4altal okozott plakkok fehérek
maradtak, a nem-rekombinansok kékek lettek.

A cDNS konyvtar megsokszorozasat standard modszerek szerint végeztiik el
(Sambrook ¢és mtsai. 2000), amit a cDNS konyvtar készitéséhez hasznalt kit leirdsa is
tartalmazott. A A TriplEx2 phagemid klonok &talakitasa pTriplEx2 plazmidokka szintén a
kit-ben leirt moédon tortént, E. coli BM25.8 torzs fertozésével.
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6.2.1.5. A ¢cDNS-ek szekvenalasa

A plazmidokban a cDNS inszert méretét PCR reakcioval megvizsgaltuk (primerek a
»TEX 57 TCCGAGATCTGGACGAG ¢s ,,TEX 3” TAATACGACTCACTATAGGGC
voltak) és a 200 bp-nal nagyobb méretii inszertet hordozé plazmidokat tartottuk meg. A
szekvenalast a MACROGEN cég (Dél-Korea) végezte el, a piroszekvenalas elve alapjan.

6.2.1.6. In silico szekvencia analizis:

A cDNS inszerteket pPGEM-T vektorba (Promega, Madison, WI,USA) klénoztuk,
s T7 szekvenald primert hasznalva ABI automata DNS szekvenalo segitségével (Applied
Biosystems, Foster City, CA USA) szekvenaltattuk meg. A szekvencidkat a BLAST

keres6  segitségével a  http:/www.ncbi.nlm.nih.gov  honlapon elérhet6 DNS

adatbazisokkal vetettiik Ossze. A gének elnevezése a lucerna cDNS szekvenciak
Arabidopsis génekkel fennalldé homologidja alapjan tortént. Ehhez a GO nevezéktani

keres6 rendszert hasznaltuk (www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/), s a kereséséi

eredményeket az Arabidopsis “GoSlim terms” segitségével egyszertsitettiik.

6.2.1.7. cDNS kivonas

Az 1 ¢és 10 uM 2,4-D jelenlétében négy napig nevelt protoplasztokbdl a lentebb
leirt médon mRNS-t tisztitottunk. A masodlagos cDNS szl szintézisét és a cDNS
kivonast a CLONTECH cég ,,PCR-Select cDNA Subtraction Kit” és ,,Advantage2 PCR
Kit” felhasznaldsaval végeztik el a gyartd utasitdsai szerint. A szelektiv PCR
amplifikacion alapulé cDNS kivonas elvét a 6-3. Abra foglalja dssze.

A cDNS kivonas eredményeként kapott cDNS fragmentumokat pGEM-T
vektorba (PROMEGA) épitettiik, majd a DNS-vel E. coli XL-1 Blue sejteket

transzformaltunk.
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A rekombinans klénokat hordozo baktériumokat szelektiv taptalajra szélesztettiik
¢s 500 véletlenszeriien valasztott koloniabol plazmid DNS-t tisztitottunk. A plazmid
koncentraciot egységesen 200 ng/ml értékre allitottuk be, majd 2-2 pl plazmid oldatot
nylon (Hybond N, AMERSHAM) filterekre vittiink fel egy ,,DNS array” készitd robot
segitségével. Négy azonos filtert készitettiink. A négy filter a CLONTECH cég ,,PCR
Select Differential Screening” kit-jének felhasznalasaval négy eltéré cDNS probaval
hibridizaltuk (kivont, forditva kivont és nem kivont cDNS mintdk, ldsd Eredmények
fejezet). A cDNS-eket ,,random priming” médszerrel radioaktiv dCTP (a-P** dCTP; 3000
Ci/mmol) beépitésével jeloltik (,,Megaprime DNA Labelling Kit”, AMERSHAM). A
hibridizacios koriilmények az alabbiak voltak (65 °C éjszakan at 6xSSC standard
hibridizaciés oldat, mosas 2xSSC, 0,1% SDS kétszer 10 perc szobahd, majd 0,2xSSC,
0,1% SDS kétszer 30 perc 62 °C). A jeleket rontgenfilmen detektaltuk.

A kivont ¢cDNS probaval erds, a tobbi probaval gyenge jelet addé plazmidokat

tisztitottuk és szekvenaltuk.
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Tesztelt cDINS

Teszteld cDINS

* Vezeti cDITS *
Adaptor 1 2
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Talnyulo DS vegek feltiltése
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es PCR amplifikalas
A7
S

l Primer hozzaadas

Lineds Tifilicii

Exponenciilis amplifikacia

}d

6-3. Abra A szelektiv PCR amplifikacion alapulé ¢cDNS kivonds elve, a CLONTECH cég ,,PCR Select

cDNS Substraction Kit” haszndlataval.
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6.2.2. Génexpresszids vizsgalatok

6.2.2.1. RNS tisztitas

Egységnyi mennyiségii (2-2.5x10%) protoplaszt eredetii sejt hirvivé RNS (mRNS,
messenger RNS) tartalmat ,,Dynabeads mRNA Direct Kit” alkalmazasaval izolaltuk
(DYNAL). A gyongyokhoz kapcsolt mRNS populaciot RNaz mentes DNazzal (SIGMA)
kezeltiik, hogy elkertiljiik a genomialis DNS szennyezddést.

Sejtkultarak esetében eldsszor a teljes RNS-t a sejtek guanidium jelenlétében
torténd  feltarasat kovetden litium-acetatos kicsapassal tisztitottdk Gyorgyey és
munkatérsai (Gyorgyey ¢és mtsai. 1991, 1997). Az éltaluk a rendelkezésiinkre bocsatott
teljes RNS mintakbol (5-5 pg) a fent leirt médon mRNS-t tisztitottunk.

Az izolalt mRNS DNS mentességét PCR (polimeraz lancreakcio) reakcioval aktin
primerek segitségével ellendriztiik Gigy, hogy az mRNS mennyisége hétszerese volt a
cDNS szintézishez hasznalt mennyiségnek. Amennyiben nem kaptunk jelet, az RNS-t

DNS mentesnek tekintettiik.

6.2.2.2. ¢cDNS szintézis

Az egyszalli cDNS szintézisét RevertAid M-MuLV reverz transzkriptdzzal
(FERMENTAS) 40u RiboLock ribonukledz inhibitor (FERMENTAS) jelenlétében

végeztlik a gyarto utasitasai szerint, oligo-dT primert hasznalva.

6.2.2.3. Valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio (RT-QPCR)

A vizsgalni kivant gének relativ expressziojat valds ideji PCR-val, az APPLIED
BIOSYSTEMS cég ,,ABI Prism 7000” szekvencia detektdlé rendszerével végeztiik,
ugyanezen cég ,,.SYBR-green PCR Master Mix” reakcio elegyének felhasznalasaval a cég
altal javasolt moédon. A génspecifikus primereket a ,,Primer Express” szoftver

segitségével terveztiik meg. A hasznalt primerek listajat és szekvenciajat az 6-3. Tablazat
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tartalmazza. Az msserkl primer szekvencidk megegyeztek a Nolan altal kozoltekkel
(Nolan és mtsai. 2003). A primerek specifitasat a PCR termékek végpont disszocidcios
analizisével ¢és esetenként a PCR termékek szekvenalasaval allapitottuk meg. A valos
idejii PCR reakciokat harom ismétlésben végeztiik, majd a kapott eredményeket az un.
komparativ kiiszob ciklus (ACT) modszerrel értékeltik, a gyart6 (APPLIED
BIOSYSTEMS) atmutatasai szerint. Az adatok normalizalt relativ értékeket mutatnak,
ezért a szOrast nem tiintettiik fel, de az minden esetben 4% alatt volt. Az Oxprot gének

esetében a szoras is felkeriilt az abrakra.

Cél 5’ primer 3’ primer

msserkl TCCCTACATGGCTAATGGAAGTG TGGCCAATCTAGTGGTTCTTGAT
msactin B TCCTAGGGCTGTGTTTCCAAGT CCAACCATGACACCGGTATG
mslecl CGTGAGCTTGAAGGTGATCGT CATACCCCTCTTTCCCAAAGG
msgapdh ACAAACATGGGAGCATCCTTACTAG | GTTTTTACCGACAAGGACAAAGCT
1 2 ARF GAGCTCGTCTACAAAAACATTCGAT | CCCATGATGTCCGGAGTCTT

1 11 SET | CAGAAAGATGAAATGGGTGACATTC | TTGAGTGGTAGTGGTGCCATCT
2 6 RAB ACTTCCGATCGATCCAATTC CGAGAAATTGACCCTTGACA

2 8 EF ATCCAACTCCAAGGATGACC CACTGGTGCATATCCGTTTC

2 16 GST GAAGGTGGAAGGAACCTTTG TAAGTCCGGTCTCCCAATTC

219 ZF CCGCCTAAATGCTGCCAAT TTCAGATCCACCCCCCTCTIT

3 13 PR TTGATGCAATTGATGAAGCA GACCTTCAACCAATTTCGCT

3 16 WD TCTCGTCGCGATTGCTATAC TGCTATGGGACGAGAGAGAG

5 16 OXR GGTAGCCCTTGCCTCTCCAA GAGTCACTCCCCAGCATTCTATTACT
5 17 83 ATCAACCAAGCATCATCCTG CTCTTTCCCAATCATCTCGG

5 20 CTTTCCATTTCCGGTGTTTC CATTCATGCAATCGACAATG
pTriplEx2 TCCCGAGATCTGGACGAGC TAATACGACGACTCACTATAG
AtAct2/8 GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
AtGAPDH-2 | AATGGAAAATTGACCGGAATGT CGGTGAGATCAACAACTGAGACA
AtADHI GAATCGCTGGTGCTTCTAGG CTCAGCGATCACCTGTTGAA
RT-AtOxp AGCAATGACCAATACGTCTCGTAC TTTCCTGCGTTGAGTGACCAT

RT AtNOSI1 | AACTTTGCCAACTCAATCGT AGCCTTCAAGATGTCAATCC

RT AtHB1 | TCATGTGTTGTGAATCAGCA AACGACACCGTATTTAGAATGG
RT Mhbl CGAGCATTTTGAGGTGACAA AGCTTCTCCCCATGCATTC

6-3. Tablazat. A hasznalt PCR primerek szekvencidi (5°-3°).

6.2.3. Fehérje analizis

6.2.3.1. Bakterialis fehérje termeltetés és fehérje tisztitas

Az MsOxprot cDNS-eket hordozé pDEST17 konstrukcidkat E. coli BL21 Rosetta
baktériumokba transzfektaltuk, és a rekombinans fehérje termeltetését optimalizaltuk.

Végsosoron az expressziot 0.4 mM IPTG-vel indukaltuk és 28 °C-on végeztiik.
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Az indukciot kovetden a baktériumsejteket szonikalassal feltartuk, majd az
extraktumot 4 °C-on, 10000 g-vel, 20 percig centrifugaltuk, és elvégeztik a fuzios
proteinek Ni-agardz affinitds kromatografias tisztitasat. Az expresszalt fehérjék donto
hanyada a feliiluszo frakcidoba keriilt a centrifugalast kdvetden, ami lehetdvé tette a
nagymennyiségii szolubilis, rekombinans proteinek tisztitdsat. A gyantahoz reverzibilisen
kotddd proteineket ndvekvd koncentracioju imidazollal elualtuk. Az MsOxprot 6xHis-
fuzids fehérje jelentdés hanyadat 250 mM imidazollal tudtuk eltdvolitani a Ni-agardz
gyantardl. A frakcidkat SDS poliakrilamid gélelektroforézissel vizsgaltuk. A géleket
Coomassie Brillant Blue G-250-al festettiik. A fehérjekoncentraciot Bradford-reagens
hasznélataval (BIORAD), spektrofotométerrel (595 nm-en) hatdroztuk meg.

A legtisztabb frakciokat 60% glicerin tartalmu pufferrel szemben dializaltuk, majd
-20°C-on taroltuk. Ezeket a frakcidkat antitest termeltetése céljabol immunizalashoz

hasznaltuk fel.

6.2.3.2. Ellenanvyag eloallitas

A poliklondlis fehérje ellenanyagok eldallitdsat nyulak bakteridlis expresszids
rendszerbdl tisztitott (lasd fentebb) fehérjékkel torténd immunizaldsaval allitottuk eld.
Az immunizalast standard moédszerek alapjan az MTA SZBK Allathaz munkatérsai
végezték el. A szérumot centrifugélassal iilepitettiik, majd az ellenanyagot a feliiliszobol,
az immunizalashoz haszndlt fehérje felhasznaldséval, affinitds kromatografidval

tisztitottuk.

6.2.3.3. Immunologiai fehérje kimutatas (immunoblot vagy ..Western”

analizis)

e NoOvényi fehérjék feltarasa
Immunolégiai fehérje kimutatashoz (,,Western” analizis) folyékony nitrogénben
fagyasztott és felhasznalasig -80°C-on tarolt ndvényi mintdkat jégen tartuk fel
kvarchomok ¢és extrakcios puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 15 mM MgCl,, 15 mM
EGTA, 75 mM NaCl, 1 mM NaF, 60 mM B-glicero-foszfat) jelenlétében. Az extrakcios
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puffer 1 mM PMSF-t (fenil-metil-szulfonilfluorid), 2 mM DTT-t (ditiotreitol) €s 10 pl/ml
proteinaz inhibitor keveréket (SIGMA) tartalmazott.
o Eleszt fehérjék feltarasa

5 ml SD-Trp taptalajban egy éjszakan keresztiil n6tt élesztoét lefugaltunk, jéghideg
vizben mostuk, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. 100 ul 60°C-ra
eldmelegitett Cracking puffert (8 M Urea, 5% w/v SDS, 40 mM Tris-HCI [pH6.8],
0.1 mM EDTA, 0.4 mg/ml Bromophenol blue, 10ul/ml B-mercaptoethanol, 30ul/ml
Protease inhibitor solution, I mM PMSF) mértiink ra, 70°C-on 10 percig inkubaltuk,
majd 80 pl liveggydongy hozzdadasaval 1 percig erésen vortexeltiik. Fugalds utdn a
feliiluszot attoltottiik wjabb Eppendorf-cs6be, majd 3 perc forralas utan SDS-gélen
megfuttattuk.

A mintakban talalhato fehérjéket molekula tomegiik alapjan SDS poliakrilamid
g¢l elektroforézis (PAGE) technikaval elvalasztottuk. Az elektroforézis végeztével a 10%
poliakrilamidot tartalmazo6 gélbdl a fehérjéket PVDF membranra (MILLIPORE) vittiik at
(,,blottoltuk). A membrant két o6ran keresztiil szobahOmérsékleten telitettiik 5%
zsirszegény tejport és 0.05% Tween 20-at tartalmazo TBS (25 mM Tris-CL, pH8.0, 150
mM NaCl) pufferben. Ezt kovetéen az elsddleges ellenanyaggal, 1 upg/ml IgG
végkoncentracid mellett, két oOrdig szobahOmérsékleten inkubaltuk. Az alkalmazott
elsddleges ellenanyag a lucerna MsOxprot fehérje esetén a teljes fehérje ellen termeltetett
ellenanyag volt, mely elézéleg affinitastisztitison esett keresztiil. Az elsddleges
ellenanyaggal tortént inkubécié utdn a membrant mostuk 0.2% Tweent tartalmazd TBS-
vel. Mosds utan a membrant peroxiddz enzimmel kapcsolt masodlagos ellenanyag
tejporos oldataban inkubaltuk a gyartd (SIGMA) altal javasolt koncentracioban. Ujabb
mosas utan a peroxidaz enzim szubsztratjaval (,,Lumi-Light Western Blotting Substrate”,

ROCHE) kezeltiik a membrant, a lumineszcenciat pedig rontgenfilmmel detektaltuk.

6.2.3.4. Eleszto komplementalas

A lucerna és ludfii Oxprot fehérje oxidativ stresszrezisztencidban betdltott

szerepének vizsgalatdhoz élesztd (Saccharomyces cerevisiae) vad tipustt N1-4 torzsét, és
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az oxrl ::URA3 mutans N1-9 torzsét (Volkert és mtsai, 2000) hasznaltuk fel kisérleteink
soran. Az MsOxprot és AtOxprot géneket eldszor a pENTR2B vektorba illesztettiik
restrikcids-alapu klonozas segitségével, majd a Gateway LR Clonase II enzim keverék
hasznalataval a pCup-Nul-DEST ¢élesztd expresszids vektorba (Molnar Gergd, Max Plank
Institute, Koln) vittiik at.

Hidrogén-peroxid érzékenység mérése: A kisérletet Ramortar és munkatarsai
(1991) leirasa alapjan végeztikk. Az élesztd torzsek a 6-4. tablazatban felsorolt vektor
konstrukciokat hordoztak. Az SD-Trp taptalajban éjszakan at novo €lesztd tenyészeteket
masnap kb. 0.15 ODggo slirliségilire higitottunk, majd folyamatos razatas mellett 10uM
CuSO4 hozzdadasaval kb. 0.8-1.0 ODggo slirliségiire novesztettiink. A vad és mutans
torzsek vektor kontrollként (a rézindukcio6 és az SD-Trp téptalajon ndvekedés érdekében)
pCup-Nui-GUS konstrukciot hordoztak. A sejteket ezutan fugaltuk (Sperc, 2500 rpm),
egyszer mostuk steril vizben, majd PBS-ben (pH 7.4) felszuszpendaltuk. A mintakat 50,
100, 150 mM H,O,-vel kezeltiik 1 oran keresztiil, 30°C-on razatas mellett. A kezelések
utan a sejteket PBS-ben higitottuk, és SD-Trp + 10 uM CuSO4 —et tartalmaz6 lemezeken

higitési sorozatban kikentiik. Minden kisérletet haromszor végeztiink.

Plazmid neve Bakterialis szelekcios marker Eleszts szelekciés marker
pCup-Nul-GUS AmpR Trp
pCup-Nul-AtOxprot AmpR Trp
pCup-Nul-MsOxprot AmpR Trp

6-4. Tablazat. Az éleszto hidrogén-peroxid érzékenység méréséhez hasznalt vektorok .

A komplementacié detektalasa: Eldzetes kisérletet végeztiink Demasi €és mtsai.
(2006) leirasa nyoman, mely sordn 1-7mM H,0,-ot és 10uM CuSOg4-et tartalmazé YPD
taptalajra kicsOppentettiik a mutans és vadtipust ¢lesztd torzseket, s figyeltiik, hogy
lathato-e valamelyiken novekedésbeni kiilonbség. Az SmM H,0;-ot tartalmazé taptalajon
¢les kiilonbséget fedeztiink fel a két torzs novekedése kozott, igy ilyen korilmények
kozott elvégeztik a komplementacios kisérletet. A fentebb emlitett MsOxprotot ¢€s
AtOxprotot kifejez6 rézindukalt élesztd torzseket egy éjszakan at novesztettiik SD-Trp +
10mM CuSO4 —et tartalamzo6 folyékony taptalajban, majd a kaltardkat 600nm-en mért 0.2
OD-re higitottuk. Ezt kovetden azokbol 1:5, 1:25, 1:125, 1:625-6s higitasokban 12ul-es
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cseppeket helyeztlink a rézszulfatot és S mM H,0,.t tartalmazé taptalajra. A telepek 4
napon keresztil néttek 30 °C-os termosztatban, majd a kiilonbséget fényképen

detektaltuk.

6.2.3.5. Fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata élesztoben

A fehérje-fehérje kolesonhatéds vizsgalatokat az élesztd kettds hibrid rendszerben
pontosan a Fiilop és munkatérsai (Fiilop és mtsai. 2005) altal kozoltek alapjan végeztiik
el, a PJ69-4A-jelli élesztd torzsben (MATa trpl-901, leu2-3,112 ura3-52, his3-200
galddelta, gal80delta GAL2-ADE2, LYS2::GALI1-HIS3, met2::GAL7-lacZ).

Az AtOxprot fehérjét kodolé cDNS-t a pGBT9 vektor DNS-k6t6 domént kddolo
szakaszahoz illesztettiik tigy, hogy a leolvasasi keret fuzios fehérjét eredményezett. Az
autoaktivacio leellendrzése céljabol ugyanezen cDNS-t beillesztettik pAD-GAL4-2.1
aktivator vektorba is, s egyiittes kifejeztetésiik PJ69-4A-jelii ¢élesztoben nem mutatott
His+ fenotipust, vagyis fehérje-fehérje kolcsonhatast. A sejtszuszpenzids cDNS
konyvtarat pACT?2 aktivator vektor (Durfee és mtsai. 1993) hordozta (forras: Arabidopsis
Molekularis Genetikai Csoport, MTA SZBK), s a mintegy 105 transzformansbol 39 klon
mutatott His+ fenotipust utalva az AtOxprot és a pACT2 aktivator doménjéhez fuzionalt

ismeretlen cDNS 4ltal kodolt fehérje kozotti kolesonhatasra.

6.2.4. Immunolokalizacio

Az immunlokalizaciés vizsgalatokhoz MsOxprot-HA fuzids fehérjét taltermeld
ludfl sejtszuszpenzids kultirat hasznaltunk fel. A sejteket 1% celluldz (Onozuka R-10,
Yakult, Tokyo, Japan), 0.5% macerozim R-10 (Yakult, Tokyo, Japan) és 0.16% driszelaz
(Sigma) tartalmu, 0.4 M mannitollal kiegészitett MS tapoldatban emésztettiik négy oran
keresztiil, majd 100 nM MitoTracker Orange (Molecular Probes) festékkel kezeltiik
sotétben, 20 percen keresztil szobahdmérsékleten. Ezt kovetden a sejteket
szobahdmérsékleten egy oran keresztiil fixaltuk 3.7% formalin tartalma MTBS (50 mM
PIPES pH 6.9, 5 mM MgSO4, 5 mM EGTA) oldatban. Ezutan 0.01 M PBS pH 7.2
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oldattal mostuk, majd a sejteket poli-L-lizinnel (Sigma) fedett targylemezre csepegtettiik,
és 20 percig 0.5% Triton-X-100-al kezeltiik. Els6 ellenanyagként egér monoklonalis anti-
HA-t (Sigma) alkalmaztunk 1:200 higitasban PBS oldatban két oran keresztiil 37 °C
hémérsékleten. Az elsd ellenanyag kimosasa utdn Alexa 488-konjugélt masodlagos
ellenanyagot (Molecular Probes) adtunk a mintdkhoz 1:800 higitasban, és egy oran
keresztiil 37 °C hémérsékleten tartottuk azokat. Végiil a sejteket Citifluor (Ted Pella Inc.
CA, USA) oldattal fedtiik. A citologiai vizsgalatokhoz Olympus FV1000 Confocal Laser
Scanning mikroszkopot hasznaltunk. A maximalis nagyitds és felbontas elérése
érdekében a megfigyelések nagy részében olaj-immerzids Plan NeoFluar 60x objektivet

hasznaltunk.
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7. Eredmények

7.1. Az ,embriogén” tipusu sejtosztédas sajatossagai

7.1.1. A 2,4-D koncentracioé hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii

sejtek fejlédésére

A kisérleteink soran hasznalt lucerna genotipus (Medicago sativa L. ssp. varia,
A2 vonal) rendelkezik a szomatikus embriogenezis képességével, azaz testi sejtjeibol
megfeleld 2,4-D koncentracid hatasara nagy gyakorisaggal szomatikus embriok fejlodése
indithat6 el (Bogre és mtsai. 1990, Dudits és mtsai. 1991). A folyamat elsé 1épései jol
megfigyelhetdek a levélprotoplaszt tenyésztési rendszerben. 10 uM 2,4-D jelenlétében
nevelve a sejteket azok nem nyulnak meg, hanem tobbé-kevésbé gombalaktiak maradnak,
citoplazmajuk siirti, és tobb kisebb vakuolumot tartalmaznak, osztdédasuk az esetek
tobbségében erésen asszimetrikus (Bogre és mtsai. 1990; 5-1. Abra). Ha a tapoldatban az
auxin (2,4-D) tartalmat a tenyésztés 4-6-ik napjat kovetden 0,36 uM indolecetsavra (IES)
cseréljik, akkor a sejtek kompakt gombalaku sejtkoloniakka (,,proembriok™) majd
szomatikus embridkka (az embriofejlodés egymast kovetd stadiumai ol
megfigyelhetéek) fejlédnek, amelyekbdl teljes novények is felnevelhetdek (7-1. Abra).
Ezekre a tipust sejtekre illetve sejttenyészetekre, egyedfejlédési potencidjuk alapjan, a
tovabbiakban ,,embriogén” EM sejtként/tenyészetként hivatkozunk.

Kisérleti szempontbol nagy eldnye a rendszernek, hogy tizszer alacsonyabb, 1 uM
2,4-D koncentracio jelenlétében a sejtek teljesen mas fejlodési utat kovetnek: jelentésen
megnyulnak, tiszta citoplazmaval és nagy kdzponti vakuolummal jellemezhetoek. Tobbé-
kevésbé szimmetrikus osztodasuk eredménye, az esetek tobbségében, két hasonld méretii
¢és jellegli sejt, melyek tovabb osztddva laza sejtkolonidkat hoznak létre, illetve a
szomatikus embriofejlédés szempontjabol optimalis (0,36 uM IES a 4-6. naptdl)
koriilmények kozott elpusztulnak. Ezt a sejt illetve tenyészet tipust a tovabbiakban ,,nem-

embriogén” azaz NE sejtként/tenyészetként jeloljiik.
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Levél protoplaszt

10 pM 2,4-D

Szomatikus embrio

7-1. Abra. Lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek alacsony (1 uM) és magas (10 uM) 2,4-D
koncentrdcio melletti fejlodésének sematikus abrazoldsa. EM — embriogén sejt/sejttenyészet; NE — nem-
embriogén sejt/sejttenyészet

A lucerna levélprotoplaszt tenyésztési rendszer és a szomatikus embriogenezis
indukcio koriilményeinek kidolgozasa Bogre Laszld6 munkaja, akinek ,,Auxinindukalt
szomatikus embriogenezis tenyésztett lucerna sejtekben” (1989) c. kandidatusi
értekezésében részletes magyarnyelvii leirds talalhato.

Az alabbiakban ismertetett kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy mi a
kiilonbség az 1 uM és a 10 uM 2.,4-D koncentracionak a lucerna levélprotoplaszt eredetii
sejtekre gyakorolt hatasdban, ¢és ez milyen Osszefliggésben lehet a sejtek tovabbi
fejlodésével ¢és a  szomatikus embridfejlodés  egyedfejlédési  programjanak

aktivalodasaval.
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71.2.A 10uM 2,4-D hatasara nagyobb mértékben kifejez6dott
géntermékek azonositasa cDNS kivonason alapulé médszerrel

luM és 10uM 2,4-D-vel kezelt lucerna (Medicago sativa ssp. varia A2)
levélprotoplaszt eredetli sejtkultirakbol mRNS-t izolaltunk, majd azokat cDNS-sé irtuk
at. Az 7-2/A Abran megfigyelhetéek a két kiilonbozé 2,4-D koncentracid jelenlétében
kialakulé morfologiai kiilonbségek lucerna levélprotoplaszt sejtekben. A sejtmorfologiai
valtozasokon til a sejtekben bizonyos gének kifejez6dési mintazata is megvaltozott a
megndvekedett 2,4-D koncentracid hatdsara, melyet aldtdmaszt a kisméretli, kompakt
sejtekben a szomatikus embriogenezis receptor kinaz gén (MsSERK1, Nolan és mtsai.
2003) megemelkedett kifejezGdése. (7-2/B Abra). Annak érdekében, hogy tovabbi
génkifejezodési kiilonbségekre bukkanjunk az embriogén és kontroll sejtek kozott,
valamint atfogd képet kapjunk a benniik zajlo eltérd molekularis folyamatokrol,

Osszehasonlitottuk génexpresszids mintazatukat.
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7-2. Abra: Az mRNS izoldldshoz és cDNS kivondshoz haszndlt sejtek jellemzdi. A). A nem embriogén
(1 uM  2,4-D) illetve embriogen (10uM 2,4-D) kériilmények kozott 4 napig tenyésztett lucerna
levélprotoplaszt eredetii sejtek dltalanos morfologiaja B) A lucerna szomatikus embriogenezis receptor
kindz (serk) gén relativ génkifejezddése az A) dbrarészen bemutatott kétféle tenyészetben. A génkifejezédést
RT-QPCR-ral hataroztuk meg és egy aktin gén kifejezédési szintjére normalizaltuk.

Mivel teljes genom szintli génexpresszios vizsgalatra lucerndban nem voltak meg
a technikai feltételek €és a rendelkezésre 4llo kisérleti mintdk mérete is korlatozott volt
(kb. 2x10° sejt/minta), egy polimeraz lancreakcié (PCR) alapu modszert vélasztottunk a
génkifejez6dés Osszehasonlitasra. Négynapos levélprotoplaszt eredetli sejtekbdl mRNS-t

tisztitottunk, majd az mRNS molekuldkat cDNS-s¢ konvertaltuk. Megfeleld modszerrel
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(PCR-alapt cDNS kivonas, ,,cDNA subtraction”) felszaporitottuk azokat a szekvenciakat,
amelyek az egyik mintdban nagyobb mennyiségben fordultak el (7-3. Abra).

24 27 30 33 PCR ciklus 5 NS

Kkivonatlan EM, 10 pM 2.4-D kivont (EM-NE)
s =

e * e g0 es e opo°*®
¢ e = * o - ‘:‘: . . 2l

- o [ ] L2 .. ®
g oe ®
kivonatlan NE, 1 pM 2.4-D forditva kivont (NE-EM)

7-3. Abra. 10 illetve 1 uM 2,4-D jelenlétében 4 napig tenyésztett lucerna levélprotoplaszt eredetii
sejtekbol szarmazo cDNS-ek . kivondsa/szubtrakcioja”. A) A mintegy 250 000 sejtbol tisztitott mRNS-bol
szarmazo c¢DNS exponenciadlis felszaporitasihoz sziikséges polimerdz lancreakcio (PCR) ciklusszam
meghatdarozdasa. B) Kivont (S) és kivonatlan (NS) c¢DNS dsszehasonlitasa elektroforetikus elvalasztast
kévetéen. A savok megjelenése jelzi, hogy egyes cDNS molekulak feldusultak a mintaban. C) A B) abra
részen mutatott cDNS-ek molekularis hibridizacioja radioaktivan jeldlt kivont (S) ¢cDNS probaval. D) A
kivont c¢DNS-b6l  készitett ¢DNS kényvtarbol szarmazo egyedi c¢DNS fragmentumok molekuldris
hibridizacioja a feltiintetett radioaktivan jelolt cDNS mintakkal. A cDNS fragmentumokat négy ismétlésben,
azonos elrendezodésben, kétottiik a nylon membranra és parhuzamosan hibridizaltuk a négy probaval. A
nyilak jelzik azokat a ¢cDNS fragmentumokat, amelyek a , kivont” probaval specifikusan vagy erésebben
hibridizalodnak. Ezek keriiltek tovabbi jellemzésre.

A cDNS kivonast mindkét irdnyban elvégeztiik: EM ¢cDNS mint vizsgalandé
(,,tester”) minta és NE ¢cDNS mint kivonandd (,.driver”) minta (kivonas), és forditva
(forditott kivonds). Mivel a cDNS kivonas hatékonysaga sohasem 100%, egy tovabbi
cDNS szlirési 1épést is beiktattunk. A kivonas eredményeként felszaporitott cDNS
darabokat bakterialis plazmid vektorba illesztettiik (klonoztuk), igy egy cDNS konyvtart
hoztunk Iétre. EbbSl a cDNS konyvtarbol o6tszaz véletlenszerlien valasztott cDNS
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inszertet hordozé plazmid molekuldt megtisztitottunk és a DNS mintdkat azonos
elrendezésben négy nylon filterre csepegtettiik, in. DNS ,,makroarrayt” hoztunk 1étre. A
négy, DNS mintakat tartalmazé, filtert kiilonb6z6, radioaktivan megjelolt, cDNS
mintaval (kivont, forditva kivont illetve kivonatlan EM és NE cDNS mintak) DNS-DNS
hibridizacioval vizsgaltuk. A megfeleld hibridizacids mintdzatot add, az EM sejtekben az
NE sejtekhez viszonyitva magasabb expresszids szintet mutatd, 38 cDNS darabot
megszekvenaltuk és szekvencia adatbazisokhoz hasonlitottuk. A kapott eredményeket a
7-1. Tablazat foglalja 6ssze. A gén-nevezéktani kifejezések segitségével a szekvencidk

funkcionalis kategoriakba torténé osztalyozasat a 7-4. Abra szemlélteti.

[] egyéb élettani folyamatok
[ egyéb anyagcsere folyamatok
[] egyéb sejtszintii folyamatok
[ fehérje anyagcsere

[E5] sejtszervezddés és biogenezis

[ ] transzport

[] ismeretlen biolégiai folyamatok

E= egyéb bioldgiai folyamatok

[l abiotikus és biotikus ingerekre adott valasz
[[] transzkripcié

E stresszvalasz

[] jelatvitel

Il DNS vagy RNS anyagcsere

[] elektron transzport vagy energia utvonal
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7-4. Abra. Az azonositott cDNS szekvencidk dltal kédolt fehérjék funkciondlis kategoridkba
torténd osztilyzdasa az Arabidopsis fehérjék szekvencia homologidja alapjan (azok a cDNS klonok, melyek
egyetlen Arabidopsis génnel sem mutattak homologiat, nem szerepelnek az abran) Az osztalyozas a gén-
nevezéktani kifejezések (gene ontology, GO) kézotti automatikus keresésen alapszik, igy egy fehérje tobb
csoportba is sorolhato (a kiilonbozd kategoriakba sorolt fehérjék szama az abran lathato.)
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azﬁ:ggi 6 ‘::;;2:;:; A ;Ilg:::);zggén Arabidopsis fehérje neve Hasonlésag | Funkcio
12 AJ888478 | At3g22950 |ARF jellegli fehérje 2.10E-64 | MVT
15 AJ888479 | Nincs talalat |nincs - Nincs
111 AJB88480 | Atlg74560 |lehetséges PP2A inhibitor (SET) 4.10E-18 | NK
1 16 AJ888481 | At2g28740 [lehetséges hiszton H4 feh. 2.00E-36 | NK
26 AJ888482 | At5g45130 |Ras-hoz kéthetd GTP-koté RHA] feherje 1.90E-65 | MVT
28 AJ888483 | Atlg07920 [EFla elongicios faktor 5.20E-59 TR
2 11 AJ888484 Atlgl7180 |2,4-D indukalhato GST-S transzferaz jellegli| 7.90E-34 S
2 14 AJ888485 At5p54160 |0-metiltranszferaz 1.20E-41 SF
2 16 AJ888486 | Atlgl7180 [2,4-D indukalhatd GST-S transzferaz jellegli| 4.30E-62 3
2 17 AJB88487 At5g02280 |Ismeretlen fehérje 7.40E-12 H
219 AJ888488 | At2g14835 |Ismeretlen fehérje (zinc-finger fehérje) 2.20E-44 H
221 AJ888489 Atdgl1660 |Hosokk transzkripeios faktor 4.30E-30
2 23 AJ888490 | At5g27700 |S21 riboszomalis fehérje 2.20E-35 TR
2 24 AJ888491 | At2g41690 [Hosokk transzkripeios faktor 2.00E-16 S
3 4 AJ888492 | Nincs talalat |nincs - Nincs
3 10 AJ888493 At2p36170 |CEP52 ubiquitin/ riboszomalis fehérje 9.10E-32 TR
313 | Aysssaos | PUSHIA0 p o nerishorkothets fehérie (PR10) 3.00E38 | S
= ——— chickpea
3 14 AJ888495 | At3pg28780 |hiszton-H4 fehérje 1.00E-26 | NK
3 15 AJ888496 Atlg27310 |2 magi transzport faktorral azonos 2.40E-52 NK
3 16 AJ888497 | Nincs talalat [WD-ismétlodés? - H
317 AJ888498 At2p35930 |Tsmeretlen fehérje 3.10E-29 H
3 19 AJB88499 | Atlpgo3810 |Feltételezett fehérje 3.90E-49 H
320 AJB88500 | At5gl9510 |EF1B elongicios faktor 1.90E-59 TR
41 AJ888501 | Atdgl9860 [Ismeretlen fehérje 4.40E-40 H
43 AJ888502 | Nincs talalat |HR-kapcsolt Ca-kotd feh.-szer(i - 3
4 13 AJ888503 At3g19540 |Ismeretlen fehérje 1.20E-14 H
4 21 AJ888504 | At3g12580 |[Lehetséges fehérje (Hsp70) 8.30E-91 S
52 AJ888505 | At2g37770 |aldoketo-reduktaz 1.30E-62 S
53 AJ888500 | Atdg02080 |SARI1 GTP-kotd szekrecios faktor 1.10E-54 | MVT
54 AJ888507 At5g53880 |Ismeretlen fehérje 0.75 H
55 AJB88508 | Atlg78340 |GST7 feherje 1.40E-59 S
56 AJ888509 | Nincs talalat |nincs - nincs
512 AJ888510 | At2p44790 |fitocianin, kék Cu-koté fehérje II 1.80E-15 3
514 AJ888511 | At3g11510 [40S riboszomalis fehérje s14 0.0052 TR
5 15 AJ888512 | Atd4g09320 |Nukleozid-difoszfat kinaz 2.90E-24 M
516 AM292925 | At5G06260 |Ismeretlen fehérje (oxr1) 2.00E-71 3
517 AM292926 [ At3g04340 [405 riboszomalis fehérje S3A 4.00E-32 TR
520 AJ888513 | Nincs talalat |nincs - nincs

7-1. Tablazat. Az azonositott 38 cDNS szekvencia hasonlosdaga Arabidopsis thaliana L. cDNS-
ekhez és a kodolt fehérjék feltételezett biologiai funkcidja. H-hipotetikus fehérje; M-anyagcsere; MVT-
membran illetve vezikulum transzport; NK-sejtmag/kromatin, Nincs-nem ismert hasonlo fehérje; S-stressz;
SF- sejtfal; TR-transzlacio
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7.1.3. A génexpresszio 2,4-D indukalhatésaga

Az azonositott gének kifejez0désének a szomatikus embriogenezissel valo
kapcsolatat tovabbi génexpresszids vizsgalatokkal kiséreltiik meg tisztdzni. A 38 gén
koziil 11 kiilonbozd funkcionalis kategoriaba sorolhatd fehérjét kodold gént valasztottunk
ki a részletesebb vizsgalatokhoz (stresszhez-kothetd: GST-transzferaz jellegli 2-16 GST,
patogenezishez kotheté fehérje PR10-szeri 3-13 PR, oxidativ stressz-rezisztencia
fehérje-szerti 5-16_OXR; intracelluldris transzporthoz kothetd: kis GTPazok 2-6 RAB,
1-2_ARF; transzlacidhoz kothetd:1 o elongacios faktor 2-8 EF, 40S riboszomalis fehérje
5-17_S3; transzkripciohoz/kromatinhoz kothetd: nukleoszoma-kapcsolt fehérje szerti
foszfataz inhibitor 1-11_SET; feltételezett fehérjék: 5-20, 2-19 ZF, 3-16 WD).

A génkifejezédés 2,4-D koncentracio fiiggését lucerna (M. sativa ssp. varia A2)
leveleken vizsgéltuk: a fiatal leveleket 1 és 10 uM 2,4-D tartalmu folyadék tapkozegben
usztattuk négy napig. A negyedik napon vizsgalva a 2,4-D képes volt sejtosztodast
indukalni a levelekben. fgy tehat a 2,4-D génkifejez6désre gyakorolt hatsa jol
elkiilonithetové valt azoktdl a génexpresszids valtozasoktol, melyek a szomatikus
embriogenezis folyamataval allnak 6sszefiiggésben. Ezenfeliil a protoplasztalas 1épésének
kihagyasaval csokkent a sejteket érintd stressz mértéke (hiszen nem volt jelen
gombaeredetii enzim-készitmény, nem tortént sejtfalemésztés és azt kovetd szintézis, nem
jatszodott le erds ozmotikus stressz), mely pontosabb 2,4-D hatadsanalizist tett lehetové.

A levelekbdl naponta mintat vettiink, amelybdl RNS-t tisztitottunk, cDNS-t
szintetizaltunk, majd cDNS-specifikus oligonukleotidok felhasznaldsaval valds idejii
(,,real-time”) PCR reakcioban meghataroztuk a cDNS-ek altal reprezentalt gének relativ
kifejezddését a két 2,4-D koncentracié mellett (7-5/A Abra). Kontrollként, az embriogén
egyedfejlodésben szerepet jatszo mslecl gén expresszidjat is megvizsgaltuk, s az
eredményeket egy aktin gén kifejezodésére normalizaltuk. Egy gén (2-19 ZF) kivételével
minden gén magasabb relativ kifejez0dést mutatott a negyedik napon a 10 uM 2,4-D
hatasara, ideértve a kontroll mslec/ gént is. Ez utobbi tobb, mint hétszer nagyobb
kifejez6dést mutatott, de hangsulyoznunk kell, hogy a LEC1 gén expresszidja rendkiviil
alacsony a tobbi vizsgalt génhez képest. J61 lathatd az 7-5/B. Abran, hogy a LECI1 és a

masik 11 —szdmunkra érdekelt- vizsgalt gén relativ génkifejezddési szintje kozott harom
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nagysagrendnyi kiilonbség mutatkozik. 8 gén a kontroll aktin gén kifejezédésével
Osszevethetd erdsségii (egy nagysagrenden beliili) génkifejezodési szintet mutatott, mely

tehat erds génexpressziora utal.

A 9 ‘
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7-5. Abra. Relativ génkifejezédés négy napig 10 uM 2,4-D-vel kezelt lucerna levelekben az 1 uM 2,4-D-
vel kezelt levelekhez viszonyitva. A) A 11 azonositott gén, valamint az embriogén marker LEC1 kontrol gén
relativ génkifejezodése. A vizsgalt géneket feltételezett funkciojuk szerint csoportositottuk (S-stressz; MVT-
membran illetve vezikulum transzport; NK-sejtmag/kromatin; SF-sejtfal; TR-transzlacio; No/H- nem ismert
vagy hipotetikus fehérje) B) A vizsgalt gének kifejezddési tartomanya és dtlaga az aktin gén kifejezédési
szintjére normalizalva (szaggatott vonal). A relativ génkifejezédést RT-QPCR-ral vizsgaltuk az 1.
tablazatban felsorolt primerek segitségével. Minden génkifejezodest egy aktin gen kifejezédésére
normalizaltunk.
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7.1.4. Génkifejez6dés a szomatikus embriogenezis korai és kései
szakaszaban

Hogy magyarazatot talaljunk a gének kifejezddése €s a szomatikus embriogenezis
kozotti  lehetséges kapcsolatra, egy masik kidolgozott kisérleti rendszert is
megvizsgaltunk. Ebben a rendszerben naftilecetsav (NES) jelenlétében tenyésztett
lucerna (Medicago sativa ssp. sativa cv. Rambler) sejtek (in. mikrokalluszok) kertiltek
kezelésre 100 uM 2.,4-D-vel egy oraig (Gyorgyey €s mtsai. 1991, 1997).

A rovid kezelést kovetéen a mikrokalluszokat hormonmentes tapkozeggel torténd
alapos atmosas utan ugyancsak hormonmentes tapoldatban tenyésztették tovabb. Ezek
kozott a koriilmények koézott a mikrokalluszok feliiletén szomatikus embriok jelentek
meg a kezelést kovetd 3-4. héten, majd a hatodik hétre a tenyészeteket mar a szomatikus
embriok nagy tomege jellemezte (Gyorgyey és mtsai. 1997). Kontroll tenyészetekben,
melyekben a magas 2,4-D koncentracidval vald kezelés elmaradt, szomatikus embriok
nem fejlodtek, ezzel szemben a hatodik hétre a mikrokalluszokon gyokér differencialodas
volt megfigyelhetd (Dudits és mtsai. 1991, Gyorgyey és mtsai. 1997). Ebben a kisérleti
rendszerben, mind a 2,4-D kezelt, mind a kezeletlen tenyészetekbdl vettiink mintékat, a
kezelést kovetd korai (3, 6, 24 6ra), a 2,4-D hatast tiikr6z6, és késoi (1,3,6 hét), az
embriofejlodést lefedd, idopontokban. A vizsgalt gének relativ génkifejez0dését, a kezelt
és kezeletlen mintakat 6sszevetve, az 7-6. Abra mutatja.

Megallapithaté, hogy a korai szakaszban, a rovid, de igen magas 2,4-D
koncentraci6 hatdsara a stresszel (2-16 GST, 3-13 PR, 5-16 OXR) ¢és a
membran/vezikulum transzporttal (1-2_ ARF, 2-6 RAB) kapcsolatba hozhato vizsgalt
gének, valamint az 5 20 jeldi, ismeretlen fehérjét kodold gén relativ kifejezddése (kb.
kétszeresére) megnétt. Ez a novekedés a korabbi idépontokban (3-6 6ra) nagyobb, majd a
auxinmentes koriilmények kozott, a gének tobbségénél, fokozatosan csokken, vagy alig
valtozik egy hétig. A harmadik héttdl kezdddden, a szomatikus embriok megjelenésével
¢s fejlodésével parhuzamosan, néhany gén relativ expresszioja ismét megemelkedik. Ide
tartozik két stresszel kapcsolatos fehérjét kodold gén (GST-transzferdz illetve patogenezis

kapcsolt fehérje), egy vezikulum transzportban szerepet jatszo fehérje génje (ARF-tipust
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GTPaz), egy riboszoémalis fehérjét kodold gén (S3a), €s a SET foszfatdz inhibitor fehérjét
kodolo gén.

A kontrol mslecl relativ génkifejezédése, a kezelést kdvetd csokkenés utan, a 24.
oratol fokozatosan emelkedik, a harmadik hétre 30-szoros, a hatodik hétre t6bb mint

1600-szoros a génkifejezddési kiillonbség az dsszehasonlitott mintakban.
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7-6. Abra. Relativ génkifejezédés 100 puM 2,4-D-vel egy ora hosszdig kezelt, majd auxinmentes
tapoldatban tenyésztett mikrokallusz sejtekben, a kezeletlen sejtekhez viszonyitva. A) Korai génkifejezodés
(elsé nap) B) kései génkifejezodés (1-6 hét). A génkifejezodeést egy aktin gén kifejezédésére normalizaltuk.
A vizsgalt géneket feltételezett funkciojuk szerint csoportositottuk (EM-embriogenezis (kontroll); S-stressz;
MVT-membran illetve vezikulum transzport; NK-sejtmag/kromatin; SF-sejtfal; TR-transzldcio, No/H- nem
ismert vagy hipotetikus fehérje). A lecl gén igen magas relativ kifejezodését egyedi skalan abrazoltuk.

Ebben a kisérleti rendszerben egy kivételével (3-16_ WD) az Osszes vizsgalt gén
relativ génkifejezédési szintje hasonld az aktin gén expresszids szintjéhez (7-7. Abra),

ami magas szintll kifejez6désre utal a tenyésztett sejtekben. Bar az MsLEC1 gén relativ
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génkifejezddési szintje négy nagysagrendnyit is emelkedett a kisérlet soran, még igy sem

tudta elérni az aktin gén kifejez6dési szintjét.
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7-7. Abra. A vizsgdlt gének kifejezddési tartomdnya és dtlaga az aktin gén kifejezédési szintjére
normalizdlva (szaggatott vonal) a 100 uM 2,4-D-vel egy ora hosszdaig kezelt, majd auxinmentes
tapoldatban tenyésztett, mikrokallusz sejtekben.. A relativ génkifejezédést RT-QPCR-ral vizsgaltuk az 1.
tablazatban felsorolt primerek segitségével. Minden génkifejezédést egy aktin gén kifejezédésére
normalizaltunk.

A vizsgalt gének valtozatos relativ génexpresszids mintdzatot mutattak a hasznalt
kisérleti rendszerekben, ami arra utal, hogy valtozatos szerepet tdltenek be az EM
sejtekben. Részt vehetnek a 2,4-D-re, mint auxinra, illetve mint stressz faktorra adott
valaszban, de kapcsolddhatnak az embriofejlodés aktivalodasat kisérd atfogod cellularis

valtozasokhoz is.
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7.2. Az Oxprot geén illetve fehérje jellemzése

A lucerna (M. sativa ssp. varia A2) levélprotoplaszt eredetii sejtek szomatikus
embriogenezisben részt vevd génjeinek azonositdsdt kovetéen a gének kozil a
feltételezett funkcid és az expresszids mintazat alapjan kivalasztottunk egy gyakorlati
szempontbo6l is igéretesnek itélt lucerna cDNS-t, melyet eddig az 5 16-os szammal
jeloltiink. Ez a gén homologiat mutatott az oxidativ stresszrezisztencidban szerepet kapo
OXRI (oxidation resistance 1) emberi génnel (Volkert és mtsai. 2000), mely egy csak az
eukaridtdkban jelenlévd konzervalt géncsalad tagja. Az 5 16-os részleges cDNS-t
probaként hasznélva a teljes hosszisagu cDNS-t egy Medicago sativa ssp. varia A2
levélprotoplasztokbol késziilt cDNS-konyvtarbol sikeriilt azonositani. Igy az oxidativ
stresszrezisztencidban feltételezetten szerepet kapd Medicago sativa gént MsOxprotnak
neveztiik el.

Az MsOxprot fehérjének élesztében, muslicaban, emberben, ludfiiben és még
nagyon sok szervezetben megtalalhatoak a homoldgjai, mely valoban egy evolucidsan
konzervalt szerepre utalhat. Az aminosav sorrendek Osszehasonlitasat az 7-8. Abra
mutatja be.

A génrdl atirddott fehérje 421 aminosavbol all, és becsiilt mérete 47.15 kDa. A
fehérje C-termindlis részén tartalmaz egy konzervalt domént, mely a TLD domén
szuperfamilia tagja. Ezen domének funkcioja eddig ismeretlen, de feltételezik, hogy

enzimatikus aktivitassal rendelkezhet. Ebbe a domén csalddba soroltdk az emberi OXR1
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valamint az  iPSORT  algoritmus  (http://hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/) a

kloroplasztiszban, esetleg a mitokondriumban valdsziniisitette a fehérje miikodési helyét.

(13-1. Abra a fiiggelékben).

Elesmtd, 508 Bases, 1 s o -- oo e oo ]

mizlica, S0% bases, 1 MGNAI GKEETTNLYNSEELEMLESAVKMAS GHALEMLTODELVETHS OTIERSLAES TAN 60
ambar, 508 bages, 0 1  --------o- oo o-- oo ooo oo ooo oo oo -MOQTKQOEENT Q005 QKEAKHK ITEADGHT 20
bima, 504 bases, 0 o 1 o e e ]

arabideps, S04 bases 1 - -----UGHENZIEVDHEF 15 ASRAF TOKKLIDLKE LV SLAIHIQSND 42
Incemna, 50¢ bases, 1 --------------- -MGHAQIFFTIFRYL 55 5RATT (KGLENLK SLEDGLAT QB QINGK ¢4
£lermtd, 508 Bases, 1 - - - o mme oo e oo memoo oo ]

miclina, S0¢ bases, 61 YLETPTKPRQQC WHL QL KKE GEFYY IMEGGTI DOKMOMLL 63 MER 36 HOTFHSKQLEAWT 1i0
enber, 504 bases, 0  $1 E3JALLKEKOBHELHKFLTLEY GKEMEKTE S (23 ATMO0TA (RN KK HEYIIF A0 a0
baima, S0¢ Bases, 0@ 1 m-mom o mmmm e e e e e e e e e e - mem ]

arabidops, S0¢ bases ¢4 (FUSYPUTQEYT LI F3 LEERMFTMET QSR KDDKMTY EIL VI AKATY EKGTODET AFFIY 1is
Incemna, 504 bases, 45 YITPUFQS¥FKLHGPI GERMFOLYTOEGKIOKLTFOILY ITKATVEXCTKDEIEEF ITR 104
£lesmtd, 508 Bases, 1 - --- - -m- - eme - - MPLUKTAITK IKRSTAGTEIATE 2
muslica, S04 bases, L&l YEVIKIV¥VHLEI TRKNS GIKEWHIL GENTTER 525 TEAKG LMETL CHELEHTMPHIALER 150
ambar, 504 bages, 0 91 HLYAFFI QW3 FPEI¥AEDTCEYTEERGF IWKK IEESETIEDS 3 (&8 ARENEVVE VAEYH 150
bilma, 50% Bmses, © 0 1 == mmmommmm oo o e o e e m e e e e o ]

arabideps, S04 bases 104 JTLIVHCHGYLE B3DLE SFLUY ILKSWPITES SI&ES S0 KKINDAL LMAATFSKIDDGE 162
Incemna, 50¢ bases, 105 LLIWE GDHEYFRIDLEIWLIAIFKDILCIEGS EDG 33 SHODT T FL 348 MF STHEEKTT 164
ilesmtd, S50¢ bases,  i4 TAYTTASESSPQLKDIHNPFENKTT SERTIVEEGS LEFYRLHGYLES THHKLETPEMIIE &3
muzlica, 504 bases, 1§l ULHVTFOFLQIJEEVES (LY CRHEG SKENI IKEME IR ILAACIa POHSHYRPIIELEHY & 40
enber, 504 bases, 0 151 FRITGLNTEELRTLLERLOWTTEED I¥SKQVATVKADLES E3 FEFHL SIF SERKRFIQIE #10
bima, S0¢ Bases, 0@ 1 m-mo- o m o mm e m e e e e e e e e e e e e mem ]

arabidops, S0¢ bases 164 EKGMIFEDFRIJCSFWE TIEKFLES LLMFF STVRF (¥ ¥EDI 733 DE] Eid fi2
lucema, S04 bases, L5 I:E:M-!EI‘EIE‘REEE&HIPHRE}E‘ [ LLFFFDS (R 6T QTgHAT TPRD IDEHI Eik £id

&lesztd, S04 basaes,
muslica, S04 bases,
arber, S04 bazez 0
biwa, S04 bases, 0 o
arabideps, S04 bases
Incerna, S04 baces,

&lesztd, S04 basas,

d}n'pIﬁ.?HI 3 EKEES EQECKEGKEE CDKEERWEER 032

muslica, S04 bases, BRI < pog - - T - T %
ember, 504 bases, 0 iui. lkvsdg-- g: tut f|:| F e -]
iima, S04 hases, 0O o , H 2 R L CRnLEE LR - I 3

arabideops, S04 baces e -1 .1
Iucema, S04 bases, B EGEEEEEE PP P PPt - IR T

&lesztd, S04 basaes,
musldica, 504 bases,
arber, S04 bazez 0
iima, 504 bases, 0 o
arabideps, S04 bases
Incerna, S04 baces,

ilesmtd, S04 basas,
muslica, S04 baces
erber, 504 bases, 0
bizma, S04 bases, 0 2
arabideps, S04 haces
Incema, 504 bases,

Elesztd, S04 bases, 373 mmccmememmcmameeeeeeoeon (72
muslica, S04 bases, 4i5 DIRAMLEIACGKKMHSDGLEEFHMID 446
embar, S04 bases, 0O JEY mmmmmmmmmmmmmmmmmmmm——== 12
bima, S04 bases, 0 @ 147 =--c-c--mecmamoooaaooooo 147
arabideps, S04 bases 410 EHMLKLU@RCHEMD--------- 284
lucema, S04 basaes, 410 MLRS?GLANG 3E-----cmmmeme i1

7-8. Abra. Az MsOxprot fehérje élesztd, muslica, ember, biiza valamint lidfii fehérjékkel mutatott
homologidja.
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Mivel az Arabidopsis thaliana, magyarul ludfii a ndvényi genetikai kutatasok
egyik modell organizmusa, s esetében lehetséges mind funkcio-vesztéssel jar6 mutans,
mind fehérje tultermeld transzformans ndvényekre szert tenni, ezért kiterjesztettiik
kutatasainkat az MsOxprot 1adfli homologjaira is.

Arabidopsisban két, az MsOxprottal 63- és 29%-o0s hasonldsagot mutatd fehérjét
talaltunk, melyeket az At5g06260 és Atdg34070-es gének kodolnak. (7-9.Abra)

B Szignifikans hasonlésagot mutatd szakaszok

MsOxprot L (|
At5g06260 e e e T i D — ey
At4g34070 — T - =

7-9. Abra: Az MsOxprot fehérje lidfii homolégokkal mutatott hasonlésiginak sematikus
dbrdja.

A két ludfii gén szekvencidjanak 6sszehasonlitdsdnal azonban kidertilt, hogy csak
az At5g06260 gén tartalmazza a teljes TLD domént (7-10. Abra), mely feltehetden
felelés az oxidativ stresszrezisztencia kialakitasaért. Az At4g34070 gén altal kodolt
fehérje bar hasonld méretli, azonban eldl hosszabb, hatul pedig rovidebb a masik
fehérjéhez képest, és csak részleges TLD domént tartalmaz. Ezért csak a teljes domén

szekvenciajat tartalmazdé homoldggal kezdtink dolgozni, melyet elneveztiink

AtOxprotnak.
B Szignifikans hasonlésagot mutaté szakaszok
I T |_ D domeén
At5g06260 =
At4g34070 N -

7-10. Abra. Az MsOxprot fehérje Arabidopsis homolégjainak szerkezeti hasonlésdgdt bemutato
sematikus aba

Az At5g06260 gén altal kodolt AtOxprot fehérje 424 aminosavbol 4ll, s becsiilt
mérete 47.4 kDa. Az MsOxprothoz hasonléan tartalmaz egy kalcium-kotd EF-hand

helyet, a teljes TLD domént, valamint szintén mitokondridlis, vagy kloroplasztisz
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lokalizacié valdszintisithetdé szamara a TargetP 1.1 Server prediktald program

segitségével (13-2. Abra a fiiggelékben).

7.2.1. A lucerna és ludfii OXPROT fehérjék képesek komplementalni
az oxr1_ mutans éleszt6 torzs hidrogén-peroxid érzékenységét.

Egy korabbi tanulméany szerint az oxr/ mutans élesztd torzs kb. tizszerte
érzékenyebb hidrogén-peroxid kezelésre, mint a vad tipusu torzs (Volkert és mtsai,
2000). Annak érdekében, hogy megallapitsuk vajon a lucerna és ludfii Oxprot képes-e
komplementalni az oxr/ mutans élesztd torzset, az At- és MsSOXPROT fehérjéket réz-
indukalhat6 promoter segitségével fejeztettiink ki mutans hattérben, majd vizsgaltuk azok
hidrogén-peroxid rezisztencijat.

A kisérlet sordn a réz jelenléte mellett novesztett élesztd torzseket egy Oran
keresztiil kiilonb6z6 koncentracidju H,O; (50, 100, 150 mM) kezelésnek tettiik ki, majd
megfeleld higitasban, szintén réz tartalmu lemezekre szélesztettiik. A rézindukciot a
hidrogén-peroxid kezelés el6tt mintegy 10 éraval kezdtiik meg a novesztd tapoldathoz
torténd10uM  CuSO,s hozzaadasaval, s az indukcid meglétét az affinitds tisztitott

MsOxprot-ellenanyaggal ellenériztiik Western-blot analizisen (7-11. Abra).

M=Oxprot AtOxprot

A A
Y

\
- 55kDa

-
- ~ 40kDa

+Cu -Cu +Cu -Cu

7-11. Abra. Az oxrl _mutins éleszté torzsben Cu-indukdlhaté promdéter segitségével
kifejeztetett MsOxprot és AtOxprot fehérjék jele Western-blot analizisen. +Cu =10 uM CuSO4 a
tapkozegben, mellette a kontrol minta.

A harom nap multan felnétt telepeket leszamoltuk, s az eredményekbdl tualélési

gorbét készitettiink (7-12. Abra). Az MsOXPROT-ot expresszalo torzs szinte tokéletesen
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a vad tipust torzs ellendllasi szintjét mutatta a hidrogén-peroxid kezelés utan, az
AtOXPROT-ot kifejez0 pedig valamivel e szint alatt maradt, de még igy is sokkal
jobbnak mutatkozott a mutans térzshéz képest. Mindez arra utal, hogy a lucerna ¢és ludfii
OXPROT fehérje képes a mutans torzset megvédeni az oxidativ kdrosodassal szemben, s

annak hidrogén-peroxid érzékenységét visszaallitani kozel a vadtipusu torzs szintjére.

100
10
S
g 1 =&—oxr1_mutans
% —l—vadtipus
B oxr1_mutans+MsOxp
ﬁ 0.1 oxr1_mutans+AtOxp
b
0.01
0.001
OmM 50mM 100mM 150mM
H202 konc.

7-12. Abra. A kiilonbizé koncentrdcioju H;0nak 1 ordan keresztiil kitett vadtipusi,
oxrl_mutdns, valamint az MsOXPROT, illetve AtOXPROTt fehérjével komplementdlt oxrl_mutdns
élesztok szazalékos tulélési gorbéje. A kisérlet soran hasznalt H,O, koncentraciok: 50 mM, 100 mM,
150 mM; At Y tengely logaritmikus skalat abrazol.

Egy masik kisérletben a mutans és vadtipust ¢élesztd torzseket tobbféle
higitdsokban, és figyeltiik, hogy a telepek szaméban lathaté-e kiilonbség (Demasi és
mtsai. 2006). Az 5 mM H,0,.t tartalmaz6 taptalajon az oxr/ mutans és vadtipusu éleszto
kozott ¢€les kiillonbség volt felfedezhetd, igy ilyen koriilmények kozott elvégeztiik a
komplementacids kisérletet. A rézindukalt élesztd torzseket 600 nm-en mért 0.2 OD-re
higitottuk, majd azokbdl 1:5, 1:25, 1:125, 1:625-6s higitdsokban 12ul-es cseppeket
helyeztiink a rézszulfatot és 5 mM H,0,.t tartalmazo taptalajra (7-13. Abra).
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oxrl _mutans + AtOxp

oxrl mutans + MsOxp

vadtipus

oxr] mutans

7-13. Abra. A vadtipusii, oxrl_mutdins, valamint az MsOxprot, illetve AtOxprot fehérjével komplementilt
oxrl_mutdns élesztok novekedése SmM H,0j-dal kiegészitett taptalajon 4 nap utdan. Az elsé oszlopban

12 pl-nyi 600nm-en mért 0,2 OD-re higitott élesztot cseppentettiink ki a kiilonbozo térzsekbdl , s a tobbi
oszlopban azok 1:5, 1:25, 1:125, 1:625-0s higitasi sorozata lathato.

Az AtOXPROT-ot és MsOXPROT-ot kifejezd oxrl mutans élesztd torzsek a
vadtipusu torzshoz hasonld talélést mutattak adott koriilmények kozott, vagyis ez a
kisérlet is alatdmasztotta, hogy az adott fehérjék képesek visszaallitani a mutans torzs

hidrogén-peroxid érzékenységét a vadtipusu torzs szintjére.

7.2.2. Génkifejez6dési vizsgalatok

7.2.2.1. Szervspecifikus génkifejezodés vizsgalata

7.2.2.1.1. MsOxprot szervspecifikus génkifejezodése

Az ¢élesztd kisérletet kovetden kivancsiak voltunk arra, hogy a lucerna (Medicago
truncatula) MsOxprot szervspecifikusan fejezddik-e ki. Ezért wvalés ideji PCR
segitségével négy ndvényi szervben, valamint egy sejtszuszpenziobol szirmazo mintdban
megvizsgaltuk a gén relativ kifejezddési szintjét a gyokérben mért kifejezodési szintet

véve alapul. Az eredményeket a 7-14. Abra szemlélteti.
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7-14. Abra. A lucerna MsOxprot gén relativ génkifejezédése kiilonbozé nivényi szervekben és
sejtszuszpenzioban. A génkifejezédést egy lucerna aktin gén kifejezédésére normalizaltuk.

A kisérlet eredményeképpen megéllapithatd, hogy az MsOxprot gén minden
vizsgalt szervben kifejezddik, valamint a levélben és virdgban mérhetd géntermékszint
mintegy kétszerese, a sejtszuszpenzioban pedig mintegy hdromszorosa a gyokérben

mérhetének.

7.2.2.1.2. AtOxprot szervspecifikus génkifejezodése

Az AtOxprot esetében is megvizsgaltuk a gén relativ kifejez6dését kiilonbozo
novényi szervekben, valamint sejtszuszuszpenzidban a gyokérben mért kifejezodési
szintet véve alapul (7-15.Abra).

Megallapithatd, hogy a gén kifejez6dési szintje a gyokérhez hasonloan a
levelekben, viragban és a sejtszuszpenzioban a legmagasabb, a termésekben ezekhez
képest mar alacsonyabb, s a szarban csak tizedannyi a géntermék mennyisége, mint a
gyokérben. Igy tovabbi vizsgalatainkat zold novényi leveleken és sejtszuszpenzion

végeztik.
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7-15. Abra. Az Arabidopsis AtOxprot gén relativ génkifejezédése kiilonbizé novényi szervekben
és sejtszuszpenzioban. A génkifejezédést a glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogendz (GAPDH2) gén
kifejezédésére normalizaltuk.

7.2.2.2. Stresszkoriilmények alatti génkifejezodés vizsgalata

7.2.2.2.1. MsOxprot gén stresszkoriilmények alatti vizsgalata

Fiatal lucerna novények leveleit 3 és 6 oOrara paraquat, sebzés, valamint
kiszaradéasos stresszkezelésnek tettiik ki, kivancsian arra, hogy az adott koriilmények
indukaljak-e a gén kifejezodését. Emellett lucerna sejtszuszpenzion (Medicago sativa ssp.
varia A2) hipoxia kezelést végeztink, az el6z0 stresszkezelésekhez hasonld
idépontokban véve mintat. Steril koriilmények kozott ndvekedo fiatal novényeken pedig
37°C-os hdstresszt alkalmaztunk, melybdl 8 és 24 ora elteltével tortént mintavételezés. A

kapott eredményeket a 7-16. Abra szemlélteti.
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7-16. Abra. A lucerna MsOxprot gén relativ génkifejezidése kiilonbizd stresszkezeléseknek kitett fiatal
leveleken és sejtszuszpenzion. A génkifejezédést egy lucerna aktin gén kifejezédésére normalizaltuk.
Kezelések: 10uM paraquat (levagott levelek paraquat tartalmu vizzel dtitatott sziirépapiron), sebzés (vizes
sziirépapiron fekvd levelek borotvapengével tobbszér megvdagva), szarazsag (levagott levél nyitott
petricsészében hagyva szobahdmeérsékleten), hipoxia (sejtszuszpenzio kozel légmentesen lezarva és
himbalva), 37°C héstressz (steril névény zart konténerben termosztatba helyezve).

Az alkalmazott stresszkezelések a hipoxia kivételével mind megemelték az
MsOxprot géntermék szintjét, bar a sebzés csak kisebb mértékben. A kiszaradas okozta
haromszoros géntermékszint novekedés harom ora elteltével mar nem emelkedett tovabb,
azonban a paraquat még ezt kovetéen is fokozni tudta a gén relativ kifejezddését. A
37°C-os hostressznek kitett steril novényeknél a kontrollhoz képest 8 és 24 6ranal is kb.
négyszeres géntermék szint novekedést tapasztaltunk. A kapott eredmények alapjan
feltételezhetjiik, hogy a gén jelentds szerephez jut az oxidativ stresszvalasz soran.

Munkatarsam (Dunainé¢ Fodor Csilla) rendelkezésemre bocsatott egy kiilonb6zo
stressz €s hormonhatasoknak kitett kéthetes csirandvényekbdl késziilt cDNS sorozatot,
mely esetében 4 6randl tortént mintavételezés. Ezeken is megvizsgaltuk az MsOxprot gén
relativ  génkifejezddését, hogy pontosabb képet kapjunk annak génexpresszids
valtozasairol killonbozé stresszkoriilmények kozott. A kapott eredményeket a 7-17. Abra
szemlélteti.

Az eredmények alapjén a kiilonb6z0 stressz és hormonkezelések koziil az ImM
hidrogén-peroxid és az 50 uM abszcizinsav novelte mérsékelten a gén relativ

kifejez6dését. A kéthetes csirandvényekben a 4 oran keresztiil tartd 37°C-os hdstressz

crer

65



M
W

7]

QD

©

:g 2 IMSOXQ»

g

=

c

@ F— — ] - ' -

[=]

=

[:1}

m T ¥ T T T T
3 Ne) O % Q S S &) N
& oY i

{9& rg\QW@\*@\»@?@\goO&

7-17. Abra. A lucerna MsOxprot gén relativ génkifejezédése kiilonbizd stressz és hormonkezelésnek
kitett 2 hetes (Medicago truncatula) csiranovényeken. A génkifejezodest egy lucerna aktin gén
kifejezédesére normalizaltuk. Kezelések: 4°C hideg, 37°C hdstressz, ImM H,0,, 50 uM GS3, 50 uM BAP,
50 uM IES, 50 uM ABS, 100 mM NaCl,

7.2.2.2.2. AtOxprot gén stresszkoriilmények alatti vizsgalata

Munkatarsam (Manuela Jurca) rendelkezésemre bocsatott egy kiillonbozo stressz
¢s hormonhatasoknak kitett haromhetes teljes ludfii csirandvényekbdl késziilt cDNS
sorozatot, melyen megvizsgaltuk, hogy adott koriilmények koézott hogyan viselkedik a
lucerna MsOxprot gén ladfli homologja (At5g06260). A rendelkezésemre bocsatott
mintak esetében 1 és 24 oranal tortént mintavételezes, s a kapott eredményeket a 7-18.
Abra mutatja be.

Az AtOxprot gén az abran lathato stresszkezelések hatdsara 1 o6ranal még sehol
nem mutatott nagyobb mértékii indukciot, de egy kisebb mértékii represszalodas a 4°C-os
hidegkezelés sordn megfigyelhetd volt. A kései (24 0Oras) stresszvalasz esetén mar
emelkedett relativ génkifejez6désrél szamolhatunk be 100 uM abszcizinsav, valamint egy
fény kizarasa mellett hasznalt etilén donor (10mg/L Ethephon) hatasara. Az oxidativ
stressz-agensként ismert paraquat 25 uM koncentracidban nem indukalta jelentésen a

gént egyik idopontban sem a harom hetes csiranévények esetében.
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7-18.  Abra. A Ilidfii AtOxprot gén (At5g0620) relativ génkifejezddése kiilonbozd stressz és
hormonkezelésnek kitett 3 hetes Arabidopsis csiranévényeken. A génkifejezodeést a glicerinaldehid-3
foszfat dehidrogendz (GAPDH2) gén kifejezédésére normalizaltuk. Kezelések:8% szacharoz, 300 mM
gliikoz, 300 mM NaCl, 30% PEG, 4°C hideg, 25uM paraquat, 10 uM szalicilsav, 100 uM abszcizinsav, 10
mg/L ethephon+sotét

Ezutan a korabban az MsOxprot esetében elvégzett kisérleteket hajtottuk végre
tiveghazi vadtipusi (Columbia) Arabidopsis ndvények levelein, vagyis a levagott
leveleket kitettiik 10 uM paraquat hatasanak, sebzésnek és kiszaradasnak, emellett a
sejtszuszpenziot hipoxia kezelésnek, valamint az {iveghadzi ndvényt pedig 37°C-os
hostressznek. Mivel a kiilonb6zd hormon és stresszhatdsnak kitett haromhetes
csirandvények cDNS-ein 1 6ranal nem lattunk nagy relativ génkifejezédésbeli valtozast, a
lehetséges nagyobb mértékii korai indukcié miatt az elsé 8 draban gyakrabban keriilt sor
mintavételre. (Oh, 0.5h, 1h, 2h, 4h, 8h). A kapott eredményeket a 7-19. Abra szemlélteti.

Az akalmazott stresszkezelések a szarazsag kivételével mind indukaltak a gén
relativ kifejez6dését, PQ esetében mar fél oranal emelkedni kezdett a géntermék
mennyiségének szintje, két 6ranal 8-9-szeresére ndvekedett a kontrollhoz képest, majd a
stressz elorehaladtaval csokkenésbe kezdett, s 8 ra multan visszatért kozel a kiindulasi
szinthez. A sebzés esetében lényegében hasonldan gyors fel- majd lefutast kaptunk a
géntermék mennyiségének szintjében, azzal a kiillonbséggel, hogy 0.5 6ranal egy kisebb
mértékl alulszabalyozottsag volt megfigyelhetd, s a 2 oranal megfigyelhetd cstucs kb.

Otszorose volt a kontrollénak.
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7-19. Abra. Az Arabidopsis AtOxprot gén relativ génkifejezédése kiilonbozd stresszkezeléseknek
kitett fiatal leveleken. A génkifejezodest a glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogendaz (GAPDH2) gén
kifejezédesére normalizaltuk.  Kezelések: 10 uM paraquat (levagott levelek paraquat tartalmu vizzel
datitatott sziiropapiron), sebzés (vizes sziirdpapiron fekvé levelek borotvapengével tobbszor megvagva),
37°C héstressz (iiveghazi novény termosztatba helyezve), szarazsag (levagott levél nyitott petricsészében
hagyva szobahémeérsékleten), hipoxia (sejtszuszpenzio kézel légmentesen lezarva és himbalva).

Hostressz esetében 0.5 orandl a kontrollhoz képest megfigyelhetdé mintegy
feleakkora relativ génkifejez6dés 1 6ranal mar szintén feliilszabalyozottsagba ment at, s a
kisérlet befejeztéig (8h) folyamatosan novekedett, ahol valamivel tobb, mint hatszoros
szintet ért el a kontrollhoz képest. A sejtszuszpenzidon végzett hipoxia/anoxia kezelés
soran a gén hasonldan viselkedett a PQ kezelésnél tapasztaltakhoz azzal a kiilonbséggel,

hogy két 6ranal valamivel kevésbé, 6-7-szeresére indukalddott.

7.2.2.2.3. AtOxprot gén potencidlis szerepe a hipoxidra adott valaszreakcioban

A lucerna ¢és ludfli ,,Oxprot” homologok kiilonbozd stresszkezelések sordn nagyon
hasonlatos génkifejez0dési mintdzatokat mutattak, de némi kiilonbség mégiscsak
felmeriilt. Mig az AtOxprot a kiszaraddsos stresszkezelés soran nem mutatott

valaszreakciot, addig az MsOxprot esetében a hipoxia/anoxia kezelés nem indukalta a
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gént. Az AtOxprot hipoxias valaszreacidja felkeltette az érdeklddésiinket, és a gént ebben
az iranyban tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ala.

Hogy biztosak lehessiink benne, hogy az altalunk valasztott modszernél (15 ml-es
csovek egy kis Iégbuborék kivételével teljesen megtdltve azonos slirliségii [3ml iilepedett
sejt/15ml folyékony tapoldat] 3 napos sejtszuszpenzidval, majd korbeforgd himbara
helyezve) a hipoxia/anoxia bekdvetkezik, egy az irodalmi adatok szerint az adott
koriilmények kozott biztosan indukaldodd gén, az alkohol dehidrogenaz (ADHI)
génkifejezddését is megvizsgltuk. Irodalmi adatok szerint az ADHI mar az alacsony
oxigénszint bekovetkeztétdl szamitott fél oran beliill indukalodik és az elsé 24 oras
idétaroméanyban kifejezédése emelkedett szinten marad (Liu és mtsai. 2005). Mindez
alkalmassa tette arra, hogy az A&ltalunk hasznalt moddszerben a hipoxias/anoxids
koriilmények bekovetkeztét jelezze. Emellett vizsgéltuk a ludfii egy nem szimbiotikus
hemoglobin génjének (AtHB1 vagy AtGLBI1) relativ kifejez0dését is, melynek
emelkedett expresszios szintjérdl korabbi tanulmanyok szintén beszamoltak hipoxias
koriilmények kozott (Trevaskis €s mtsai. 1997).

Az altalunk végzett kisérlet soran e két markergén relativ génkifejezddésére azért
voltunk kivancsiak, hogy megtudjuk, vajon az AtOxprot hipoxids/anoxias koriilmények
kozott az adott géneknél hamarabb, veliik egyiitt, vagy késébb indukalodik-e.

Az AtOxprot gén tehat a hipoxia kezelés soran egy gyors indukalodast mutatott,

amely 8 6ra maltan visszatért kozel a kiindulasi szinthez (7-20. Abra).
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7-20. Abra. Relativ génkifejezédés hipoxia kezelt vadtipusti (Col wt.) Iidfii sejtszuszpenzioban. A
génkifejezédeést a glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogendz (GAPDH2) gén kifejezédésére normalizaltuk.
AtOXP: AtOxprot vizsgalt gén, AtHBI1: nem szimbiotikus hemoglobin, ADH1:alkohol-dehidrogendz
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Kisérletink sordn a vizsgalt id6tartamon beliil az ADHI gén relativ
génkifejezodése is megemelkedett, mely arra utalt, hogy a rendszer alkalmas a
hipoxids/anoxids stresszkoriilmények biztositdsdhoz. A géntermék mennyisége az
AtOxprot-hoz képest valamivel késébb, 1 o6ra utdn kezdett emelkedni, s a vizsgalt
iddétartomanyon beliil emelkedett szinten maradt. A hemoglobin gén (AtHB1) kezdeti
alulszabalyozottsaga két 6ra multan szlint meg, s a géntermék szintje ezutan kezdett
nagymértékli emelkedésbe. Az ADH1 génhez hasonldéan a stresszindukcid kezdetétol
szamitva a negyedik 6raban mutatta a legmagasabb génkifejezddést.

Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy hipoxia stressz sordn a ndvényekben jelentds
mennyiségll nitrogén-oxid is képzddik, mely molekula sok stresszel kapcsolatba hozhat6
jelatviteli utvonal részese (Dordas és mtsai, 2003). Kivancsiak voltunk, hogy a NO
szabalyozza-e az AtOxprot gén kifejez0dését normoxias koriilmények kozott. Ezért a
vadtipusu sejtszuszpenzi6d kezeléséhez egy altalanosan hasznalt NO donort, a natrium
nitroprusszidot (SNP) hasznaltunk 1 mM koncentracidban. Mivel az SNP fényérzékeny, s
bomlastermékei kozott kalium-ferricianid is talalhatd, ezért negativ kontrollként
inaktivalt SNP-t (iISNP), egy napig direkt fénynek kitett SNP oldatot alkalmaztunk
ugyanazon koncentracidban, mint aktiv valtozatat, hogy biztosak lehessiink abban, hogy a
kapott hatast az NO, és nem a szer egyéb bomlasterméke valtotta ki. A kezelés
eredményeképpen az AtOxprot géntermék mennyiségében mar fél oranal csokkenés
kezd6dott, amely két 6ranal a kontroll szint harmadaig csokkent, 8 6éra multan emelkedni
kezdett, s 24 ora elteltével kismértékii kontroll szint feletti emelkedést figyelhettiink meg.
Ez a mintdzat lényegében az ADHI gén esetében is megfigyelhetd volt, de az
alulszabalyozottsag mértéke gyengébb volt, s mar 8 6ranadl emelkedett szintet mutatott a
kontrollhoz képest. 24 ora elteltével génkifejezddése tobb, mint tizszeresére novekedett.

A kapott eredményeket a 7-21. Abra mutatja.
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7-21. Abra. Relativ génkifejezédés az 1 mM SNP-vel kezelt vadtipusi lidfii sejtszuszpenzioban az
1 mM iSNP-vel kezelt sejtekhez képest. Belsé kontrollként a génkifejezédést a glicerinaldehid-3 foszfat
dehidrogenaz (GAPDH2) gén kifejezédésére normalizaltuk. AtOxp: At5g06260 vizsgalt gen,
ADH 1 :alkohol-dehidrogendz (az ADHkifejezédése 24h-nal tobb, mint tizszeres volt)

A hidrogén-peroxid szerepe a ndvények alacsony oxigénszint altal kivaltott
stresszvalaszdban szintén mar bizonyitast nyert. Példaul az anoxia-érzékeny buza
gyokerében (Triticum aestivum) szignifikans hidrogén-peroxid szint emelkedést
tapasztaltak anoxia stresszt kovetden, ellenben az anoxia-tolerans irisz (Iris pseudacorus)
rizomdjanak parenchima szdveteiben nem. Mindez arra utal, hogy alacsony oxigénszint
altal kivaltott stressz soran a hidrogén-peroxid jelként funkcional (Blockhina és mtsai.,
2001). Ezért szintén megvizsgaltuk a 2 mM H,0O, vad tipusu sejtszuszpenzios sejtek
génkifejez0dési mintdzatara kifejtett hatasat a fent emlitett idépontokban normoxias
koriilmények kozott. Az AtOxprot gén relativ kifejezddése az elsd két ordban csak kis
mértékben tért el a kontroll szinttdl, de 4 6ra multan is csak enyhe feliilszabalyozottsagrol
beszélhetiink. Az ADH1 gén relativ génkifejezodése 8 ora elteltével fokozatosan a
tizedrészére esett vissza, mely gén expressziojat tehat erdteljesen érintette a hidrogén-
peroxid kezelés. Az AtHB1 gén kezdeti kismértékii feliilszabalyozottsaga 4 ora elteltével

alulszabalyozottsagba ment at. A kapott eredményeket a 7-22. Abra szemlélteti.
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7-22. Abra. Relativ génkifejezddés a 2 mM H,0r-vel kezelt vadtipusi lidfii sejtszuszpenzioban. A
geénkifejezédest a glicerinaldehid-3 foszfat dehidrogenaz (GAPDH2) gén kifejezédésére normalizaltuk.
AtOxp: At5g06260 vizsgalt gen, ADH 1 :alkohol-dehidrogenadz

7.2.3. ,,OXPROT” fehérje vizsgalatok

7.2.3.1. MsOxprot fehérje lokalizacioja

A lucerna kiilonb6zé ndvényi szerveibdl és a stresszkezelt mintakbol izolalt
fehérjemintakon késziilt Western blot analizisek soran a teljes MsOxprot fehérje ellen
nyulban termeltetett ellenanyag meglehetdsen gyenge jelet adott a megfeleld
magassagban még nagy felvitt fehérjemennyiség mellett is, igy a gyenge jel miatt nem
sikeriilt korrelaciot felfedezni a valds idejii PCR altal detektalt stresszhatdsra
megemelkedd géntermék mennyisége €s a fehérjeszint kdzott.

Abbodl kiindulva, hogy az ¢leszté ¢és human OXRI1 fehérje funkcionalis
mikodéséhez sziikséges a mitokondridlis lokalizacio, Medicago sativa A2
sejtszuszpenziobol mitokondriumot tisztitottunk, majd azt Western blot segitségével
megvizsgaltuk.(7-23. Abra) A mitokondridlis frakcioban a sajat ellenanyaggal kapott jel
feler6sodott, mig zold novénybdl tisztitott kloroplasztiszban, vagy mas organellumban

nem sikeriilt fehérje jelenlétet kimutatni.
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7-23. Abra. Az MsOxprot fehérje Western blot analizise M: mitokondridlis frakcié, T: teljes sejtkivonat

wma® /10 kDa

A Western blot analizisen kapott eredményeket megprobaltuk alatdmasztani
immunolokalizaci6 segitségével is, am az MsOxprot ellen nytlban termeltett poliklonalis
ellenanyag nagy hattérjel képzése miatt nem volt alkalmazhatdo lucerna
levélprotoplasztokon megkisérelt immunolokalizacio végzéséhez.

Ezért MsOxprot-HA fehérjét taltermeld ludfli gyokér eredetli sejtszuszpenzids
kultarat hoztunk 1étre Agrobacterium-kozvetitett transzformécié segitségével, majd
protoplasztokat izolaltunk beldle és immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink egér
monoklondlis HA ellenanyag ¢és Alexa 488-kapcsolt kecske egér-elleni IgG
felhasznalasdval. Konfokalis 1ézer-pasztdz6 mikroszkép segitségével készitett
felvételeken jol lathatd, hogy a z6ld szinben fluoreszkald Alexa 488-jelolt HA ellenanyag
¢s a narancssarga szinben fluoreszkald MitoTracker mitokondridlis marker jele atfed
egymassal (7-24. Abra). Mindez alatimasztotta az MsOxprot-tal kapott immunoblot
eredményeket, mely szerint a fehérje mitokondriélis lokalizacidju, igaz adott kisérletben

nem lucerna, hanem Arabidopsis hattérben.
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7-24. Abra MsOxprot-HA tiltermeld Arabidopsis protoplaszt immunfestése. M - MitoTracker Orange
fluoreszcens jele, A — Alexa 488-jelélt HA-elleni ellenanyag zold fluoreszcens jele, AM — Alexa 488 és
MitoTracker dtfedd jele, L - a protoplaszt dtesé fehér fényben. A vonal 5 ym-t mutat.

7.2.4. Fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgalata élesztében

7.2.4.1. AtOXPROT fehérje vizsgalata éleszto kéthibrid rendszerben

Kivancsiak voltunk arra, hogy a ludfi AtOXPROT fehérje milyen egyéb
fehérjékkel all kolcsonhatasban, ezért egy Arabidopsis sejtszuszpenziobdl késziilt cDNS-
konyvtarat (Arabidopsis Molekularis Genetika Csoport, MTA SZBK) teszteltiink élesztd
kettds hibrid rendszerben. A His+ fenotipust mutatd ¢€lesztd telepekbdl izolaltuk az
ismeretlen cDNS-t hordozé vektort, majd azokat visszaellendrzés céljabol ismét

visszajuttattuk az AtOxprot-ot megfelelden tartalmazo élesztd sejtekbe (7-25. Abra).
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7-25. Abra. Az élesztd két-hibrid rendszerben azonositott lidfii sejtszuszpenziés ¢cDNS konyvtdrbol
szdrmazo AtOxprot kolcsénhato partnerek visszaellendrzése 3 szelekcios taptalajon. A kovetkezo
klonoknal nem talaltuk megfeleléen erdosnek a His+ fenotipus: 6, 9,11,12,29,44,46,47,53,G1,G10

A kolcsonhatasok jra torténd leellendrzése, valamint a klonok osztalyzédsa utan végiil 39
klonbol 18 fehérje kolcsonhatd partnert sikeriilt azonositani, melyeket a 7-2. Tablazat
tartalmaz.

A gén-nevezéktani kifejezések segitségével az azonositott kdlcsonhatd partnerek
funkciondlis kategoridkba torténd osztalyozasat 7-26. Abra szemlélteti. A kolcsonhato
partnerek kozott 4 gén kifejezetten stresszvalaszt nyujtdo gén (RD2, ERF4, LOS2,
Disease-resistance protein related), s mellettiik abiotikus és biotikus ingerekre valaszt ad
még az AUXI1 elnevezésli, auxin transzportban szerepet jatszd gén is. Emellett
szembeo6tld a fehérje anyagcserében (EF-P family protein, MAP2A, ARPI, protein kinase
family protein) és egyéb anyagcsere folyamatokban (alfa-galactosidase, ATNIFSI )
szerepet jatszo gének nagy szama is. A fennmarad6 gének altal kodolt fehérjék valtozatos

biologiai funkciokat toltenek be.
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Klon’ : A.th gén Arabidopsis fehérje neve Funkcid
azonosito
1, 30 AT2G38120 |AUX1 (Auxin Resistant 1) TR, DEV
2 AT2G21620 |RD2 (Responsive to dessication 2) S
21 AT3G28180 [CSLC04 (Cellulose synthase-like C4) BIO
22 AT1GQ09230 |RNA recognition motif (RRM)-containing protein DNA
26; 32 AT1G10740 |similar to unknown protein ET
27 AT3G08740 |elongation factor P (EF-P) family protein PM
28 AT2G44180 MAP2A (Methionine Aminopeptidase 2A) PM
34 AT3G56310 |alpha-galactosidase M
35 AT3G15210 |ERF4({ Ethylene Responsive Element Binding Factor 4) S, ST, T
41 AT5G42850 |electron carrierf protein disulfide oxidoreductase c
42 AT1G43170 |ARP1 (Arabidopsis Ribosomal Protein1) PM
43 AT2G22470 |AGP2 ( Arabinogalactan-protein 2) BIO
51 AT5G65720 |ATNIFS1 (Arabidopsis Th. Nitrogen Fixation Homolog 1) M
8’1303’,:1496,20’ AT3G12965 |other RNA BIO
15 AT2G36530 |LOS2 (Low expression of osmotically responsive genes 1) (S
9 AT5G40090 |disease resistance protein-related S, 5T
G12 AT1G78040 |pollen Ole e 1 allergen and extensin family protein ET
G22 AT1G5S3050  |protein kinase family protein PM

7-2. Tabldazat. A 18 azonositott Arabidopsis thaliana L. cDNS-ekhez tartozo gén és az dltaluk kodolt
fehérjék feltételezet biologiai funkcidja. BIO-biologiai folyamatok, C-sejtszintii folyamatok, DNA-DNS
vagy RNS kétés, DEV-fejlédésbeli folyamatok, ET-elektron transzport, M-anyagcsere folyamatok, PM-
fehérje anyagcsere, S-stresszvalasz, ST-jelatvitel, T-transzkripcio, TR-transzport

A tény, hogy az AtOXPROT fehérje kolcsonhatasban 4ll tobb stresszel is

kapcsolatba hozhat6 fehérjével alatdmasztja, hogy feltehetden szerepet jatszik a

kilonbozo stresszekkel szembeni rezisztencia kialakitasaban.
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7-26. Abra. Az azonositott Arabidopsis cDNS szekvencidk dltal kédolt fehérjék funkciondlis
kategoriakba torténd osztilyzdasa. Az osztalyozas a gén-nevezéktani kifejezések (gene ontology, GO)
kozotti automatikus keresésen alapszik, igy egy fehérje tébb csoportba is sorolhato (a kiilonbézo
kategoriakba sorolt fehérjék szama az abran lathato.)

7.2.5. Novényi vizsgalatok

A SALK Intézetnél elérhetd volt mind a két ludfii homolog (At5g06260,
At4g34070) génjéhez tartozd T-DNS inszercidés mutans (N593924, N124884), igy azok
magjait megrendeltiik, s a T-DNS-t hatarold6 genomi szekvencidkra primereket
terveztiink. A T-DNS specifikus (LB) illetve genomi primerekkel PCR-t hajtottunk végre,
mely alapjan homozigoéta és heterozigota novényi vonalakat sikeriilt azonositanunk.
(7-27./B, 7-27./D abra) Az N593924—es szamll mutans esetében a T-DNS inszercid a gén
elsd exonjdba 300bp kornyékén épiilt be (7-27./A abra), mig a N124884-es mutdns
esetében az At4g34070-es gén hetedik intronjaba, 2300 bp kornyékén integralddott be
(7-27. /C abra)
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7-27. dabra. Az ludfii homologok T-DNS mutdnsainak inszercios képe és a beépiilt T-DNS-re nézve
homozigota egyedek kivalogatisa PCR segitségével. A)B) Az At5g06260 génhez tartozo N593924-es
szamu T-DNS mutansban az inszercio helye, valamint a homozigota egyedek génspecifikus és LB primerek
segitségeével torténd azonositasa C)D) az At4g34070 génhez tartozo N124884-es mutansban az  inszercio
helye és a homozigotik PCR-ral torténd azonositasa, WT- vadtipus, HZ-heterozigota. HM-homozigota

Mindkét mutans esetében 3 homozigéta vonalat sikeriilt azonositani, melyek
magjait felszaporitottuk, s azokkal kiilonb6z6 stresszkoriilmények kozott (4 °C,
0.5 uM ABS, 150 mM Gliikkéz, 300 mM Mannitol, 8% Szacharoz, 150 mM NaCl,
100 uM CdCl,, 2 mM H,0,, 0.3uM PQ, 0.1 mg/L 2,4-D, 0.5 mM SA) csirdzasi tesztet
hajtottunk végre.

A varakozassal ellentétben azonban egyik mutans sem bizonyult érzékenyebbnek
a vadtipusnal egyik stresszkoriilmény kozott sem. A génkomplementacio lehetosége miatt
a homozigota mutansokat kereszteztilk dupla mutansok elérésének céljabol, melyek
tovabbi vizsgalatok targyat képezik majd. Egyeldre a keresztezett ndvények homozigota

magjaival torténd csirdzasi tesztekrdl nincs adatunk.
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8. Megyvitatas

A ndvényi embriogenezis korai szakaszdnak tanulmanyozdsa nagyon nehéz. A
megtermékenyités és embriofejlodés az anyai szovetekbe mélyen beagyazva zajlik, igy a
kozvetlen megfigyelés nem lehetséges. Az elmult évtizedek alatt a kutatok szamos eltérd
megkozelitést dolgoztak ki a probléma megoldasara. Az egyik megkozelités a
novényeknek egy alapvetd biologiai sajatsagan alapul: bizonyos novények és sejttipusok
esetében lehetdség van az embriofejlodés elinditasara testi (szomatikus) sejtekben in
vitro. Ez a szomatikus embriogenezis jelensége, amely nagyban megkonnyiti az
embridfejlodés tanulméanyozasat, hiszen ebben az esetben az embridok nagy tomegben
allithatok elé és szabadon vizsgalhatéak. Egy masik megkozelitést tett lehetéveé a
mikromanipuldcios technikdk fejlédése kiegésziilve az in vitro megtermékenyités
lehetéségével. Mindkét esetben felmeriil azonban a kérdés, hogy a mesterséges
tenyésztési koriilmények mennyiben befolyasoljdk a sejtek fejlodését. A tényleges in
planta események tanulmanyozasdban nagy eldrelépést jelentett egyes ludfii mutansok
tanulmanyozasa és a genomikai modszerek alkalmazasa.

Laboratoriumunkban az elséként emlitett megkozelitést alkalmaztuk, hogy

megvilagitsuk az embriogenezis kezdeti lépéseinek néhany élettani aspektusat.

8.1. A lucerna (Medicago sp.) szomatikus embriogenezise, mint
kisérleti modell

A Medicago fajok kozil els6ként a Medicago sativa L. esetében irtak le
szomatikus embriogenezist (Sanders és Bingham 1972). Azéta szamos Medicago faj
esetében sikeriilt szomatikus embriokbol ndvényeket regeneralni (lantcheva és mitsai.
2006). Ezek kozott talalunk diploid, tetraploid, poliploid, illetve éveld és egynyéri
fajokat. A Medicago fajok és a szomatikus embriogenezis vonatkozasaban éppen a nagy
genetikai valtozatossadgot érdemes megemliteni, ami nemcsak az egyes fajok, hanem az
egyes genotipusok (fajtak, vonalak) kozott is megfigyelhetd, kiilonds tekintettel az éveld,

idegen beporzo fajokra (pl. Brown 1988, Brown ¢és Atanassov 1985). A legtobb kisérleti
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adat, nem utolsé sorban gazdasagi jelentésége miatt, Medicago sativa L. esetében all
rendelkezésre, de napjainkban a Medicago truncatula Gaertn. faj, mint a pillango6s viraga
novények egyik modell novénye, szintén a kutatasok eléterébe kertilt (pl. Araujo és mtsai.
2004, das Neves ¢és mtsai. 1999, Duque €és mtsai. 2006, Nolan és mtsai. 1989).

A nagy genetikai valtozatossag természetesen valtozatos tenyésztési rendszerek
kidolgozasdhoz vezetett. Az esetek tobbségében a gyokér, levél, vagy levélnyél
explantumbol elészor differencidlatlan kallusz szovetet indukdlnak és ezt kovetden, a
kallusz felszinén fejléddnek a szomatikus embriok. Ez a szomatikus embriogenezis un.
»KOzvetett” Utja, amely lényegében megegyezik azzal, amit a sargarépa esetében
ismertettiink. Taldn a legjobban jellemzett ezek kozil az, amelyet Gyorgyey és
munkatarsai (Dudits és mtsai. 1991, Gyorgyey €s mtsai. 1991, Gyorgyey €s mtsai. 1997)
dolgoztak ki. Ebben a rendszerben a gydkér explantumbdl képzodott kallusz sejteket
folyadék tapkozegben tartjak fenn 15 puM naftilecetsav (NES) jelenlétében. Az igy
létrehozott  tenyészetben  kiilonbozd méretli  dedifferencialt  sejtkolonidk, Un.
mikrokalluszok, figyelhet6k meg (,,microcallus cell suspension” vagy ,,MCS”). Ezekben
valthato ki a szomatikus embrié fejlédés, ami auxin mentes tapoldatban vald tovabbi
tenyésztést kovetden mintegy harom-hat héten beliil kovetkezik be. Igy ez a kisérleti
rendszer alkalmasnak tlinik a kozvetlen 2,4-D hatds és az embrio fejlédés idébeni
elvalasztasara. gy keriilt sor tobbek kozott a hésokk, illetve sejtciklus szabalyozo gének
expresszioja és a szomatikus embriogenezis kozotti kapcsolat feltarasara (Dudits és mtsai.
1991, Gyorgyey és mtsai. 1991, Gyorgyey és mtsai. 1997, Sziics és mtsai. 2006).

Az un. ,kozvetlen” szomatikus embriogenezis rendszerek esetében a kallusz
képzddés nem figyelhetd meg. 2-4 mm méretlire vagott Medicago sativa subsp. falcata
(Denchev ¢és mtsai. 1991) vagy M. truncatula (lantcheva ¢és mitsai. 2001) levél
explantumok sebzési felszinén szomatikus embriok kozvetlen kifejlodését irtak le.
Ezekben a rendszerekben az embriogenezis hatékonysdga a sebzés mértékének
fliggvénye.

A leghatékonyabb sebzési eljaras a protoplasztalas, amely a sejtfal enzimatikus
eltavolitasat jelenti (attekintésként Fehér és mtsai. 2005). Bogre és munkatarsai (Bogre és

mtsai. 1990) igazoltak, hogy lucerna levélprotoplasztokbol kozvetleniil nevelhetdek fel
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szomatikus embriok. A rendszer eldnye, hogy a folyamat egyedi sejtekben valthato ki,
tobbé-kevésbé szinkronizalt modon, és fligg az auxin (2,4-D) koncentraciotol és a
genotipustol. Bar a levélprotoplasztokbdl kiinduldo szomatikus embriogenezis végso
hatékonysdga nem nagy (szdzezer protoplasztbdl kiindulva kb. szaz embrié nevelhetd fel;
(Bogre és mtsai. 1990), a kiindulasi sejtpopulacié nagyon homogén megjelenésii.

Ezek azok az elénydk, amelyek miatt mi is ezt a kisérleti rendszert vélasztottuk,
hogy tanulmanyozhassuk a sejtosztodas és az embridfejlodés programjanak aktivalodasat
novényi testi sejtekben. Valasztasunkat megerdsitette, hogy ezekben a sejtekben az
embriogén képességgel  kapcsolatba hozhat6 markerek (AGL-15, serkl) mar
kifejez6dnek, és morfoldgiai, valamint fizioldgiai jellemzdik is jol elkiilonitik Sket az
ezzel e képességgel nem rendelkezd sejtektdl (Bogre és mtsai. 1990, Fehér és mitsai.

2005, Pasternak és mtsai. 2002).

8.2. A lIucerna levélprotoplaszt eredetii sejtekben indukalt
szomatikus embriogenezis soran azonositott gének
jellemzése

A protoplaszt eredetli sejtekben indukalodd szomatikus embriogenezis egy
Osszetett folyamat, mely magéaban foglalja a sejtek felépiilését az izolacid kdvetkeztében
fellépd stressz nyoman, az 101j sejtfal szintézisét, a sejtosztodast, valamint az embriogén
sejtsors felé valo elkotelezddést. Azt feltételezhetjik, hogy a tapkozeg 2,4-D
alatdmaszthatjuk azon gének azonositasaval, melyek génkifejezddése megnétt a magas
(embriogén) 2,4-D koncentracio hatasara lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtekben.

Kijelenthetjiik, hogy az azonositott fehérjék funkcioja kapcsolatban all a sejtszintii
ujraszervezddéssel beleértve a stresszvalaszokat (patogenezishez kothetd, valamint
hésokk fehérjék, GST-transzferaz), a sejten beliili membran tarnszportot és szekréciot
(kis GTP-koto fehérjek), a fehérje szintézist (elongacios faktorok, riboszomalis fehérjék)
¢s a sejtmagi folyamatokat (hisztonok, magi transzport fehérjék).

Hogy jobb betekintést nyerhessiink abba, hogy az azonositott géneknek milyen

szerepe van a szomatikus embriogenezis Osszetett folyamataban, a kiilonb6zo
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funkcionalis csoportokat jol reprezentdld 11 gén kifejezddését két fiiggetlen rendszerben
vizsgaltuk.

Hogy a génkifejez6dés 2,4-D koncentracid fiiggését megerdsitsiik, fiatal lucerna
leveleket 1 és 10 uM 2,4-D tartalmu folyadék tapkozegben tsztattuk négy napig, harom
fiiggetlen kisérletben. Egy kivételével (2 19 2F) minden vizsgalt gén emelkedett
kifejez6dést mutatott a negyedik napon a magas 2,4-D koncentracié hatdsira az
alacsonyabb koncentraciohoz képest. A megkésett (negyedik napos) génaktivacio az jelzi,
hogy a gének nem kozvetleniil a 2,4-D-re valaszolnak, de kifejezddésiik egyenes
kovetkezménye a 2,4-D hatasdra beinduld sejtszintli valtozasoknak. A fent emlitett
eredmények jol Osszecsengenek azzal a ténnyel, hogy ezeket a géneket az 1 uM 2,4-D-
hez képest 10 uM 2,4-D jelenlétében magasabb szintli kifejezddésiik alapjan izolaltuk
négy napos protoplasztokbol.

Az Arabidopsis LEC1 gén lucerna megfeleldje szintén jelentdsen megnovekedett
kifejez6dést mutatott a magasabb 2,4-D koncentracid hatisara, mely mar dnmagéaban
jelentheti a fejlodés embriogén tutvonalanak megkezdddését. Ezekben a mintakban
azonban a LECI kifejezddése szamos nagysagrenddel az aktin gén kifejezddési szintje
alatt maradt, mely jelezheti azt, hogy a gén kifejezddése altalaban véve nagyon alacsony,
vagy még valosziniibb, hogy csupan néhéany sejtre korlatozodik.

Meg kell emliteniink, hogy ez a kisérleti rendszer azon gének azonositasanak
kedvezett, melyek géntermékei nagy mennyiségben fordultak eld. Ezt jol jelzi az aktin
gén kifejez0déséhez hasonld génexpresszios szintjiik. Figyelembe véve a LEC1 gén
alacsony kifejez6dési szintjét a mintdkban, igen valoszintitlen, hogy a hasonldan alacsony
expresszios szintli szabalyozo gének ezzel a megkdzelitéssel azonosithatdak lennének.

Hogy a szomatikus embriogenezis folyaman tovabb vizsgalhassuk a 2,4-D
génkifejezddésre gyakorolt kozvetlen hatdsat, egy idében hosszabban elnyuld kisérleti
rendszerrel is végeztiink vizsgalatokat. Ehhez a Gyorgyey Janos altal kidolgozott
sejttenyésztési rendszert alkalmaztuk, ahol a sejteket 1 orara igen magas, 100 uM 2,4-D
hatdsanak tették ki, majd ezt kovetden a sejteket mostdk, és 6 héten keresztiil
hormonmentes taptalajon tartottdk fenn. Ebben a rendszerben a harmadik héten

szomatikus embriok jelentek meg a tenyészeten. GénkifejezOdési vizsgalatot az
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embriogén kompetencia kialakulasanal (els6 nap), és a szomatikus embriok
megjelenésének idején (1-6 hét) végeztiink.

mutatott megndvekedett relativ génkifejezddést. A stresszgének magasabb expresszidja
feltehetden a 2,4-D stressz-indukald hatasanak, a tenyészetet érd kezelésnek és a sejtek
hormonmentes koriilmények kozé torténd athelyezésének tulajdonithatdo (Romero-Puertas
¢s mtsai. 2004). A 2-6 RAB elnevezésii gén, mely egy az AtRABF2 génhez homolog kis
RAB GTP-4z fehérjét kodol, magas relativ génkifejez6dése az endocitikus folyamatok
fokozodasat jelezheti. Ugyanezen fehérjérdl mar kimutattak, hogy cikdridban a
szomatikus embriogenezis korai szakaszaban ozmotikus és hdstressz soran indukalodik
(Randoux ¢és mtsai. 2002), igy ez a gén/fehérje a szomatikus embriogenezis kezdeti
szakaszanak altalanos markereként szolgalhat.

Noha a mérési idépontok kozti kiilonbség, valamint az eltérd kisérleti
koriilmények miatt az egész levelek (7-5/A) és sejtszuszpenzid tenyészetek (7-6/A)
esetén kapott kifejez6dési mintazatok nem vethetok 0Ossze kozvetleniil a kapott
eredményekkel, hasonlosag fedezhetd fel a két rendszer kozott, ha figyelembe vessziik a
stresszhez kapcsolhatd gének 2 16 GST és 3 13 PR megndvekedett expressziojat.

A stresszvalaszok ¢és a szomatikus embriogenezis indukcids szakasza kozotti
kapcsolat mar jol ismert tény (Pasternak és mtsai. 2002, Ikeda-Iwai és mtsai. 2003, Otvs
¢és mtsai. 2005, Thibaud-Nissen és mtsai. 2003, attekintésként Fehér és mtsai. 2003, Fehér
2006). Dajkafehérje (chaperonin) funkcidéval rendelkezd hdsokk fehérjék szoros
kapcsolatban allnak a szomatikus embriogenezis folymataval (Gyorgyey és mtsai. 1991).
A patogenezishez kothetd fehérjéket, beleértve a PR10 fehérjét is mar Osszekottetésbe
hoztak a folyamattal (Helleboid és mtsai. 1998, Helleboid és mtsai. 2000, Imin és mtsai.
2004), mely csak aldtdmasztja funkciondlis sokrétliségiiket, és a sejt védekezési
valaszaban val6 szerepiiket. A PR10-szer(i fehérjék rendelkezhetnek ribonukleaz és/vagy
bioszintetikus aktivitassal (Park és mtsai. 2004), de konkrét szerepiilk a szomatikus
embriogenezisben eddig nem ismert. A 2,4-D-t, mint indukal6 agenst hasznél6 kiillonb6z6
kisérleti rendszerekben is mar kozolték a GST-transzferdzt kodold gének szomatikus
embriogenezis soran megndvekedett kifejezddését (Galland és mtsai. 2001, Kitamiya és

mtsai. 2000). A sejt GST szintje és GST-transzferaz aktivitdsa gyakran kertil
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Osszekottetésbe a sejtosztodassal és a merisztéma kialakulaséval (Galland €s mtsai. 2001,
Vernoux és mtsai. 2000). Az OXR1 fehérje egy olyan eukaridta fehérjecsaladot képvisel,
melyet kapcsolatba hoztak az oxidativ stressz-rezisztenciaval (Volkert €s mtsai. 2000),
az oxidativ stressz pedig szorosan kapcsolodik a 2,4-D-indukalt szomatikus
embriogenezishez (Pasternak és mtsai. 2002, Otvds és mtsai. 2005).

Egy tovabbi hasonlosdg a levelek és mikrokalluszok 2,4-D-re adott vélasza
kozott, hogy a LEC1 gén kifejez6dése megndtt, bar az elsd tenyésztési nap soran a LEC1
expresszioja rendkiviill alacsony még 10 uM 2,4-D jelenlétében is. A LECI
megndvekedett relativ génkifejezédése nem kapcsolhatd kozvetlentil a 2,4-D hatasahoz,
mivel a kezeléshez képest jelentds késéssel jelenik meg. A mikrokallusz rendszerben a
LEC1 kifejez6dése folyamatosan novekedik 2,4-D jelenléte nélkiil, majd a hatodik hét
kornyékére —amikor a szomatikus embriok megjelennek- tobb mint ezerszeres relativ
génkifejezddési szintet ér el. Feltételezhetjiik, hogy a 2,4-D kezelés csupan néhany, a
szomatikus embriova torténd fejlddés iranyaban elkdtelezett sejtben eredményez LEC1
kifejez6dést. A LECl-et expresszalo sejtek osztodasa miatt novekszik folyamatosan a
géntermék relativ mennyisége, mely akkor éri el a maximumat, amikor a mikrokallusz
feliiletén megszaporodnak a szomatikus embriok.

Erdekes, hogy néhany gén, mely a magas 2,4-D koncentraciora valaszreakciot
adott az els6 napon (2 16 GST, 3 13 PR, 1 2 ARF) szintén emelkedett kifejezddést
mutatott a szomatikus embridk differencidloddsanak idején, 3-6 héttel az egy oras 2,4-D
kezelés utan, hormonmentes koriilmények kozott. A GST transzferaz fehérjékrél mar
kimutattdk, hogy kapcsolatban allnak a szomatikus embriogenezis indukcios szakaszaval,
feltételezett (Galland és mtsai. 2001). A patogenezishez kotheté PR10 fehérje nagy
mennyiségben fordult el6 Medicago truncatula gdémb-stadiumi szomatikus embridiban
(Imin és mtsai. 2004, 2005), mely arra utal hogy a patogén valaszreakcid mellett szerepe
van a novényi fejlédésben is. A sejten beliili funkcidja ezekben az embriogén sejtekben
még nem tisztazott.

A novényi ARF-tipust kis GTPaz fehérjéknek a sejten beliili fehérje szallitasban
(Gebbie és mtsai. 2005) van szerepiik, de Osszekottetésben allnak a polaris auxin

transzporttal is (Geldner és mtsai. 2003). Azonban az 1 2 ARF altal koédolt AtARFCI-
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szerll fehérjék hatarozott funkcidja iddig nem ismert (Gebbie és mtsai. 2005, Vernoud és
mtsai. 2003).

Ezek a kifejez0dési mintazatok kapcsolatban allhatnak a sejtek fejlédésbeni
valtozasaval (differencialtbol-dedifferencidltba val6 4atmenet az els6 napon a
mikrokallusz szuszpenzi6 és a protoplaszt eredetli sejtek esetében, és dedifferencialtbol-
differencialtba torténd atmenet 3-6 héttel a 2,4-D sokkot kovetden).

A sejtnovekedés/apoptozis kapesolt (Naora 1999) S3a (5 17 S3) riboszomalis
fehérjét, valamint a transzkripcid altalanos szabalyzasaban és
sejtnovekedésben/differenciacioban résztvevd feltételezett foszfatdz inhibitort, a
nukleoszoéma-dsszeszereld fehérje homoldgot (1 11 SET) kodold gének (Adachi és
mtsai. 1994, Nowak és mtsai. 2003) szintén megnovekedett relativ génkifejezodést
mutattak a harmadik, valamint 3-6. héten a 2,4-D kezelést kovetéen. Ezen gének
megndvekedett relativ expresszidja a fent emlitett idoszak soran Osszefiiggésben allhat a
szomatikus embriok megjelenésének ¢és fejlodésének iddszakdban bekovetkezo
sejtosztodas és differenciacio folyamataval.

A kapott adatok hangsulyozzak a testi sejtek dedifferencialt valamint embriogén
allapotba torténd atmenete sordn a sejtszintli folyamatok bonyolultsdgat. Azt szintén
kijelenthetjiikk, hogy a rovid ideji (1 ords) 2,4-D kezelés kozvetlen (els6 napon
bekovetkezd) és kozvetett (3 hét mulva jelentkezd) génexpresszids valtozasokat
eredményez, mely arra utal, hogy csupan ez a rovid kezelés is elegendd a sejtek
egyedfejlodési programjanak megvaltoztatdsdhoz. Mindezt j61 mutatja az embriogenezis-
kapcsolt transzkripcios faktor LEC1 gén kifejezédése is.

Noha az azonositott gének expresszidja talan hasznalhatdé az embriogén
kompetencia megszerzésének €s a szomatikus embriok fejlodésének bizonyos stadiumait
jelzd markerként, a szomatikus embriogenezis folyamatdban betoltott funkcionalis
szerepiik bizonyitdsa még tovabbi kisérleteket kivan. Ebbdl a célbol csoportunkban két
gént  valasztottunk ki részletesebb  jellemzésre: az 1 11 SET foszfataz
inhibitor/nukleoszoma-osszeszereld fehérje illetve a 5 16 OXP oxidativ stressz
rezisztencia 1-szerli fehérje (Oxprot) génjét. Ez utobbi fehérjével kapcsolatban szerzett

ismereteinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze.
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8.3. Az Oxprot gén/fehérje funkcionalis vizsgalata

8.3.1. Az OXPROT fehérje mitokondridlis lokalizaciéja és potencialis
szerepe az oxidativ stresszel szembeni védekezésben

Az altalunk azonositott lucerna OXPROT fehérje és Arabidopsis orthologja
nagyfokl szekvencia hasonldsdgot mutat a human OXR1 fehérjével, amelyrdl Volkert és
munkatarsai (2000) kimutattdk, hogy képes baktériumokban thltermeltetve megvédeni
azok DNS-ét az oxidativ karosodastol. Tovabba, eldallitottdk az élesztdé OXRI1 fehérje
hianyos mutansat, amely H,O, érzékenny¢é valt (Volkert és mtsai. 2000).

Elliott és munkatarsai (2004) azt is igazoltak, hogy az emberi OXR1 fehérje csak
akkor valt képessé¢ az éleszté oxr/ mutans torzs komplementdldsara, ha azt egy
mitokondridlis célszekvenciaval (MTS - Mitochondrial Targeting Sequence) az élesztd
mitokondriumokba iranyitottak. Ilyen koriilmények kozott, kiillondsen az altaluk hasznalt
legmagasabb dozisu hidrogén-peroxid kezelésnél (200 mM H,O,, 1h) a komplementalt
muténs torzs a vadtipusu torzs rezisztenciajat mutatta. Az MTS szekvencia nélkiili OXR1
fehérjét kifejez6 mutans torzs viszont éppen olyan érzékenynek bizonyult, mint a kontroll
mutans. Ezek az adatok arra engedtek kovetkeztetni, hogy élesztdben a hidrogén-peroxid
altal indukalt letalitds egy mitokondrialis folyamat eredménye, ¢s az OXR1 funkcionalis
miikodéséhez sziikséges a mitokondridlis lokalizacid. Arra azonban még nem dertilt fény,
hogy az OXR1 a ROS képzddés szabalyozasdban, vagy a detoxifikacidban, illetve az
oxidaci6 kivaltotta apoptdzis kivédésében jatszik szerepet az emberi sejtekben (Elliott és
mtsai 2004).

Eredményeink alapjan, miszerint a lucerna és ludfit OXPROT fehérjék is képesek
komplementalni az oxrl mutans torzs hidrogén-peroxid rezisztencidjat, kijelenthetjiik,
hogy az emlitett fehérjék funkcionalis homologjai az élesztd és emberi OXR1 fehérjének.
Ha igaz az a feltételezés, hogy az OXR1 fehérje és homologjai csak a mitokondriumban
kifejezédve képesek védelmet nyujtani az oxidativ stressz ellen, akkor azt is
megallapithatjuk, hogy a lucerna és ludflii OXPROT fehérjék hozzajuk fuzionaltatott

¢lesztd MTS szekvencia nélkiil is képesek bejutni az élesztd mitokondriumba. Szekvencia
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analizis alapjan feltételezhetjiik, hogy a ndvényi OXPROT fehérjék rendelkeznek
potencialis mitokondrialis cél szekvenciaval.

Az MSOXPROT fehérje esetében végzett immunolokalizacié valoban
alatdmasztja a fehérje mitokondridlis kifejez0dését, aminek tudataban feltételezhet;jiik,
hogy hasonléan az élesztd és emberi homoldg fehérjékhez, védd szerepet tolt be a
novényi mitokondriumokban. E feltételezést alatamasztja, hogy valés ideji PCR
segitségével végzett vizsgalatok szerint a fehérjét kodold gén relativ génkifejezddése
tobbféle abiotikus stresszkezelés hatasara is jelentds mértékben megemelkedett.

A mitokondriumok minden eukaridta sejtben megtalalhatd, egyik legfobb
energiatermeld organellumok. A sejteken beliilli energia és redox egyensuly
fenntartdsaban kozponti szerepiik van, €és szorosan kapcsolodik hozzajuk szamos olyan
anyagcsere utvonal, amelyek jelentdsek a ndvények kornyezeti valtozasokhoz vald
alkalmazkodasaban (Sweetlove és mtsai., 2007).

A mitokondriumok nem csupan a reaktiv oxigén gyokok (ROS) forrasai, de
egyben az oxidativ kdrosodas helyszinei is. Novényekben a mitokondriumoknak
normalisan kell miikddniiik a fotoszintézis és fotorespiracié soran képzddott nagy
mennyiségli ROS jelenlétében, melynek mennyisége biotikus és abiotikus stressz
folyaman még tovabb fokozodik (Taylor és Millar 2007). Azonban a mitokondriumok
egyik legfobb sajatossaga, hogy képesek megvédeni magukat (és a sejtet) a talzott
mennyiségben jelen 1évé ROS-tol. Ez a foként abiotikus stressz soran bekovetkezo
koriilmény arra utal, hogy a névények kornyezeti stresszel szembeni magas toleranciaja a
sejtszintli és sejtszint alatti hatékony védekezéssel fligg Ossze. Ehhez a nodvényi
mitokondrium harom stratégiat kovet (Meller, 2001): az els6 védekezési szint a ROS
termelddésének elkeriilése azaltal, hogy az elektrontranszport lancot kelléképpen oxidalt
szinten tartja, masodikként a ROS-ok detoxifikaciojat, végiil harmadikként a ROS-ok
kivaltotta karosodas kijavitasat emlithetjiik. Mivel ez utobbi két védekezési stratégia az
olyan kis antioxidans molekuldk, mint az aszkorbat, glutation és NADPH folyamatos

crcr

mitokondrium szdmara a legeldnydsebbnek (Pastore és mtsai 2006).
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8.3.2. Az Oxprot gén abiotikus stressz-indukalt kifejez6dése

Az abiotikus stressznek rengeteg formdja létezik, ugymint a szarazsag, hideg-,
fagy-, ho-, és sostressz, taplalékhiany, toxikus nehézfémek, oxidativ stressz, hipoxia, és
mechanikus stressz. Noha elfogadott tény, hogy a kiilonb6zd kornyezeti stressztényezok
sosem jarnak egyediil, a novények abiotikus stresszre nyujtott valaszanak vizsgdlata
altalaban csupan egy stresszfaktorra korlatozodik. Pedig figyelembe kell venniink, hogy a
stressz mindig tobb kiilonb6zd, egymasra hatd kornyezeti tényezd Osszességének
folyomanya, mely hozzdjarul a stresszvalasz mértékének valtozdsahoz. Vagyis a
novények altaldban a ndvekedési feltételek egy egyedi komplexére valaszolnak.

Az abiotikus ¢és biotikus stresszfaktorok altal aktivalt jel és valaszutvonalak kozott
vannak olyanok, melyek atfednek és igy lehetévé teszik a sejtek szdmara a stressz
valaszok koordindlasat (Hong-bo ¢és mtsai 2006). A lucerna ¢és ludfii Oxprot gének
tobbféle stresszkezelés hatdsara is képesek indukdlodni (szarazsag, sebzés, paraquat,
hoéstressz, hipoxia) ami alkalmassa teheti dket arra, hogy a stresszvalaszok soran ilyen
Osszehangolo szerepet toltsenek be. Foként, hogy azt is megfigyeltiik, hogy az Oxprot
gének stressz aktivalasa csak atmeneti jellegli: a stresszkezelést kovetd 2 oranal
tapasztalhatd génkifejez6dési maximum utdn altaldban 8 ora elteltével mar teljesen
visszatérnek az alapszintre. Ez a tény utalhat arra, hogy az oxidativ stressz soran
elsdsorban a jelatvitelben jatszanak szerepet, ¢és nem a ROS hosszutava

Erdekes modon, a lucerna és az Arabidopsis Oxprot gének kifejezodésének
szabdlyozdsa nem minden esetben mutatott egyezést, a Medicago gén hipoxiara, az
Arabidopsis gén szarazsagra nem valszolt. Ennek oka lehet, hogy a kezeléseket nem lehet
teljes mértékben Osszevetni, valamint az oxprot gén kifejezodése rendkiviil érzékeny a
stresszkezelés koriilményeire. Bar az sem zarhat6 ki, hogy a két fajban valoban eltér a
gén kifejez0désének szabalyozasa.

Emellett mindkét novényi Oxprot gén mutatott aktivitds novekedést abszcizinsav
kezelést kovetden. Az abszcizinsav szerepe szamos stresszvalasz, ideértve a vizhianyt és

hipoxiat, szabalyozasadban kozismert (de Bruxelles és mtsai. 1996).
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Mindezek alapjan a ndvényi OXPROT fehérje szerepe bizonyos abiotikus
stresszekre adott valaszreakciokban valdszintsithetd.

Mind a hidrogén-peroxid (Apel és Hirt 2004), mind pedig a nitrogén-monoxid
(Arasimowicz ¢és Floryszak-Wieczorek 2007) képes jelatvivé molekulaként viselkedni
programozott sejthalalt (PCD). Kivancsiak voltunk, hogy az AtOxprot gén miikodését
indukalja-e ~ barmelyikiik, = hasonloan a  kiilonb6zé  alkalmazott  abiotikus
stresszkezelésekhez (PQ, sebzés, hdstressz, hipoxia). Azoban az Arabidopsis
sejtszuszpenzion végzett hidrogén-peroxid és SNP (NO-donor) kezelés hatisara az
AtOxprot teljesen masként viselkedett. Génkifejez6désének indukalasahoz tehat egyik
jelmolekula sem volt megfeleld, azaz az Oxprot gén mitkodését feltehetben nem a ROS

képzddés valtja ki.

8.3.3. Az Oxprot fehérje potencialis szerepe hipoxia alatt

Liu ¢és munkatarsai nagyszabdsu, hipoxia stressz sordn bekovetkezd
génexpressziods valtozdsokat bemutaté munkdja sordn szamos olyan gént azonositottak,
mely gének kifejezddése a hipoxia stressz kezdete utan mar 1 6raval megemelkedett,
majd a stressz folytatodasaval fokozatosan visszatért a kiindulasi szintre. A gének altal
koédolt fehérjek kozé tartoztak EF-hand motivumot illetve C2-domént tartalmazd
fehérjék, a kalmodulin, a kalcineurin B-tipust fehérje-fehérje kolcsonhatd kinazok,
valamint egy foszfotidilinozitol 3,4 kinaz. Ezek mindegyikének aktivitasa Ca®" altal
szabalyozott, vagy képesek a belsd raktarhelyekrél ionok kiaramoltatasaval
megvaltoztatni a szabad Ca’" koncentraciét a sejtben. Génkifejez6dési mintizatuk a
kalcium jelatvitelben betoltott szerepilikre utal, mely végiil a célgén kifejezddésének
megvaltoztatasdhoz vezet. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az alacsony
oxigénszint soran bekdvetkezd stresszvalasz magaban foglal egy sszetett Ca>™ -érzékeld
¢s szabalyoz6 halozatot (Liu és mtsai., 2005). Mivel az AtOxprot gén is hipoxia stressz
soran  nagymértékli, gyors lefutasi indukciot mutat, meglehet, hogy a

feliilszabalyozottsdgahoz sziikséges elsddleges jel szintén a szabad kalcium
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vonatkozo kisérletet azonban eddig nem végeztiink.

8.3.4. Az Oxprot fehérje potencialis kdolcsonhaté partnerei

Az AtOXPROT fehérje-fehérje kolcsonhatds vizsgalatok soran éleszté kéthibrid
rendszerben 18 fehérje kolcsonhatd partnert sikeriilt azonositani. Ezek kozott 4 gén
kifejezetten stresszvalaszt nyujté gén (RD2, ERF4, LOS2, Disease-resistance protein
related), s mellettiik abiotikus és biotikus ingerekre valaszt ad még az AUX1 elnevezésii,
auxin transzportban szerepet jatszo gén is. Az RD2 gén esetében szdrazsagstressz soran
figyeltek meg indukcidt, a LOS2 gén pedig a hidegtoleranciaban jatszik szerepet. Az
ERF4 gén egy etilén valasz faktor, mely a jazmonsav indukalta védekezési gének negativ
regulatora. A ,,Disease-resistance protein related” gén egy apoptdzisban, védekezési
valaszban szerepet jatsz6 génhez hasonlatos. Lokalizaciojuk igen valtozatos, némelyikiik
a sejtmagban fejti ki hatasat (ERF4), masikuk az endomembran rendszerben lokalizalodik
(Disease-resistance protein related). Van, amelyik az 6sszes sejtszervecskében eldfordul
(LOS2), s van, ami eddig ismeretlen lokalizacioji (RD2). A fennmarad6 gének altal
kodolt fehérjék valtozatos bioldgiai funkciokat toltenek be.

A tény, hogy az AtOXPROT fehérje kolcsonhatasban all tobb stresszel is
kapcsolatba hozhaté fehérjével alatdmasztja, hogy feltehetéen szerepet jatszik a

kiulonbozo stresszekkel szembeni rezisztencia kialakitasaban.
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9. Osszefoglalas

A ndvényi embriogenezis sajatsaga, hogy nem csak a megtermékenyitett petesejtben,
de megtermékenyitetlen petesejtben (apomixis), pollen sejtekben (androgenezis) és
szomatikus sejtekben (szomatikus embriogenezis) is aktivdlodhat az embrid fejlédés
genetikai programja. A novényeknek ez a tulajdonsaga lehetévé teszi, hogy a kiilonb6zd
embriogén fejlédési utak Osszehasonlitdsdval altalanos képet kapjunk az egyedfejlédési
totipotencia sejt- és molekularis bioldgiai hatterérél és az embriogenezis lefolyasat
szabalyoz¢ sejtszintli folyamatokrol.

Laboratériumunkban a lucerna szomatikus embriogenezisének elsé 1épéseit
vizsgaltuk kiilonbozo kisérleti megkozelitéseket alkalmazva.

A lucerna (Medicago sativa L. ssp. varia) A2-jeli genotipusat valasztottuk a
szomatikus embriogenezis kezdeti szakaszanak vizsgalatara. Korabbi eredmények (Bogre
¢s mtsai. 1990) alapjan tudtuk, hogy a lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek kiilonbozd
fiiggvényében. Mig egy viszonylag alacsony 2,4-D koncentracié (1uM) hatasara a sejtek
megnyulnak és nagy vakuolumot képeznek (nem-embriogén sejttipus, NE), addig 10uM
2,4-D jelenlétében a sejtek kicsik, kdzel gomb alakuak és siirli citoplazmajiak maradnak
(embriogén sejttipus, EM). Ez utobbi sejttipus képes proembriogén sejtkoloniakka, majd
azt kovetden megfeleld koriilmények kozott szomatikus embriokka fejlodni.

Annak érdekében, hogy az embriogén kompetencia kialakulasakor bekovetkezd
génexpresszios valtozasokat feltérképezziik, egy PCR-alapu cDNS kivonasi modszer
segitségével Osszehasonlitottuk az EM és NE sejttipusokat elso sejtosztodasuk idején (a
tenyésztés negyedik napjan). Noha a kivonas hatékonysaga viszonylag alacsony volt, egy
tovabbi cDNS szilirési 1épést beiktatasaval sikeriilt azonositani 38db az embriogén
sejtekben a nem embriogén sejtekhez viszonyitva magasabb expresszids szintet mutato
cDNS-t.

A cDNS szekvencidknak megfeleld géneket/fehérjéket a gén-nevezéktani
kifejezések segitségével funkciondlis kategoridkba soroltuk, s a kiilonb6zé csoportok

egy-egy képviseldjét részletesebb génexpresszids vizsgalatoknak vetettiik alad. Valos idejii
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PCR segitségével a kivalasztott gének relativ kifejezédését meghataroztuk még 2,4-D-vel
kezelt leveleken, valamint a szomatikus embriogenezis teljes folyamata soran is. A
génkifejezddési mintazatok egy kivételével mind a 11 wvizsgédlt gén esetében
alatamasztottdk a 2,4-D indukéld hatasat, beleértve a pozitiv kontrollként hasznalt leafy
cotyledonl (MsLEC1) gént is. A jellemzett gének kiilonb6z6 kifejezddési mintazatokat
mutattak a szomatikus embriogenezis korai indukcios és a kései embri6 differencialodasi
szakaszaban. A GST-transzferazt, PR10 patogenezishez kotheté fehérjét, S3a
sejtosztodashoz kdthetd riboszomalis fehérjét, az ARF-tipusu kis GTPazt, valamint a SET
nukleoszéma-kapcsolt fehérjét kodold gének magasabb relativ kifejez6dést mutattak nem
csak a szomatikus embriogenezis kezdeti szakaszaban, de a szomatikus embriok
differencidlodasanak idején is. Mindez arra utalhat, hogy ezek a gének kapcsolatban
allnak a szomatikus embriogenezis folyamatanak fejlddésbeni 4tmeneteivel
(differenciacio, s dedifferenciacio is).

Az azonositott gének koziil kivalasztottunk egy a gyakorlati szempontbol
igéretesnek itélt lucerna cDNS-t, melyet az emberi OXR1 (oxidation resistance) génnel
valé homoldgidja alapjan Oxprotnak neveztiink el.

Megallapitottuk, hogy a lucerna ¢és ludfli OXPROT fehérjék képesek
komplementalni az oxr/ mutans élesztd torzs hidrogén-peroxid érzékenységét, mely
kortlbeliil tizszerte érzékenyebb, mint a vadtipust torzs.

Emelett a lucerna MsOxprot gén relativ kifejezddése megnd sebzés, szarazsag,
héstressz €és paraquat kezelés hatdsara, sejtuszuszpenzio6 esetében vizsgalt hipoxia kezelés
hat4sara azonban nem. A fehérjét taltermeld transzformans 1dfii sejtszuszpenzioban az
MsOxprot fehérje mitokondrialis lokalizaciét mutat. A ludfii AtOxprot megemelkedett
relativ génkifejez0dést mutat sebzés, hdstressz, paraquat €s hipoxia kezelés hatdsara,
azonban kiszaradas soran nem.

Az abiotikus ¢és biotikus stresszfaktorok altal aktivalt jel és valaszutvonalak kozott
vannak olyanok, melyek atfednek és igy lehetévé teszik a sejtek szdmara a stressz
valaszok koordinalasat (Hong-bo és mtsai 2006). Mivel a lucerna és ludfii Oxprot gének
tobbféle stresszkezelés hatdsara is képesek indukalddni, ez alkalmassa teheti Oket arra,
hogy a stresszvalaszok sordn ilyen Osszehangolod szerepet toltsenek be. Az OXPROT

fehérjék jelatviteli szerepére utal az a megfigyelésiink, hogy az Oxprot gének stressz
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crer

részt.

Fehérje  kolcsonhatd  partnerek  keresése  céljabol egy  Arabidopsis
sejtszuszpenziobol  késziilt cDNS-konyvtarat teszteltiink éleszté  kettds hibrid
rendszerben. 18 kolcsonhatd partnert sikeriilt azonositani, melyek koziil 5 gén stresszre
illetve abiotikus ¢és biotikus ingerekre ad valaszt, 7 pedig fehérje és egyéb anyagcsere
folyamatokban vesz részt. A fennmaradé gének altal kodolt fehérjék valtozatos biologiai

funkciokat toltenek be.
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10. Summary

Embryogenesis in plants is not restricted to the fertilized egg cell but can be
naturally or artificially induced in many different cell types, like unfertilized eggs
(apomixis), pollen cells (androgenesis) and somatic cells (somatic embryogenesis). This
ability of plants allows us to compare the different kind of embriogenic developmental
pathways, making it possible to have better insight of the cell- and molecular biological
background of totipotency and cellular processes controlling embryogenesis.

In our laboratory we examined the first steps of alfalfa somatic embryogenesis
applying various experimental approaches.

Alfalfa (Medicago sativa L. ssp. Varia) A2 genotype was used to examine the
initiation of somatic embryogenesis. Previous results (Bogre et al. 1990) revealed that
alfalfa leaf protoplast-derived cells follow different developmental pathways depending
on the concentration of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) in the initial culture
medium. While a relatively low 2,4-D concentration (1 uM) results in the formation of
elongated vacuolated cells (non-embryogenic cell type, NE), in the presence of 10 uM
2,4-D cells remain small and spherical with dense cytoplasm (embryogenic cell type,
EM). This latter type of cells could develop into proembryogenic cell clusters and
sequentially into somatic embryos under appropriate conditions.

In order to reveal gene expression changes during the establishment of
embryogenic competence, we compared EM and NE cell types at the time of their first
cell divisions (fourth day of culture) using a PCR-based cDNA subtraction approach.
Although the subtraction efficiency was relatively low, applying an additional differential
screening step allowed the identification of 38 10 uM 2.,4-D up-regulated transcripts. The
corresponding genes/proteins were annotated and representatives of various functional
groups were selected for more detailed gene expression analysis. Real-time quantitative
PCR (RT-QPCR) analysis was used to determine relative expression of the selected genes
in 2,4-D-treated leaves as well as during the whole process of somatic embryogenesis.
Gene expression patterns confirmed 2,4-D inducibility for all but one of the 11

investigated genes as well as for the positive control leafy cotyledonl (MsLEC1) gene.
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The characterized genes exhibited differential expression patterns during the early
induction phase and the late embryo differentiation phase of somatic embryogenesis.
Genes coding for a GST-transferase, a PR10 pathogenesis related protein, a cell division-
related ribosomal (S3a) protein, an ARF-type small GTPase and the nucleosome
assembly factor family SET protein exhibited higher relative expression not only during
the induction of somatic embryogenesis but at the time of somatic embryo differentiation
as well. This may indicate that the expression of these genes is associated with
developmental transitions (differentiation as well as de-differentiation) during the process
of somatic embryogenesis.

On the basis of its expression pattern and prosperous function, one of the 38
identified genes was chosen for further characterization. It showed homology to the
human oxidation resistance (OXR1) gene with ability to suppress oxidative DNA damage
in Escherichia coli, therefore we named it Oxprot.

It was evidenced that alfalfa and Arabidopsis OXPROT proteins can complement
the peroxide sensitivity of a yeast oxr/ mutant strain, which is approximately 10-fold
more sensitive to hydrogen peroxide lethality than is the wildtype strain.

Real-time quantitative PCR (RT-QPCR) analysis was used to determine relative
expression of MsOxprot gene under different kind of stress treatments. In the case of
whole leaves gene expression was induced by wounding, 37°C heat, drought and
paraquat treatments. Hypoxia treatment on alfalfa cell suspension culture failed to induce
gene expression. We conducted immunofluorescence experiments on Arabidopsis cell
suspension culture overexpressing MsOxprot protein, and mitochondrial localization of
the mentioned protein was revealed. In the case of Arabidopsis AtOxprot gene, relative
expression was induced by wounding, 37°C heat and paraquat treatments on whole
leaves, and by hypoxia stress treatment on cell suspension culture.

Abiotic as well as biotic stress inducers have some common signaling and
response pathways in plants and thereby have the potential to moderate the effect of each
other through crosstalking (Hong-bo et al. 2006). As alfalfa and Arabidopsis Oxprot
genes can be induced by various stress treatments, they are excellent candidates to

mediate this stress signaling crosstalk. Especially as we observed that stress induced
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activations of the Oxprot genes are transient, and therefore they may rather have a role in
signal transduction than in ROS detoxification.

In order to identify Atoxprot interacting protein partners, we screened a cDNA
expression library prepared from an Arabidopsis cell suspension. 5 of the 18 identified
genes showed response to stress, biotic and abiotic stimulus, and 7 played role in protein
and other metabolic processes. Proteins coded by remainder genes had diverse biological

functions.
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11. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani mindenkinek, aki segitségemre volt a munkdm
soran, s akik nélkiil nem johetett volna létre ez a dolgozat.

Elsdsorban koszondm fonokdmnek, Fehér Attilanak, akinek személyében egy
rendkiviil megérté és segitokész, valamint nagytudasi embert ismertem meg. Az O
irdnymutatdsa sokszor atsegitett a nehezebb helyzeteken.

Emellett koszonettel tartozom kozvetlen munkatdrsaimnak ¢és a csoport
asszisztenseinek, akik munkajukkal és Otleteikkel sokszor és sokat segitettek. Szeretném
kiemelni Otvos Krisztina, Bird Judit, Dunainé Fodor Csilla, Manuela Jurca, Sziics Attila,
Dulguun Dorjgotov, Katona Gyongyvér, Nagy Réza és Szabd Gaborné nevét.

Otvés Krisztinanak kiilon kdszondm mély baratsagat, s értékes szakmai tanacsait.

Koszonettel tartozom még férjemnek, Rigd Gabornak szeretetéért, és hogy soha
nem faradt el a magyarazatok és tanacsok adaséban, ha szakmailag sziikségem volt ra. A
kezdetekben sok buktat6tdl mentett meg ezaltal.

Végiil kdszondm sziileimnek és testvéreimnek mindazt a bizalmat és tdmogatast,

amellyel egész ¢életemben kortilvettek €s segitettek.
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13. Fuggelék

Node IAnswcr I View JSubstring I Value(s) Plot
1. Signal FAVEIRCE
) tgg - No |Hydropathy [6,25] |-0.81 ( == 0.9225? No) show
PEpUCe: (KYTJI820101)
Average
gﬁf:;{: © [1,30] [0.0666667 ( < 0.0837 Yes) show
2. (FAUJ880112)
Mitochondrial Yes Yo
or chloroplast ? glé;ﬁg'All MGNAQSPPTDPRYLEA - SRAFTOKGLENLKS
it iy | [1.30]  |2002222220212222-21222200200202 | --
iiﬂziiif("“/ 22121222

13-1. Abra: Az MsOxprot gén fehérjeszekvencidja alapjan késziilt predikcié

TargetP 1.1 Server - prediction results

Technical University of Denmark

Using NON-PLANT networks.

Len mTP SP other Loc RC TPlen
""""""""""" 424 0.617 0.066 0.327 M 4 21
"""""""""""""""""""" 0.000 0.000 0.000

Len cTP mTP SP other Loc RC TPlen
""""""""""" 424 0.414 0.162 0.124 0.426 _ 5 -
"""""""""""""" 0.000 0.000 0.000 0.000

13-2. Abra. Az At5306260 gén fehérjeszekvencidja alapjan késziilt predikcié. mTP:mitokondridlis
lokalizdcio valoszinitisége, cTP: kloroplasztisz lokalizacio valdsziniisége
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