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BEVEZETES

A novényi embriogenezis sajatsaga, hogy nem csak a megtermékenyitett
petesejtben, de egyéb kiilonb6zd sejttipusokban, koztiik a szomatikus sejtekben is
aktivalédhat az embrié fejl6dés genetikai programja. Az embriogenezis minden
formaja esetén bizonyos feltételeknek teljesiilniiik kell, hogy a folyamat
elindulhasson. A fajnak vagy genotipusnak genetikailag képesnek kell lennie arra,
hogy testi sejtjeibdl szomatikus embridkat hozhasson létre, valamint a névény vagy
explantum néhany sejtjének kompetensé kell valnia egy kiils6 és/vagy belsé jel
fogadasara, mely elinditja az embri6fejl6dés utjan.

Az embrio6fejlédés elinditdsa a kompetens sejtekben altaldban magaban foglalja a
sejtek kiils6 és/vagy belsd auxin szintjének megvaltozasat és egyiittjar a sejtek
stresszvalaszanak aktivalasaval is. Feltételezhetjiik, hogy a szomatikus
embriogenezis programjanak elinditasa egy altalanos valasz az egylittesen érkezd
hormonalis (auxin) jelek és stressz hatasok Osszességére. Ez a valasz magaban
foglalja a sejtszintii és élettani Ujraszervezddés mellett a kromatin atrendez6dését
amely végs6 soron lehetévé teszi a maskilonben kromatin-medialt
transzkripcionalis represszid alatt all6 embriogén fejl6dési program lefuttatasanak
lehet6ségét a vegetativ sejtekben.

A lucerna levélprotoplasztok egy meglehet6sen homogén sejttenyésztési rendszert
képeznek, mely részletes vizsgalatokat tesz lehet6vé mind egyedi, mind pedig
sejtpopulacié szintjén (Fehér és mtsai. 2005). A rendszer el6nyeként emlithet6 az is,
hogy a sejtek tovabbi fejlédése 2,4-D koncentracio fliiggd: 1 uM 2,4-D koncentracio
megnyult, vakuolizalt sejtek kialakuldsat eredményezi (nem embriogén sejttipus,
NE), mig tizszeres toménységben ez a novekedésszabdlyozd anyag kicsi, slri
citoplazmas embriogén sejtek kialakuldsdhoz vezet (embriogén sejttipus, EM)
(Dudits és mtsai. 1991). Ez utdbbi sejttipus megfelel§ koériilmények biztositasa
esetén képes kompakt, gombalaku sejtkoloniakka (,proembriokka”) majd azt

koveten szomatikus embriokka fejlédni.



Sok szoOvettenyésztési rendszer alkalmaz 2,4-D-t, mint hatékony szomatikus
embriogenezist kivalt6 agenst. A 2,4-D képes a sejtsors megvaltozasat el6idézni,
melyet alatamaszt egy naftilecetsav (NES) jelenlétében tenyésztett lucerna sejteken
(Un. mikrokalluszokon) végzett kisérlet (Dudits és mtsai. 1991; Gyorgyei és mtsai.
1991). Ha a sejteket egy d6rara igen magas (100uM) 2,4-D hatdsanak teszik ki, majd
ezt kovet6en hormonmentes taptalajra helyezik 6ket, akkor a sejtek szomatikus
embriokka fejlédnek. Az els6 embriok a kezelést kovetd 3-4. héten kezdenek
megjelenni a kallusz felszinén. Ezek a megfigyelések azt jelzik, hogy a 2,4-D
szlikséges egy olyan program elinditasahoz, mely a tovabbiakban mar halad a maga
utjan egyéb szabalyzok hatasa nélkiil is. A 2,4-D eltavolitasa az indukcids taptalajbol
fontos lehet a sejtpolaritas kialakuldsdnak szempontjabdl, mely az egyik elsédleges
sejtszintli eseményeknek szamit az embrionadlis fejlédés elinduldsakor (Samaj és
mtsai. 2003).

Az embriogén kompetenciaval osszefiiggésbe hozhaté gének koziil a szomatikus
embriogenezis receptor kinaz (SERK) gén az egyik legjobban jellemzett (Schmidt et
al. 1997). Az AtSERK fehérje tultermeltetése elOsegiti a szomatikus embriok
képzédését (Hecht és mtsai. 2001). A SERK gén Kkifejez6dése éppen ezért az
embriogén kompetencia kialakuldsanak széleskdrben alkalmazott markere
(Baudinho és mtsai. 2001; Nolan és mtsai. 2003). Egy masik, a szomatikus
embriogenezis soran fontos szerepet jatsz6 embridspecifikus transzkripciés faktor
gén, a LEC1. A gén taltermeltetése transzgenikus névényekben szomatikus embrid-
jellegli képletek kialakulasahoz vezet a levelek felszinén.

A lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtekben indukalédé embriogén kompetencia
kialakulasa soran altalunk azonositott gének koziil az egyik, nagyfoki homologiat
mutatott az emberi oxidation resistance 1 (OXR1) génnel. Ez a gén Escherichia coli-
ban kifejeztetve képes megvédeni azok DNS-ét az oxidativ karosodastol. Az OXR1
egy evoldcidsan konzervalt gén, és homologjai az éleszt6tdl az emberig bezarolag
tudunk, de az éleszté OXR1 fehérje hidnyos mutansa H20; érzékennyé valt (Volkert

és mtsai. 2000). Az emberi hOxrl képes az éleszt6 oxrl_mutans torzs



komplementaldsara, de ehhez sziikséges a fehérje éleszt6 mitokondriumokba

torténd irdnyitasa (Elliott és mtsai. 2004)

CELKITUZESEK

Annak érdekében, hogy az embriogén kompetencia kialakulasakor bekovetkezd
génexpresszios valtozasokat feltérképezziik, egy PCR-alapu cDNS kivonasi modszer
segitségével Ossze kivantuk hasonlitani az EM és NE sejttipusokat. Kisérleteink
soran az alabbi alapvet6 kérdésekre kerestiik a valaszt:
¢ milyen gének aktivalodnak a szomatikus sejtekbdl fejl6dott embriogén
potenciallal biré sejtekben
e a génexpressziés mintdzat alapjan mi a 2,4-D szerepe az embriogén
fejlédés elinditasaban lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtekben
A fent emlitett mddszer segitségével azonositott gének koziil az egyiket kifejez6dési
mintazata és feltételezett gyakorlati haszna miatt kivalasztottuk tovabbi jellemzés
céljabodl. Ezt a gént MsOxprot-nak neveztiik, s 1adfli homolégjara pedig AtOxprot-
ként hivatkozunk. Ezekkel a génekkel kapcsolatban az alabbi kérdéseket tettiik fel:
¢ a szomatikus embriogenezis folyamata soran indukal6dott MsOxprot gén és
annak ludfi homoldgja képes-e komplementalni az oxrl_::URA3 élesztd
mutdans torzs hidrogén-peroxid érzékenységét
e akét gén kifejez6dése megvaltozik-e kiilonb6z0 stresszkezelések soran
¢ milyen sejten beliili lokalizaciét mutat az MsOxprot gén altal meghatarozott
fehérje
e okoz-e a gén Kkifejez6désének megvaltoztatasa fenotipikus valtozasokat

transzgenikus, illetve mutans névényekben

ALKALMAZOTT MODSZEREK

e NOvény- és sejtkulturak fenntartasa, stresszkezelése
e Lucerna levélprotoplasztok izolalasa és tenyésztése

e No6vényi mitokondrium izolalas



e Idegen gént hordozo6 novények, sejtkulturak létrehozasa

e (Génsebészeti mdodszerek, GATEWAY technologia

e RNS tisztitas, cDNS konyvtarak létrehozasa, cDNS kivonas

e Valé6sidejli kvantitativ polimeraz lancreakcié (RTQ-PCR)

o Bakterialis fehérje termeltetés és fehérje tisztitas, Ellenanyag el6allitas
e NoOvényi fehérjék tisztitasa, Western blot, immunolokalizaci6

o Elesztd kéthibrid sziirés és fehérje kolcsonhatas vizsgalat

e Fluoreszcens mikroszkop hasznalata

EREDMENYEK

. Azonositottunk 38 db a lucerna levélprotoplaszt eredetli embriogén sejtekben a
nem embriogén sejtekhez viszonyitva magasabb expresszids szintet mutaté
cDNS-t egy PCR-alapu cDNS kivonasi modszer segitségével.

. A cDNS szekvencidknak megfelel6 géneket/fehérjéket a gén-nevezéktani
kifejezések segitségével funkcionalis kategdridkba soroltuk, s a kiilonb6z6
csoportok 11 képvisel6jét részletesebb génexpresszids vizsgalatoknak vetettiik
ala.

2,4-D-vel kezelt lucerna leveleket vizsgalva a génkifejez6dési mintazatok egy
kivételével mind a 11 vizsgalt gén esetében aldtdmasztottdk a 2,4-D indukald
hatasat, beleértve a pozitiv kontrollként hasznalt leafy cotyledon1l (MsLEC1)
gént is.

Lucerna mikrokallusz rendszerben valés idejii PCR segitségével jellemeztiik a
kivalasztott gének kifejez6dési mintazatat mind a szomatikus embriogenezis
korai indukcids, mind a kései embrié differencialédasi szakaszaban

. A Kkivalasztott gének kozil nyolc a kontroll aktin gén kifejezodésével
osszevethetd erdsségli (egy nagysagrenden beliili) génkifejez6dési szintet
mutatott, mely er6s génexpressziora utal.

Megallapitottuk, hogy a lucerna és ladfii OXPROT fehérjék képesek

komplementalni az oxrl_mutans élesztd torzs hidrogén-peroxid érzékenységét.



7. Az MsOxprot és AtOxprot gének relativ kifejez6dése kiilonboz6 stresszkezelések
hatasara megnétt (paraquat, sebzés, héstressz, szarazsag és hipoxia).

8. Az MsOXPROT fehérje mitokondrialis lokalizaciéjat alatamasztottuk immunoblot
és immunofluoreszcens vizsgalatok segitségével.

9. Eleszt6 kéthibrid szlirés soran az AtOXPROT fehérje 18 potencialis kélcsénhaté
partnerét sikeriilt azonositani.

10. Az AtOxprot génhianyos T-DNS inszerciés mutans Arabidopsis novények nem
mutattak fenotipikus valtozast kiilonb6zd stresszkoriilmények kozott a

vadtipusu névényekhez képest.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

A protoplaszt eredetli sejtekben indukalédd szomatikus embriogenezis egy
osszetett folyamat, mely magaban foglalja a sejtfaluktél megfosztott sejtek 1j
sejtfalanak szintézisét, az izolacioval egyiittjar6 stresszhatasok kivédését, a
megvaltozott kornyezeti feltételekhez val6 alkalmazkodast, a sejtosztddast, valamint
az embriogén sejtsors felé valo elkotelezddést. Azt feltételezhetjiik, hogy a tapkozeg
2,4-D koncentraci6janak emelkedése mindezekre a paraméterekre hatassal van.
Mindezt alatamaszthatjuk azon gének azonositasaval, melyek génkifejezédése
megndtt a magas (embriogén) 2,4-D koncentracié hatdsara lucerna levélprotoplaszt
eredet(i sejtekben.

Harmincnyolc olyan c¢DNS-t sikeriilt azonositani, melyek az embriogén sejtekben
magasabb expresszios szintet mutattak a nem embriogén sejtekhez képest. A cDNS
szekvencidknak  megfelel6  géneket/fehérjéket  Arabidopsis  adatbazishoz
hasonlitottuk, s funkcionalis kategoériakba soroltuk. A 38 gén koziil 11 kiilonb6z6
funkcionalis kategoériaba (stresszhez-kothetd; intracellularis transzporthoz kothetd,
transzlacidhoz kothetd; transzkripciohoz/kromatinhoz kothet6, feltételezett
fehérjék) sorolhaté fehérjét kdodolé gént valasztottunk ki a részletesebb
vizsgalatokhoz.

Hogy a génkifejez6dés 2,4-D koncentraci6 fiiggését megerdsitsiik, fiatal lucerna

leveleket 1 és 10uM 2,4-D tartalmu folyadék tapkozegben usztattuk négy napig. A



megkésett (negyedik napos) génaktivacié azt jelezte, hogy a gének nem kozvetlentil
a 2,4-D-re vdlaszoltak, de kifejez6désiik egyenes kovetkezménye volt a 2,4-D
hatasara beindulé sejtszint{i valtozasoknak.

Hogy a szomatikus embriogenezis folyaman tovabb vizsgdlhassuk a 2,4-D
génkifejez6désre gyakorolt kozvetlen hatdsat, egy idében hosszabban elnyul6
kisérletet végeztiink. Ehhez egy olyan sejttenyésztési rendszert alkalmaztunk, ahol a
sejteket 1 6rara igen magas, 100uM 2,4-D hatasanak tették ki, majd ezt kévetéen a
sejteket mostak, és 6 héten keresztiill hormonmentes taptalajon tartottak fenn.
Ebben a rendszerben a harmadik héten szomatikus embridok jelentek meg a
tenyészeten. Génkifejez6dési vizsgalatot az embriogén kompetencia kialakuldsanal
(els6 nap), és a szomatikus embriok megjelenésének idején (1-6 hét) végeztiink. A
mutatott megnovekedett relativ génkifejez6dést. A stresszgének magasabb
expresszidja feltehetéen a 2,4-D stressz-indukalé hatdsanak, a tenyészetet érd
kezelésnek és a sejtek hormonmentes koriilmények kozé torténd athelyezésének
tulajdonithat6. Az intracellularis transzporthoz kothetd gének magas relativ
génkifejez6dése az endocitikus folyamatok fokozédasat jelezheti.

Erdekes, hogy néhany gén, mely a magas 2,4-D koncentraciéra valaszreakciét adott
az els6 napon, szintén emelkedett kifejez6dést mutatott a szomatikus embridk
differencialédasanak idején hormonmentes koriilmények kozott, 3-6 héttel az egy
oras 2,4-D kezelés utan. Ezen gének kifejez6dési mintazatai kapcsolatban allhatnak
a sejtek fejlédésbeni valtozasaval (differencialtbol-dedifferencialtba val6 atmenet az
elsd napon a mikrokallusz szuszpenzi6 és a protoplaszt eredetii sejtek esetében, és
dedifferencidltbol-differenciadltba torténd atmenet 3-6 héttel a 2,4-D sokkot
kovetden).

A kapott adatok hangstlyozzadk a testi sejtek dedifferencidlt valamint embriogén
allapotba torténé atmenete soran a sejtszinti folyamatok bonyolultsagat. Azt
szintén Kkijelenthetjiik, hogy a rovid idejd (1 o6ras) 2,4-D kezelés kozvetlen (els6
napon bekoévetkezd) és kozvetett (3 hét mulva jelentkezd) génexpresszids

valtozasokat eredményez, mely arra utal, hogy ez a rovid kezelés is elegend6 a



sejtek egyedfejlédési programjanak megvaltoztatadsahoz. Mindezt jol mutatja az
embriogenezis-kapcsolt transzkripcios faktor LEC1 gén Kkifejez6dése is.

Noha az azonositott gének expressziéja talan hasznalhaté az embriogén
kompetencia megszerzésének és a szomatikus embridk kezdeti fejlédési
stadiumanak jellemzésére, a szomatikus embriogenezisben betoltott funkcionalis
szerepiik bizonyitasa még tovabbi kisérleteket kivan.

Az embriogén kompetencia kialakuldsa soran azonositott gének koziil tovabbi
jellemzés céljabol kivalasztottunk egy gyakorlati szempontbdl igéretesnek itélt
lucerna cDNS-t (Oxprot). Megallapitottuk, hogy a lucerna és ludfii OXPROT fehérjék
képesek komplementdlni az oxrl_mutans éleszté torzs hidrogén-peroxid
érzékenységét. Tovabba, immunoblot és immunofluoreszcens vizsgalatok
segitségével bebizonyitottuk az MsOXPROT fehérje mitokondridlis lokalizaci6jat
novényi sejtekben. Ezek az eredmények alatamasztjak, hogy az MsOXPROT és az
AtOXPROT fehérjék funkcionalis homoldgjai az élesztd és emberi Oxrl fehérjének.
Azt feltételezhetjiik, hogy mindkét OXPROT fehérje része lehet a mitokondrialis
stresszvalasz Utvonalnak. Mivel mind az MsOXPROT, mind az AtOXPROT fehérje a
mitokondriumban lokalizadlédva képes védelmet nyujtani az éleszté sejteknek az
oxidativ karosodassal szemben, feltehetéen hasonlé szerepet jatszanak az oxidativ
stresszel szembeni rezisztencia soran noévényi sejtekben is.

Az abiotikus és biotikus stresszfaktorok altal aktivalt jel és valaszutvonalak kozott
vannak olyanok, melyek atfednek és igy lehet6vé teszik a sejtek szamara a stressz
valaszok koordinalasat (Hong-bo és mtsai 2006). A lucerna és ladfii Oxprot gének
tobbféle stresszkezelés hatasara is képesek indukalédni (szarazsag, sebzés,
paraquat, hdstressz, hipoxia) ami alkalmassd teheti &6ket arra, hogy a
stresszvalaszok sordn ilyen 0Osszehangolé szerepet toltsenek be. Az OXPROT
fehérjék jelatviteli szerepére utal az a megfigyelésiink, hogy az Oxprot gének stressz
aktivalasa csak atmeneti jellegli, azaz a ROS hosszutavu detoxifikaci6jdban nem
vesznek részt.

Az AtOXPROT fehérje-fehérje kolcsonhatds vizsgalatok sordn élesztd kéthibrid

rendszerben 18 fehérje kdlcsonhaté partnert sikeriilt azonositani. Kozottliik szamos



stresszel kapcsolatba hozhaté gén van, mely tény szintén megerdsiti az OXPROT

fehérjék potencialis szerepét a stresszvalaszokban.
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