Cim: Az ozmotikus stresszvalasz szabalyozasa magasabbrendii névényekben.

Célok

A magasabbrendii ndvényekben a kornyezeti hatasokhoz valé alkalmazkodas egy
bonyolult, jelatviteli rendszer szabalyozasaval valdésul meg. A széarazsag, hideg, vagy so
stresszre adott valasz tébb fontos eleme ismert mar, de a teljes rendszer még nem ismert. A
jelen kutatasi programban az ozmotikus stressz jelatvitelt, az azt befolyasolo egyéb
kornyezeti hatasok, hormonok, illetve a jelatvitelben szerepet jatszo faktorok szerepét
kivantuk tanulményozni. Célunk volt, hogy Uj genetikai mddszerek alkalmazéséval a stressz
jelatvitel tovabbi komponenseit tudjuk azonositani. Egy promoter-riporter gén transz
aktivacios rendszer kidolgozasaval eddig ismeretlen szabalyozd faktorokat kivantunk
azonositani és jellemezni. A transzaktiviciés mutagenezis segitségével dominans
funkcionyeréses mutans fenotipus alapjan akartuk azonositani a szabalyozésban résztvevo

géneket.
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Eredmények

1) Stressz indukalt gének illetve promoterek azonositasa és jellemzeése.

A Kisérleti rendszertinkh6z fontos volt olyan stressz indukalt géneket azositani,
amelyek egyrészt teszt génként alkalmazhat6ak a kilonbdz6 gének, mutansok,
transzgenikus névények vizsgalata soran, masreszt alkalmasak stressz indukalt
promoter-riporter gen konstrukciok eléallitasara.

Irodalmi adatok és sajat korabbi munkank eredményei alapjan kivalasztottunk tobb
olyan Arabidopsis gént, amelyek stresszfliggé aktivaciot mutatnak (1. Tablazat). A
gének atirt szakaszara génspecifikus PCR primereket terveztiink, hogy kvantitativ
RT-PCR segitségével tanulmanyozhassuk a transzkripcios aktivitas valtozasat
kilénb6z6 kortlmenyek kdzott. A szabalyozasi mechnizmusok tanulményozésa
érdekében a stressz kezelések mellett a kiilonbdz6 hormonok elsésorban az ABA és
brasszinoszteroid (BR) hatasat, illetve kdlcsonhatasat is vizsgaltuk.

Gén specifikus PCR primer parokat terveztiink a vizsgalatokba bevont gének atirt
szakaszaira. RNS-t izolaltunk 2 hetes, kilonféle kezeléseknek Kitett Arabidopsis
ndvényekbdl (NaCl, ABA, brasszinoszteroid, mannitol, glikoz, stb.). Az egyes gének
expresszids szintjeit kvantitativ PCR reakcidval (Q-PCR) Sybergreen detektalasi
modszert alkalmazva hataroztuk meg.

1. tablazat. A stresszindukalt Arabidopsis gének transzkripcios analizise.
A Q-PCR vizsgalatokba bevont gének listaja.

Gén TAIR no.

ADH1  Atlg77120
P5CS1  At2g39800
P5CS2  At3g55610
RD29A  At5052310
RD22  At5¢25610
ERD10  At1g20450
RAB18  At5g66400

Fehérje

alcohol dehidrogenase
pyrrolin-5-carboxilate synthase 1
pyrrolin-5-carboxilate synthase 2
low-temperature-induced protein 78
dehydrin

dehydrin

dehydrin-like protein
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1. dbra. Néhany stressz indukalt gén expresszidjanak vizsgalata. A P5CS1, RD22 és
RD29A gének transzripcios aktivitasat kvantitativ RT-PCR (Q-PCR) segitségével
vizsgaltuk vadtipust Arabidopsis-ban (col, ler), illetve kiillénbz6 mutansokban.



Az 1. dbra a vizsgalatsorozat néhany eredményét mutatja be. Az abran lathatd, hogy
az ABA aktivalas illetve a brasszinolid hatas eltéréen befolyasolja a gének
transzkripcids aktivitasat. A RD29A gén expresszidja 20-30x emelkedett az ABA
kezelés utan, ami az abil mutansban nem volt detektalhatd. Brasszinoszteroid
elékezelés ugyanakkor 60-80%-al csdkkentette az ABA indukciot. A RD22 gén
transzkripcidjat 4-5x indukalta az alkalmazott ABA kezelés, ami szintén ABI1
fuggést mutatott. Ellentétben a RD29A génnel, a RD22 aktivalast a brasszinoszteroid
kezelés nem befolyasolta. A PSCS1 transzkripcioja 4-5x emelkedett meg az
alkalmazott ABA kezelés utan, és ez szintén ABI1-t6l fliggott. A brasszinoszteroid
csokkentette ugyan az ABA indukciot, de nem olyan mértékben mint a RD29A
esetében. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a harom stressz indukalt
gén az ABA és a BR hatas tekintetében eltéré szabalyozas alatt all. A felsorolt gének
transzkripcids aktivitasat analizlva megéllapitottuk, hogy azok a stressz indukciot
mutatnak, de a szabalyozasuk némileg eltér egymastol. A jelatviteli mechanizmusok
tehat nem egyformén szabalyozzak a felsorolt geneket, ezért azok egyedi tesztelése
indokolt.

A transzkripcios szabalyozas pontosabb tanulmanyozasa valamint a transz aktivald
faktorok azonositasa céljabdl izolaltuk a a P5CS1, ADH1, RAB18, RD29A és ERD
gének 5° promoter régioit, és azt a szentjanos bogarbol szarmazo luciferaz (Ffluc+)
riporter génhez kapcsoltuk. Az elkészitett promoter-riporter gén konstrukciokat
Arabidopsis névénybe jutattuk Agrobacterium transzformacio segitsegével.
Mélyhitétt CCD kamera segitségével teszteltlik transzgenikus névények
lumineszcencigjat. A tovabbi vizsgalatok céljaira azokat a vonalakat valogattuk ki,
amelyek minimalis alap aktivitast €s erés stressz illetve ABA indukciot mutattak. A 2.
Abra az ADH1-LUC génkonstrukci6 analizuisét mutatja be. Lathatd, hogy a gén
konstrukci6 alap aktivitass sokszorosara emelkedik kiillénbdzo strerssz kezelések
hatdsara. A CCD kamera automatikus zemmadja idébeni analizist is lehetéve tesz,
aminek kdszdnhetéen a génmiikodés kinetikaja is tanulmanyozhat6 (2B. abra).

A P5CS1 és P5CS2 génekkel zold fluorescens protein (GFP) fuziokat is készitettlnk,
hogy a génmukddés szabalyozasanak tovabbi Iepéseit illetve a sejten beluli
lokalizaciot is tanulmanyozhassuk. Megallapitottuk, hogy a P5CS1-GFP és a P5CS2-
GFP bizonyos hasonlosagok mellett eltéré expresszios mintazatot ad. Habar mindkét
gén miikddik a fejlédé embridkban, a PSCS1-GFP-ra apr6 foltokbdl allo
fluoreszcencia volt jellemzé, mig a P5CS2-GFP egyenletes fluoreszcenciat mutatott
(3. &bra). Viragzatban a P5CS1-GFP fluoreszcenciaja inkabb a pollen szemekre volt
jellemz6, mig a P5S2-GFP erés expressziot mutatott a virdg merisztémaban a
hajtascsucshoz kozeli szévetekben, valamint a porzo faldban (4. abra).
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2. abra Az ADH1-LUC génkonstrukcidval transzformalt Arabidopsis névények altal
kibocséjtott biolumineszcencia valtozasa kilonbdzo stressz kérilmények kdzott.
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3. abra. A P5CS1-GFP és P5CS2-GFP génkonstrukcidk expresszidja Arabidopsis
embridkban.

P5CS1 P5CS2

4. dbra. A P5CS1-GFP és P5CS2-GFP génkonstrukciok expresszioja Arabidopsis
viragzat hajtascsucsaban, viragban és portokban.



2. A transzformalasra alkalmas cDNS konyvtar elkészitése.

Ahhoz hogy a stressz jelatvitelben (j pozitiv szabalyozé faktorokat azonositsunk,
olyan genetikai rendszer kidolgozasat ttiztuk ki célul, ami lehetévé teszi a pozitiv
szelekcidt, ellenérzott expresszid alkalmazésat es egyszerii, hatékony gén azonositast.
A Kisérleti rendszer segitségével elsésorban a pozitiv szabalyozo faktorok
azonositasat akartuk megvalositani. A Kisérleti stratégiat az 5. abra szemlélteti.

Elsé 1épésként egy olyan Arabidopsis cDNS konyvtarat készitetiink el, ami alkalmas a
genetikai transzformacidra. Ezt a munkat a KéIni Max-Planck Institut fiir
Zichtungsforschung intézettel kozdsen, egy nemzetk6zi kooperacio keretében
végeztik el. RNS-t izolaltunk kiilénbdz6 szervekbdl, és kulonbozeé fejlodési
allapotban levé novényekbol. Kétféle cDNS konyvtarat készitettlink. Az egyik
konyvtarhoz 2 és 6 6ra 200mM NacCl stresszel kezelt ndvéenyekbdl izolalt RNS-t
hasznaltunk. A masik konyvtar elkészitéséhez a RNS —t a nem kezelt kontrol
novényekbol izolaltuk. A cDNS konyvtar elkészitéséhez a Gateway vektor rendszert
alkalmaztuk, amely nagy hatékonysagu kldnozast tesz lehetévé. Az elsddleges
konyvtarat pPDONR207 vektorba klénoztuk. Az elsddleges konyvtar szamitasaink
szerint kb. 500 ezer klénbol allt. Az expresszids kényvtar elkészitéséhez olyan
novényi expresszios vektort alkalmaztunk (pER8-GW), amelyben egy indukalhatd
expresszids kazetta tartalmazta a LR rekombinacids helyet (6. abra). Az elsddleges
konyvtarbol nagyhatékonysagu LR reakcio segitségével vitlk at a klonokat az
expresszios vektorba. A konyvtar ellenérzése soran kiderult, hogy a cDNS atvitel
gyakorlatilag 100%-ban sikeres volt, a klonok mindegyike hordozott egy-egy cDNS
inszertet (7. abra). A rendelkezéstinkre all6 cDNS kdnyvtar szdmitésaink szerint tobb
széazezer klont tartalmaz. Mivel az Arabidopsis teljes génallomanya 28000 gen, a
cDNS konyvtér ennek kb. tizszerese. Ezért nagy valdsziniiséggel barmilyen génrél
kodolt cDNS megtaléalhaté ebben a konyvtarban.
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5. abra. Az Arabidopsis cDNS konyvtar transzformalas es szelekcids stratégia lepései.
A dominéns fenotipusul transzgenikus vonalak azonositasa utan egyszeriien izolélhato,
azonosithatd és klonozhaté a fenotipusért felelés gén.
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6. abra. A cDNS konyvtar elkészitéséhez hasznalt pER8-GW expresszios vektor
térképe.

7. abra. A ndvényi expresszios vektorban létrehozott cDNS konyvtar komplexitasanak
tesztelése. Ebben a kisérletben 36 véletlenszerlien kivalasztott klonbol,
vektorspcifikus primerek felhasznalasaval, PCR segitségével amplifikaltuk az
inszerteket. Megfigyelhet6, hogy mindegyik klénban eltéré méretl inszert talalhato.
Az inszertek 5° és 3* végeinek szekvencia analizise alapjan elmondhatjuk, hogy a
klonok felében teljes hosszusagu cDNS fragmentek épultek be.



3. A cDNS konyvtar transzformacio alkalmazasa a stresszvalaszt szabalyoz6 gének
azonositasahoz.

Az elkészitett cODNS konyvtarral nagy mennyiségi, sok tizezer transzgenikus
Arabidopsis novényt alitottunk el6 és szelektaltunk kilonféle koriilmények kdzott. A
S0 rezisztencia tesztelésére 200mM NaCl és 4 uM 6sztradiol tartalmu taptalajon
vizsgaltuk a 2 hetes higromicin rezisztens csirandvények novekedését, tulélését (8.
abra). Abszcizin sav érzékenységet 2,5 uM ABA és 4 uM dsztradiol tartalmu
taptalajon teszteltiik. A csirazo, ndvekeds, NaCl rezisztens vagy ABA inszenzitiv
néveények higromicin rezisztenciajat teszteltlik, majd liveghézban elviragoztattuk oket,
hogy a T2 generacids novényeket tovabb vizsgalhassuk. 40.000 néveny NaCl
szelekcidja utan 180 talél6 novényrol gyljtottink magot, amik kodzil a masodlagos
tesztek soran 16 vonalban talaltunk megemelkedett NaCl rezisztenciat (2. tablazat).
Az ABA szelekcios kisérletben 40 T2 vonalat teszteltiink, és 3 vonalban talaltunk
csokkent ABA érzékenységet, ahol a csirdzast mar erésen gatlo 2,5-5 uM ABA
jelenlétében is képesek voltak a magvak csirazni (8. Abra).

A B

8. Abra. In-vitro szelekcios rendszer alkalmazasa a so rezisztens és ABA inszenzitiv
Arabidopsis vonalak azonositésa céljabol. A bemutatott kisérletben T1 generacios
Arabidopsis névények NaCl toleranciajat teszteltik 200mM NaCl + 4uM 6sztradiol
tartalmu taptalajon (A). Az ABA szelekcid esetében 2,5 uM ABA hormon tartalmu
taptalajon csiraztattuk a transzformalt névényyek magvait. A talélé ndvényeket
(nyillal jel6lt) higromicin tartalmu taptalajon teszteltiik a vektor marker gén jelenléte
szempontjabol.



Line Gene Protein cDNA
Col-C38-22  |AT3G05050 [serine/threonine kinase full length
Col-C38-33 |AT4G14520 [RNA polymerase Il-subunit 5 full length
Col-C38-75 |AT2G45180 [lipid binding protein full length
Col-C38-80 |AT5G24990 [unknown protein truncated
Col-C38-182 |AT2G30950 |ATP-dependent peptidase (VAR2) full length
Col-C38-168 |AT4G22220 |mitochondrial scaffold protein (ATISU1) full length
Col-C38-172 |AT4G09570 |calcium /calmodulin-dependent protein kinase (CPK4) truncated
Col-C38-174 |At3g22230 [putative ribosomal protein L27 truncated
Col-C38-180 |AT3G42150 [unknown protein full length
Col-C38-183 |AT4G15550 [beta-D-glucosyltransferase (IAGLU) truncated
Col-C38-184 |At3g17420 |[serine/threonine protein kinase truncated
Col-C38-186 |At2g19310 |putative small heat shock protein full length
Col-C38-187 |AT3G53740 [60S ribosomal protein L36 (RPL36B) full length
Col-C38-188 |AT2G25450 [unknown protein truncated
Col-C38.189 |AT1G21310 [Extensin (ATEXT3) truncated
IADH-C38-41 |At5912030 |heat shock protein (HSP17.6A) full length

2. tablazat. A fokozott s rezisztenciat mutatd Arabidopsis vonalakban talalt inszertek
szekvencia analizisével azonositott gének jegyzéke. A cDNS klonok kozil 9 teljes
hosszUsagu volt, 7 klon 5° régidjabol hianyzott rovidebb-hosszabb fragment. A
legmagasabb szintii toleranciat a Col-C38-33 vonal illetve az ADH-C38-41 vonal

mutatta.




4. A NaCl és ABA szelekcios kisérletekben azonositott vonalak analizise.

Az azonositott NaCl rezisztens iletve ABA inszenzitiv vonalakbdl PCR segitségével
izolaltuk a beépitett cDNS klonokat. A PCR fragmentek szekvencia analizise révén
informécidt kaptunk az adott vonalba beépult cDNS-rél, illetve kodolt fehérje
természetérol (2. tAblazat). Az azonositott genek egy része ismeretlen funkcidju, eddig
nem jellemzett gén. Néhany gén esetében mar talaltunk informaciot a nemzetkozi
szakirodalomban, de a stressz érzékenység szempontjabol ezeket a géneket illetve
kaodolt fehérjéket nem jellemezték. Egyedil a C38-41 vonalban azonositott hésokk
fehérjével kapcsolatban talaltunk utalast arra, hogy a HSP17.6A fehérjének szerepe
lehet nem csak a héstressz soran, de, chaperon tipust fehérje 1évén, ez a fehérje mas
stressz tipusok esetében is veédé hatést fejthet Ki.

A legmagasabb szint( rezisztenciaval rendelkez6 vonalak esetében megkezdtiik azok
részletes élettani illetve molekuléris genetikai analizisét. Teszteltlk a so illetve ABA
rezisztencia 6sztradiol fliggesét (9. abra). A beépllt gen jellemzése céljabdl teszteltiik
a cDNS expresszidjanak valtozasat ABA vagy NaCl és sztradiol jelenlétében.
Megkezdtik a vizsgalt gének klonozasat, illetve inszercidés mutansokat szereztiink be
a tovabbi funkciondlis analizis céljaira. A megkezdett munkat jelenleg is folytatjuk.
Az alabbiakban két inszercios vonal illetve gen analizisének el6zetes eredményeit
mutatjuk be.

5. A C38-33 vonal analizise: egy NaCl rezisztenciéat elgidézd gén jellemzése.

A C38-33 vonal az dsztradiol jelenlétében fokozott s6 rezisztenciat mutatott a
csirazasi tesztekben (9. dbra). Osztradiol jelenlétében a C38-33 magvak még 250mM
NaCl tartalmu taptalajon is képesek voltak a csirazasra, ami egyebként gyakorlatileg
teljesen gatolta a vadtipusu Arabidopsis novények csirazasat. Osztradiol nélkiil
viszont nem lattunk kiilénbséget a vadtipusu és a transzformalt névények s
érzékenysége kozott (9. abra). Az dsztradioltol fliggo fenotipus arra utal, hogy az
osztradiol indukélhat6 expresszios kazettat hordozd ER8 vektorba épiilt cDNS felelés
a feltételes stressz rezisztenciéért.

A beépllt cDNS fragment azonositasa érdekében egy vektor specifikus primer parral
PCR segitségével amplifikaltuk az ER8-ba épult fragmentet. A kapott PCR fragment
kb. 0,6 kb volt. A PCR fragment DNS szekvenciajanak meghatarozasa utdn a BLAST
szekvenia homoldgia kereséssel azonositottuk a beépiilt gént. A C38-33 kldn esetében
egy, a RNS polimeraz 5 alegységhez hasonlé fehérjet kddolo gent (AT4G14520)
azonositottunk. A 200 aminosavat tartalmazé fehérje egy S1 domént tartalmaz, ami
jellemzé a riboszomalis S1 proteinekre. Az S1 domeénnek az irodalmi adatok szerint
az RNS kotésben van szerepe, térszerkezete hasonlit a hideg stressz altal aktivalt
bakterialis fehérjék egy csoportjara jellemzé ,,cold shock domain“-hez (10. abra). Az
Arabidopsis adatbazisban toébb hasonld szerkezetii fehérjét talaltunk, a szekvencia
hasonlosag azonban az altalunk azonositott és a rokon fehérjék kozott nem magas.
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9. abra. A C38-33 vonal so rezisztencidjanak analizise. T2 generacids magokat
csirdztattunk 200mM NacCl illetve 200mM NaCl + 4uM 0Osztradiol tartalmu
taptalajon. A) mikroszkdpos felvétel 8 nappal a csirazasi teszt kezdete utan. B)
Csirazasi teszt a csirazasi kepesség mérése céljabol. Lathatd, hogy a Col-0 vadtipusu
névény csirdzasat egyforman gatolja a sé a kétféle taptalajban. A C38-33 vonalban az
osztradiol jelenlétében jobb csirdzasi és tulélési képesseget tudtunk kimutatni. Az
osztradiol fliggé NaCl rezisztencia egyértelmien bizonyitja az ER8 vektorral a
novénybe juttatott cDNS szerepet.
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10. &bra. A C38-33 vonalban azonositott Arabidopsis gen szekvencia analizise. Az
cDNS szekvencidja megegyezik az At4g14520 génnel. A kddolt fehérje a RNS
polimeraz 5. alegységével mutat kdzeli hasonldsagot, és egy S1 domént tartalmaz. A
S1 domén térbeli szerkezete nagyfoku hasonlosagot mutat egy bakteridlis stressz
fehérje csoportra jellemzé hideg stressz domén-re (cold shock domain).



A gén aktivitdsanak tesztelése érdekében RT-PCR analizissel tanulméanyoztuk a
AT4G14520 gén aktivitasat a transzformalt és vadtipust névényekben. Vadtipusu
ndvényben csak nagy nehézségek aran, magyas PCR ciklus utan (kb. 45) tudtuk a gén
transzkripjét kimutatni. A C38-33 vonalban a AT4G14520 gén Osztradioltdl fliggo
epressziot mutatott (11. dbra). Alap &llapotban a gén expresszioja a vadtipusu
ndvényhez hasnldan lacsony volt, mig 6sztradiol adasa utan tébb nagysagrenddel
megemelkedett, éa mar 32 PCR ciklus utén is kimutathato6 volt (11. &bra).

11. dbra. Az At4g14520 gén expresszidjanak vizsgélata vadtipusu Arabidopsis
novényekben (Col-0) és a C38-33 vonalban (C33). Lathatd, hogy a gén transzkriptje
32 PCR ciklus utdn nem mutathato ki sem a vadtipusud, sem a nem kezelt C33 vonal
novényeiben. 6 illetve 24 dra dsztradiol kezelés utan viszont a gén termek
egyértelmien kimutathaté a C33 ndvényekben, a vadtipusban viszont nem.

Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a C38-33 vonalban egy olyan, eddig nem
vizsgalt, gént sikerilt azonositani, aminek megemelkedett expresszidja segiti a magas
sO jelenléteben a csirazasi képességet. A gen klonozasat megkezdtiik. Rekonstrukcios
kisérletekben a AT4G14520 cDNS-t Arabidopsis-ban expresszaltatjuk konstitutiv
illetve indukalhaté promoterek szabalyozasa alatt. Amennyiben a megemelkedett s6
rezisztenciat sikerul elérni a kldnozott génnel is, akkor mas novényekben is teszteljiik
a AT4G14520 gén hatésat.



5. A luciferaz riporter génonstrukcio transaz-aktivalasa az ADH-121 vonalban. Egy
pozitiv szabalyozo faktor azonositasa.

Az ADH promoter altal szabalyozott luciferaz riporter gén aktivitasa megemelkedik
kiilénbdzo6 kdrnyezeti stressz hatasokra, illetve ABA kezelés utan. A Kisérleti
stratégiank segitségével olyan faktorokat kivantunk azonositani, amelyek
taltermeltetése a luciferaz riporter aktivalasahoz vezet, kilso indukcié nélkal is. A
cDNS konyvtar transzformacié utan teszteltiik a transzgenikus névény populacio
aktivitast talaltunk. Az igy azonositott ndvények utddait részletes analizisnek vetettik
ala. A 12. abran az ADH-121 vonal tesztelését mutatjuk be. A vadtipusi ADH-LUC
novényeket es az ADH-121 vonal névenyeit 1/2MS alap taptalajra illetve 200mM
NaCl tartalmu taptalajra helyeztik. A névények egy részét 4uM osztradiollal
kezeltiik, és a biolumineszcenciat 12-24 6réan keresztul mértiik. Az 12. abrén lathato,
hogy a biolumineszcencia hasonlo szintti a 0 idépontban a vadtipusu és a
transzgenikus ndévényekben. 12 dra elteltével A magas sokezelésnek Kitett ndvények
lumineszcenciaja erésen megemelkedett, mig a kontroll taptalajon valtozatlan maradt,
kivéve az 6sztradiol kezelésnek alavetett ADH-121 vonalat, ahol a lumineszcencia
szintén magasabb volt a vadtipust névényeknél ( 12. abra).
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ADH/121
-EST
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12. Abra. A luciferaz riporter gén segitségével azonositott pozitiv szabalyozé faktor
hatdsdak analizise. Az ADH1 promoter-luciferaz riporter gén konstrukciot hordozo
ndévényekben megemelkedett biolumineszcencia alapjan azonositottunk egy
transzgenikus vonalat (ADH-121), amiben a luciferaz aktivitas 6sztradioltol fliggden
emelkedett meg. A szul6i ADH-luciferaz (ADH) illetve transzgenikus ADH-121
vonal biolumineszcenciaja alacsony szinti a 0 idépontban (A). NaCl tartalmu
taptalajon az ADH promoter aktivitasa és a biolumineszcencia mindkét vonalban
megemelkedik 12 ora elteltével. A kontrol taptalajon a ADH-121 névények
biolumineszcenciaja 0sztradiol permetezés utan sé kezelés nélkil is megemelkedik,
mig a szUl6i vonal valtozatlan marad. A sé tartalmu taptalajon a ADH-121 vonal
aktivitasa magasabb a szul6i ADH vonalnal.
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13. Abra. Az ADH-LUC riporter génkonstrukcio aktivitasanak véltozasa so illetve
osztradiol kezelés utan az ADH-LUC novényekben (A) illetve a szelektalt ADH-
LUC/121 vonalban (B). A NaCl kezelés megemeli az ADH-LUC aktivitasat, ami 3-4
Oraval a kezelés kezdete utan éri el a maximumat, utdna fokozatosan csokken. Az
Osztradiol kezelésnek nincs hatasa az ADH-LUC aktivitasra a szll6i vonalban (A). Az
ADH-121 vonalban az dsztradiol kezelés 6nmagaban fokozatosan emeli a
biolumineszcencia szintjét, mig sokezeléssel kombinalva stabilizalja a magasszintii

expressziot (B).



A luciferéaz aktivitas mennyiségi kiértékelése soran vilagossa valt, hogy a s6
kezeléskor az ADH-LUC gen aktivitasa 3-4 oran keresztil névekszik, majd
fokozatosan csokken (13. abra). Az Osztradiol kezelés nem modositja a vadtipusu
novényi hattérben az ADH-LUC aktivitast, az ADH121 vonalban viszont a luciferaz
aktivitas szintje magasan marad. Az ADH-LUC vonalban az 6sztradiol kezelés
onmagaban fokozatos lumineszcencia emelkedést eredményez, mig a szuloi
névényekben a luciferaz aktivitas nem tér el a kontrol ndévényekétol. Az ADH121
vonalban az ADH1 promoter aktivitasa tehat az dsztradiol adasatol fiiggden
megemelkedik, vagy magas szinten stabilizalédik.

Az ADH-121 vonalban a szegregacids analizis egy inszert jelenlétére utalt. A PCR
amplifikacid egy fragmentet eredményezett. A PCR fragment szekvencidjanak
analizise soran egy AP domén transzkripcios faktort azonositottunk, ami az EREBP
alcsaladba volt sorolhatd. A RAP2.12 transzkripcios faktor 359 aminosavbal all, a
fehérje csaladra jellemzé AP domén a 142 és 187 amino savak kozotti régidban
talalhato (14. abra). Hasonl6 domén talalhaté a hideg és s stressz valaszban fontos
szerepet jasz6 CBF transzkripcids faktorokban illetve az etilén jelatvitelben fontos
EREBP transzkripcios faktorokban. Erdekes, hogy az ADH1 promoter szekvencia
analizisenél azonositottunk egy ERE tipusu szekvencia elemet, ami més génekben az
etilén valaszt kozvetit6 EREBP faktorok koto helye. Tovabbi vizsgalatokra van
szlikség annak eldontése érdekében, hogy az azonositott RAP2.12 faktor ténylegesen
kapcsolodik-e az ADH1 promoter ERE eleméhez.
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14.. Abra. Az ADH-LUC/121 vonalban azonositott AP tipust transzkripcids faktor
(RAP2.12) aminosav szekvencigjanak analizise.

Az azonositott RAP2.12 faktor transzkript szintje meglehetésen alacsony a vadtipusu
novényekben. Az ADH-121 vonalban a transzkript szint 6sztradiol kezelés nélkil a
vadtipusu névényekhez hasonld, mig dsztradiol kezelés utan néhany oran belul
megemelkedik (15. &bra). Erdekes, hogy az ABA kezelés 6nmagaban vagy
osztradiollal kombinédlva nem befolyésolta a RAP2.12 faktor atirasat. A
Genevestigator adatbazis szerint a RAP2.12 gén transzkripcidja meglehetésen
allando, azt semmilyen hormon kezelés szignifikdnsan nem véltoztatja meg.
Kismérteki, maximum kétszeres aktivalas talalhato level szeneszcencia, hideg és
ozmotikus stressz kezelés esetén.



15. Abra. A RAP2.12 transzkripcios faktor expresszidja a sziiloi, vadtipust ADH-
LUC vonalban, illetve az ADH-121 vonalban. Az RT-PCR analizis eredménye
mutatja, hogy a RAP2.12 expresszio alacsony szintii az ADH-LUC névényekben,
illetve a 121 vonalban, amit nem befolyasol az ABA kezelés. A 121 vonalban a
RAP2.12 expresszi6 dsztradiol hatasara megemelkedik. Referencia gén: ubiquitin 10.

A két bemutatott példa egyértelmiien bizonyitja, hogy az altalunk kidolgozott 0j
genetikai rendszer alkalmas a stessz jelatvitelben szerepet jatszd szabalyozo faktorok
azonositasara. A részletesen vizsgalt C38-33 illetve az ADH-121 vonal analizise
megmutatta, hogy az 6sztradiol fliggo transzkripcios aktivalas hatékony, és minimalis
héattérrel jar, vagyis kivalléan alkalmazhaté a stresszvalaszban szerepet jatszo gének
funkcionalis analizisénél. A szabalyozott expresszio arra is lehetéséget ad, hogy a cél
gének aktivalasat idoben vizsgaljuk. A bioluminszcencia detektalas segitségével az
ADH-LUC konstrukcio kvantitativ es kinetikai analizise is megvalosithatd, ami a
génszabalyozas pontosabb megértését teszi lehet6vé.
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