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In situ hibridizacié kilénb6zé modszereinek adaptaladsa és tovabbfejlesztése buza

genetikai alapanyagok elemzésére

Kisérleteinkben célul tiiztlik ki a transzgének kimutatdsara alkalmas in situ hibridizacids
modszerek adaptalasat és tovabbfejlesztését. Munkank soran kilénboz6 technikai
modositasokat alkalmaztunk. Bevezettiik a PRINS- primed in situ modszert, amelyben PCR
készllekben torténik az in situ hibridizacio teljes folyamata. A technika a PCR készilékre
rdhelyezhet6 targylemez adapter limitalt helykapacitasa, valamint a DNS probak egyideji
alkalmazéasanak akadalyai miatt nem bizonyult hatékonynak. Az altalunk felszaporitott GAA
trinukleotid szekvencia in situ hibridizacios probaként tértént jeloleset kdvetéen alkalmassa
valt az Aegilops biuncialis kromoszémak elemzésére. Terviink volt a kordbban a martonvasari
molekularis citogenetika csoportban eléallitott buza-Ae. biuncialis hibridekben és
szdrmazékaikban genomikus in situ (GISH) hibridiz&cidéval a két faj kromoszomaéinak
megkulonboztetése. Kidolgoztuk a GISH optimalis koriilményeit és kisérleteink soran sikerult
elkilonitenlink a buza és az Ae. biuncialis genomokat a mddszer segitségével. Kiemelt célunk
volt csoportunkban a fiber-FISH technika bevezetése. A mddszert sikerrel elsajatitottuk és
megkezdtiik alkalmazasat és tesztelését transzgénikus buza és burgonya vonalakon.

1. Fiber-FISH technika alkalmazasakor linearizalt DNS szélakon torténik az in situ
hibridizacio. A csupasz, kevéssé kondenzalt DNS szalakon 1000 bp-nal rovidebb, jelolt DNS
szekvencidk is kimutathatok. A mddszer alkalmazésa egy lehetséges megkdzelités beeplilt
alacsony kdpiaszdmu vagy egyedi idegen gének és vektor szekvencidk kopiaszaménak és
helyzetének meghatarozasara genetikailag transzformalt névenyekben. A fiber-FISH technika
kivaléan alkalmas expresszios és egyéb kromoszoma specifikus markerek (pl. RFLP),
valamint nagyobb kromoszoma fragmenteket tartalmazé klonok (pl. BAC, YAC) fizikai
térképezésére.

A modszer elsajatitasa soran elsé feladatunk az in situ hibridizaciora alkalmas prepardtumok
elkészitése volt, melyhez kiillonb6z6 modszereket hasznaltunk.

A DNS szal preparatumok készitésekor elsé lépésben az izolalt DNS és sejtmag alapu
eljarasokat alkalmaztuk, ami a nemzetk6zi irodalomban legelterjedtebb mddszertani
megkozelités. Az izolalt DNS alapu technika esetében a preparatumkészitést DNS izolélas

elézi meg valamely altalanosan alkalmazott protokoll alapjan, mig a sejtmag alapd



megkdzelités esetében Fransz és munkatarsai (1996) altal kidolgozott mddszert kdvettik,
kisebb modositasokkal. A sejtmagizolalast kovetéen a kilonb6z6 sejt és szdvet térmelékeket
egy csokkené polus méreti filter sorozaton (200 - 20um) atszirve tavolitottuk el, majd az
oldat sejtmag koncentracidjat DAPI-val tortént festés utan fluoreszcens mikroszkop alatt
ellenériztik. A késébbiekben mindkét moddszer esetében néhdny upL DNS ill. sejtmag
szuszpenzidt fixaltunk a targylemezeken, amit egy néhany perces SDS-t, EDTA-t és Tris-t
tartalmazd lizis pufferben torténé inkubacio kovetett a kromatin szerkezet fellazitasa
érdekében. Az inkubaciot kovetéen a targylemez 45°-0s szogben tortént megdontésével és a
puffer csepp elmozdulasaval nyujtottuk ki a DNS szalakat. A DNS szalak fixalasa érdekében
a preparatumokat abszolut alkohol:jégecet 3:1 aranyu elegyével kezeltiik, amit egy 60°C-on,
30 percig tortént inkubacio kovetett. A mintdk 4°C-on tarolhatok az in situ hibridizacioig (1.

abra)

1. abra. A Dx5 génkonstrukcioval transzformélt blza genotipus sejtmagjaibdl készitett DNS fiber

szalak DAPI-val festve.

A flow-sorted kromoszoma alapt DNS szal preparatumok elénye abban rejlik, hogy csak a
genom adott kromoszémait izolaljuk, ami egyszeriibbé teszi a célszekvencidk pontosabb
lokalizaciojat a genomban. Munkank soran egyuttmiakédtink a Dr. Jaroslav Dolezel altal
vezetett olomouc-i (Csehorszag) Citogenetikai és Flow-citometriai kutatdcsoportal. A

prepardtumok készités soran Proteinase K kezelés segitségével eltdvolitottuk a



targylemezeken lokalizalt metafazisos kromoszomak fehérje alkotorészeit, ami a kromatin
mar lehetévé tette, hogy bel6lik mechanikai nyujtas segitségével egyedi DNS szalakat
kalonitstink el.

Miutan sikerrel elsajatitottuk a preparatumkészités kulonb6zé modszereit, megkezdtik a
pHMW1Dx5 transzgén konstrukcid tesztelését egy, a Kkisérleteinkhez rendelkezésiinkre
bocsatott transzformalt buzafajtaval. A teljes konstrukcid, amely ~11Kb hosszUsagu,
tartalmazza a mintegy 2.4Kb hosszUsagd Dx5 gént. Elokiserleteket végeztiink o0sztodo
gyokercsucshol készitett metafazisban 1évé kromoszémakon es tébb kromoszoman jellegzetes
mintézatot figyeltink meg in situ hibridizacié utan. Ez egyértelmien igazolta szamunkra,

hogy a gén repetitiv szakaszokat tartalmaz (2. abra).

2. dbra. Egy a Dx5 génnel transzformalt bldzafajta metafazisban 1évé kromoszdmai in situ hibridizacio
utdn. Probaként a teljes konstrukciot alkalmaztuk, amelyet biotinnal jel6ltink, a kromoszoméakat
DAPI-val kontrasztfestettiik.

Ezt kdvetoen arra koncentréltunk, hogy olyan prébat allitsunk el6, amely a lehet6 legkevesebb
repetitiv DNS szakaszt hordozza. Probat allitottunk el az M13 primerpar felhasznalasaval és
az inzertet hasznaltuk jelolt probakent. Az eredmény a teljes konstrukcioval tortént

hibridiz&cidval meglehetésen hasonld mintazatot mutatott (3. abra).



3. abra.. Egy a Dx5 génnel transzformalt blzafajta metafazisban Iévé kromoszomai in situ hibridizacio
kovetéen, ahol az M13 primerpar felhasznalasaval eléallitott, fluorogreennel jel6lt proba zold

hibridizacios jeleket mutat a DAPI-val kontrasztfestett kromoszdmakon.

Ezek utan kilonbdzo primerkombinacidkat terveztink: a Dx5 génkodold régiora specifikus
(A), az 5’ hatarolo régid specifikus (B), valamint a kodold régio 3’ vég + 3’ hatéarolo régio
specifikus (C) d&sszeallitasban. Az in situ hibridizacio soran minddssze a C
primerkombinacidval eléallitott termékbol készitett proba adott értékelhet6 jeleket
metafazisban 1évé kromoszomakon.

A C primerkombinacidval eléallitott probaval ezt kovetéen fiber-FISH-t végeztink. A
felvételen megfigyelheté a kihdzott DNS szélon a biotinnal jeldlt proba elhelyezkedése (4.

abra).

4. dbra. A C primerkombinacioval eléallitott probaval tortént fiber-FISH, ahol tobb biotinnal jeldlt,

prébaként alkalmazott DNS szakasz is megfigyelhetd.

Sajnalatos modon belsé kontroll DNS klon hianydban eddig nem sikerilt meghatarozni a
beépilt Dx5 gén pontos lokaliz&cidjat és kopiaszamat. A kontrol DNS préba &ltalaban egy



olyan egyedi, unikalis szekvenciat tartalmazé DNS szakasz (pl. BAC klon), amely pontos
fizikai helyét ismerjik a genomban az adott kromoszéman. A blza genomjaban napjainkig
kevés ilyen szekvencia ismert és kisérleteinkhez ezeket nem tudtuk felhasznélni. Nagyon
fontos eredmény azonban, hogy a célkitiizesiunkben szerepelt fiber-FISH technikat adaptaltuk
laboratériumunkban. Tébbféle modszert dolgoztunk ki a preparatumkeszitésre, majd a fiber-

FISH technikat sikerrel alkalmaztuk transzgénikus biza és burgonya vonalakon.

2. ldegen fajbol szarmazd kromoszomék kimutatdsara a buza genomjaban az egyik
legalkalmasabb modszer a GISH. A ceélul kittzott, buza-Ae. biuncialis hibridek utédaiban az
Aegilops kromoszémaék kimutatdsahoz teljes genomikus DNS-t izoldltunk blza és Ae.
biuncialis névényekbsl. Az Ae. biuncialis DNS-t ultrahangos ill. enzimatikus Gton tortént
fragmentalast kovetéen Nick transzlacidval jel6ltik, a forraldssal ill. ultrahanggal hasitott
buza DNS-t blokkoloként alkalmaztuk. A blokkol6 DNS szerepe abban all, hogy csokkentse
ill. megakadalyozza a vizsgélt fajok kozotti kereszthibridizaciot. A kisérletekben felhasznélt
préba és blokkol6 DNS aranya fiigg a két faj genetikai tavolsagatol, azaz a fajok kozotti
homoldg DNS szekvenciak aranyatol.

Els6 kisérleteink a jel6lt préba DNS/blokkold DNS arany optimalizalasara iranyultak. Ennek
sordn a blokkolé DNS aranyat 1:30 és 1:130 kozott valtoztattuk. Egyes kisérletekben a
nagyobb érzékenység érdekében az Ae. biuncialis (UUMM) DNS helyett annak diploid 6sei,
az Ae. umbellulata (UU) és az Ae. comosa (MM) teljes genomikus DNS-ét hasznaltuk jeldlt
prébaként. A bulza-Ae. biuncialis GISH feltételeinek optimalizalasdhoz buza-Agropyron
elongatum hibridek utddait vizsgaltuk GISH-el. Az Ae. elongatum filogenetikailag kozelebb
all a hexaploid buzahoz, mint a rozs és az arpa genomok, de tavolabb, mint az Ae. biuncialis.
Az Agropyron kromoszémak kimutatasa GISH-el segitséglinkre szolgalt a késébbiek soran az

Ae. biuncialis kromoszémak kimutatasanak tokéletesitéséhez a biza genomjaban (5 abra).



5. dbra. A Triticum aestivum- Aegilops biuncialis hibrid utddaibdl Iétrehozott amfiploid sejtrészlete.
Probaként Ae. biuncialis DNS-t alkalmaztunk, a metafazisban 1évé kromoszomak kozil az Ae.
biuncialis kromoszéméak fluorogreennel jeldltek, a baza kromoszémait promidium jodiddal

kontrasztfestettik.

A probaként hasznalt Agropyron DNS-t és a blGza genomjabol szarmazd, blokkoldként
alkalmazott DNS-t ultrahangos szonikalassal fragmentaltuk. A hexaploid buzablokkolé DNS-t
1:100 valamint 1:150 aranyban bizonyult a legmegfelelébbnek. A hibridizacid el6tt un. pre-
annealinget hajtottunk végre. Ennek soran a homoldg DNS szakaszokon a préba és a blokkold
DNS szekvenciai 0sszekapcsolodtak, igy a tényleges hibridizacié folyaman csokkent az
interspecifikus hibridizacié a két faj kromoszomai kozott. Kisérleteink eredményekent a BE1
T. aestivum x A. elongatum részleges amphiploid 56 kromoszémaja kozul 14 intenziv
festodést mutatott, ami arra utalt, hogy ezek a kromoszémak az A. elongatum-bol szarmaztak.
Ezt kovetéen ujabb GISH kisérleteket végeztiink a buza-Ae. biuncialis hibridek utédain és
sikertilt elktlonitenlink a buza és az Ae. biuncialis genomok kromoszoma keszletét.

Az Ae. biuncialis kromoszoméak kimutatasa lehetseges egyes repetitiv DNS szekvenciak
specifikus hibridizaciés kromoszéma mintazata alapjan is. Szakirodalmi adatok alapjan
ismert, hogy a GAA trinukleotid szekvencidk el6fordulasa gyakori a Triticeae tribushoz
tartoz6 fajok genomjaban, ezért kivaléan alkalmasak az egyes fajok kromoszomainak
azonositasara. A palyazat keretében - mint alternativ kromoszémaazonositasi Ut - elvégeztik a
GAA trinukleotidokban gazdag szekvenciak, mint fluoreszcens in situ hibridizacios probak
eloallitasat és tesztelését. A FISH probat két, egymast kovet6 PCR reakcid segitségével
allitottuk el6. Els6 1épésben az Ae. biuncialis egyik diploid 6sének, az Ae. umbellulata-nak

genomikus DNS-ét hasznaltuk templatként es a megfelel6 primerek segitsegével GAA gazdag



DNS szekvenciakat szaporitottunk fel. A masodik PCR reakcié soran fluorescein 12-dUTP
jelenlétében, a GAA szekvencidk tovabb szaporitasa mellett a reakciotermék fluorokrommal
val6 jelolése is megtortént. Az igy eléallitott FISH DNS préba alkalmas lehet a blza-Ae.
biuncialis hibridek utddaiban az Ae. biuncialis U genomhoz tartoz6 kromoszémainak
megkulonboztetésére és azonositasara (6 abra).

6. abra. Aegilops umbellulata (UU) metafazisban 1évé kromoszémain a GAA trinukleotid probéat
fluorogreennel jel6ltik, a kromoszomak DAPI-val kontrasztfestettek.
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