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Egy uj, a szimbiotikus giiméfejlodésben szerepet jatszo

ubiquitin ligaz funkcionalis jellemzése

A tervezett munka a kutatocsoportunkban kordbban genetikai térképezésen alapuld
génizolalassal azonositott 0j szimbiotikus lucerna gén, a LIN altal kodolt fehérje sokoldalt:
funkcionalis, kifejezddésbeli és lokalizacids vizsgalata volt.

A LIN gén egy ~ 1500 As hosszt fehérjét kodol, melyben a leger6sebb homologia egy un. U-
box domént jeldlt, igy feltételezhetd volt, hogy a LIN fehérje E3 ubiquitin ligdz aktivitassal bir.
Célunk a LIN fehérje funkcidjanak jellemzése, a glimd organogenezisében és a baktérium invazioban
betoltott szerepének meghatarozasa. Ehhez a terveket kovetve szamos plazmid konstrukcidt
allitottunk eld, melyek a haszndlt kisérletes megkdzelitések — ndvényi transzforméaciok, fehérje
kifejeztetések ¢és vizsgalatok kiilonb6zd rendszerekben — révén lehetdvé tették a LIN fehérje in vivo
funkciondlis vizsgélatat és sejten beliili lokalizaciojanak feltarasat, a fehérje részleges tisztitasat és
ubiquitin ligdz aktivitdsanak ellendrzését in vitro kisérletekben, valamint lehetséges kdcsonhato

partnerek keresését.

Klonok eloallitasa, homologok azonositasa és klonozasa

A Gateway klonozasi stratégiat hasznalva a Medicago truncatula LIN gén teljes kddolod
szekvenciat, valamint delécios szarmazékokat (az N-termindlis részt az U-box végéig /NU-LIN/, ill.
az U-box kezdetétdl a fehérje végéig kodolo részt /UC-LIN/; 1. abra), és a gén 5’ upstream régidja
kiilonb6zé hosszisagh szakaszait eldszor az Gn. ‘entry’ vektorba klonoztuk, szekvenalassal
ellendriztiik, majd kiilonb6z6 génexpresszios vektorokba, ill. ndvényi transzformaciora alkalmas
vektorokba rekombinaltattuk a detektalast segité Un. fluorescens protein (FP) ’tag’-, vagy

riportergén fuzidokban.
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1. abra: Teljes hosszusagu LIN fehérje (feliil) és delécios szarmazékai



Bioinformatikai modszerekkel tovabb elemeztiik a M. truncatula szimbiotikus funkcioval
rendelkez6 LIN fehérje doménfelépitését. Kizardlag ndvényi homoldgokat talaltunk nagyfoki
aminosav hasonldsaggal, melyek koziil kettd fajbol (nyarfa /Populus trichocarpal , ill. sz616 /Vitis
vinifera/ szekvencidk) teljes domén-megegyezést mutatd fehérjéket azonositottunk, ezek elnevezése:

PtLIN és VVLIN (2. dbra).

M.t.LIN
LiN-spec. domain U-Box Armadilio-Tike WD40-1WD40-2 WD40-3
;[N i LM it Bl A
* TS A EEZ WIS ET = -
Pt
k] e = AR RS v« =
Vv

* KR R B TEEEE B

2. abra: LIN fehérje homologok aminosav sorrendjének hasonlosagat jelzo grafikon

(M. truncatula LIN-hez viszonyitva)

A tobbi azonositott, részleges domén-egyezést mutatd fehérjét egy masik csoportba soroltuk,
¢s ezen csalad tagjait egyelére nem-szimbiotikus LIN néven jegyezziik és vizsgaljuk. Kidertilt, hogy
nemcsak az egyszikliek kozott, hanem még pafranyban (Adiantum capillus-veneris) is megtalalhato
a LIN gén homologja. Ezen homologok egy részébdl (melyek tehat mds, nem-pillangdsvirag
novénybdl szarmaznak és LIN homolog fehérjét kddolnak) szintén eldallitottunk megfeleld plazmid-

konstrukciokat és funkcionalis vizsgalatokat végeztiink azokkal.

In vitro E3 ubiquitin ligaz aktivitas tesztek

A Medicago truncatula LIN fehérje in vitro kifejeztetéséhez tobbféle expresszios vektort,
gazdabaktériumot ¢és kiilonbozd koriilményeket is 1étrehoztunk, ill. teszteltiink, azonban a teljes
génterméket sokdig nem sikeriilt megkapnunk. Sikeresnek bizonyult ugyanakkor a LIN gén fentebb
emlitett két delécids szarmazekabol kifejeztetni a parcidlis fehérjéket, ezért ezeket teszteltiik elészor
in vitro ubiquitinacios kisérletekben. A koriilmények optimalizalasat kovetden ki tudtuk mutatni
mindkét fehérje darab ubiquitin ligdz aktivitdsat ,,semleges” bakteridlis fehérjéken (nem specifikus
ubiquitindcid). A késdbbiekben tobb kisérleti koriilmény valtoztatdsaval aztan sikeriilt optimalizalni a
teljes fehérje kifejeztetését és megfeleld tisztitadsaval aktivitdsa megtartasat. Az igy tisztitott teljes

hosszuisaghh LIN fehérje is mutatta az ubiquitin ligdz aktivitast az in vitro tesztben. Az in vitro



ubiquitindciods kisérleteket lehetséges kolcsonhatd partnerekkel, mar leirt szimbiotikus fehérjékkel
folytattuk, melyek tesztelése tovabbi kisérleti optimalizalasokat igényelt. A rendszer sikeres
beallitdsat kovetden teszteltiink néhany ismert szimbiotikus fehérjét mint a LIN potencialis
ubiquitindcids célpontjat, és az egyik transzkripcids faktor esetében pozitiv eredményt kaptunk.
Ezek alapjan azonositottunk legalabb egy fehérjét, melynek szabédlyozdsdban a LIN nagy

valoszinliséggel részt vesz a nitrogénkotd szimbidzis kialakitasa soran.

A gén kifejezodésének vizsgalata

A tervek szerint elvégeztiik az RNS izolaldsokat kiilonb6z6 M. truncatula szdvetekbdl, és
Real Time PCR kisérletekben meghataroztuk a LIN gén expressziojat. Eredményeink alapjan a gén
elsésorban a gyokérben és a korai, ill. érett glimdOkben fejezddik ki, ezek kdzo6tt nincs jelentds
eltérés, tehat itt nem beszélhetiink igazan szimbiotikus expresszio ndvekedésrdl. A levélben viszont
csak 6todannyi mRNS talalhatd, mig szarban még ennél is egy nagysagrenddel kevesebb.

A kiilonbozd promoter-riportergén és LIN-riportergén fuzids konstrukciokat Agrobacterium
rhizogenes segitségével eléallitott transzgenikus gyokerekben, valamint Agrobacterium tumefaciens
kozvetitette tranziens expresszioval dohany levelekben is vizsgaltuk. A M. truncatula LIN promoter
— GUS riportergén fuziok (harom kiilonbozd hossziisag szakaszt is klonoztunk) kifejez6dését
transzgenikus gyokerekben és a szimbiozis kiilonbozd fazisaiban 1évd giimékben nyomon kdvetve
képet kaptunk a klonozott promoter szakasz aktivitasardl (3. abra). A vizsgalt 5° upstream régio
kiilonb6zé hosszlisagli szakaszai szimbidzis-specifikus aktivitdst mutattak a transzgenikus
gyokerekben. Az eredményekbdl kitlinik, hogy a szimbiotikus szdvetekben a mutans fenotipus
alapjan vart sejtrétegekben tapasztalhatdé az aktivitas. Ugyanakkor a fertdzetlen gyokérben ez a
promoéter nem biztositotta a riportergén kifejezddését, mig az eredeti LIN mRNS kimutathat6 volt
ebben a szovetben is, tehat elmondhatjuk, hogy egy a klonozott szakaszon kiviili régi6 kell, hogy

felelds legyen ezen gyokér aktivitasért.

fertézetlen 3 napos 6 napos 21 napos

3. abra: LIN promoter aktivitasanak vizsgalata GUS riportergen segitségével

M. truncatula gyokéren és giimokben.



A fehérje Kimutatasa, lokalizacioja

Floureszcens transzldacios fuziok vizsgalataval

A M. truncatula LIN fehérje kiilonbozo fluoreszcens tag-gel jelolt valtozatait (FP-LIN, LIN-
FP) expresszalo klonokat is eldallitottunk sokféle véaltozatban. A teljes fehérjén kiviil a NU-LIN és
UC-LIN delécios valtozatait is kifejeztettiik CaMV 35S promoterrel, valamint sajat promoterekkel
is. Ezeket ’hairy root’ transzformalassal vad tipusu M. truncatula gydkerekben, illetve tranziens
expresszioban Nicotiana benthamiana levélben is vizsgaltuk, valamint stabil transzformans
Medicago és dohany vonalakat is eldallitottunk. A konfokalis mikroszkoppal kapott képeken a GFP
tag-et N-termindlisan hordozo teljes LIN fehérje mindegyik kisérleti rendszerben ritkan volt lathato,
am ilyenkor mindig azonos: ER- és sejtmag(membran)-specifikus sejten beliili elhelyezkedést
mutatott. Hasonld eredményt mutattak a FP tag-et a fehérje C-terminalis végén hordozoé LIN
konstrukciok is. A fehérjék detektalasanak alacsony hatasfoka miatt a fluoreszcens tag-gel jelolt
valtozatokat eléallitottuk egy 1 bindris vektorban is, ahol a transzformacidés gyakorisag egy
fliggetlentil kifejez6d6 DsRed fluorescens fehérjének kdszonhetden konnyen kovethetd volt. Ezaltal
megallapitottuk, hogy a ’hairy root’ transzformalasok és a tranziens expresszios kisérletek jo
aranyban (50-85%-ban) voltak pozitivak, azonban a LIN fehérje detektalasa csak 1-8 %-ban volt
lehetséges. Kisérleteink alapjan feltételezziik, hogy a M. truncatula LIN elsésorban nem a
transzkripcid szintjén szabalyozddik, hanem a regulacio a fehérje, vagy aktiv fehérje mennyiségének
szintjén fejezddik ki.

Tobb homolég LIN gén FP ‘’tag’-gelt valtozataval is elvégeztik ezen kisérleteket,
mindegyikkel hasonl6é eredményt kaptunk. A stabil transzgenikus vonalakban sem lehet detektalni a
bevitt LIN fehérjevaltozatot jelzé fluorescens jelet (PCR-rel ellendrzott vonalak, ahol a bevitt gén

expresszidja is kimutathatd) sem M. truncatula ndvénynél, sem a dohany transzformansoknal.

A fehérje részei ellen termeltetett ellenanyagok segitségével

Egy masik detektalasi modszerrel, Western kisérletekben is probaltuk a fehérjét ndvényi
anyagbol kimutatni. A FP-ekre haszndlatos ellenanyagok mellett a biztosabb kimutatas érdekében
termeltettiink ellenanyagot a LIN fehérje specifikus N-termindlis domén, majd a fehérje U-box
doméntdl 3’ irdnyban elhelyezkedd szakasza ellen. Az ellenanyagok miikodtek, az E. coli
baktériumban termeltetett és részlegesen tisztitott LIN fehérjéket ki tudtuk mutatni a Western
kisérletekben, optimalis hasznalatuk meghatdrozédsa ezeken nem okozott problémat. Azonban nem

tudtuk veliik a LIN fehérjét kimutatni a M. truncatula gybkerekben sem a vad tipusu gyokerekben,



sem azokban a transzgenikus gyokerekben, melyekben az expressziojukat megnoveltiik. Ezekben a
transzgenikus "hairy root’ gyokerekben Real-Time RT-PCR-rel megnéztiik a bevitt LIN transzgén
kifejezddését, és azt talaltuk, hogy a CaMV35S promoterrel varhatdé nagyfoku tultermelés nem
figyelhetd6 meg mar RNS szinten sem, a kapott transzgén expresszidja az endogén LIN
expresszidjanak max. masfél-kétszerese volt csak. Ez azt jelzi, hogy egyfajta szabalyozas a LIN
tultermeltetése ellen mar RNS szinten is jelentkezik. Viszont nem magyarazza teljes egészében a
fehérje detektalasanak hidnyat, igy feltételezhetd, hogy maga a fehérje is szigort regulacié alatt van.
Ugyanezt az eredményt kaptuk az NU-LIN delécids szarmazék vizsgélatanal is, mig az UC-LIN
parcidlis fehérjét ki tudtuk mutatni. Ez azért biztatd, mivel jelzi szamunkra, hogy a fehérje mely része
hordoz olyan informéaciot, mely instabilla teheti.

Mivel egy E3 ubiquitin ligdzrél van sz6, adott a lehet6ség, hogy a fehérje képes lehet
A fentebbi eredmények is arra Osztokéltek minket, hogy tesztelniink kell a LIN fehérje stabilitasat a
kiilonb6zd rendszerekben. Ezért az FP-LIN fehérjéket kifejezd transzgenikus M. truncatula
gyokereket, valamint a tranziens expresszidhoz infiltralt N. benthamiana leveleket is MG132 nevii
vegylilettel kezeltlik, mely leallitja a proteoszéma miikodését, és ezt kovetden néztiik a fluoreszcens
aktivitast, vagy végeztiink Western kisérleteket. Tobb alkalmazasi koriilményt is kiprobaltunk az
MG132 adéaséara, de a korabbi ritka fluorescens jelekben nem tapasztaltunk erdsddést, és egyik
esetben sem sikertilt a LIN fehérje ellenanyaggal torténd kimutatasa. Ez egyrészt jelentheti azt, hogy
még technikailag nem taldltuk meg a kelld koriilményeket, azonban azt is jelezheti, hogy a fehérje

szabalyozasa mas modon (is) torténik.

Szimbiotikus funkcio vizsgalata — komplementaciok

A mutins ndvényen végzett funkciondlis komplementacids tesztekben transzgenikus
gyokereket hoztunk létre kiilonbozé gén-konstrukciokkal, ezeket Rhizobium baktériumokkal
fertoztiik és részletesen jellemeztiik a kapott szimbiotikus fenotipust. Pozitiv eredményt kaptunk a
M. truncatula LIN ¢és UC-LIN konstrukciok kifejeztetésével "hairy root’ gyokerekben (4. abra),
melyet a nitrogénkotd giimék megjelenése jelzett, mig a NU-LIN delécids szdrmazék nem volt képes
komplementalni a mutanst.

Azt is kideritettiik, hogy a M. truncatula LIN gén kiilonbozé FP ’tag’-gel jelolt valtozatai
(FP-LIN, LIN-FP) is képesek a komplementalasra, tehat a hasznalt *tag’-ek nem gatoljak a funkciot.
Mindezen komplementéacioknak a hatékonysaga viszont alacsony, tiz szazalék alatt volt a hasznalt
CaMV35S promoterrel meghajtott génkonstrukciokkal. Mivel a vad tipusi M. truncatula
transzgenikus gyoOkerekben ritkdn detektaltuk a fluorescens jelet (Id. feljebb), az FP ’tag’-gelt



valtozatokat hasznalva a komplementalt, vagyis giimoz6 gyokereken is kerestiik a jelzett fehérje

megjelenését, de nem tudtuk detektalni konfokalis mikroszkoppal sem.

GFP pozitiv lin-1 mutdns lin-1
transzgenikus gyckér vt LIN pozitiv nem transzgenikus
komplementdlds gyokér

4. abra: Komplementdacios kisérlet eredménye lin-1 mutans "hairy root’ gyokereken.
A szimbiotikus Rhizobium baktériumokat kék festés jelzi. A GFP fiiggetleniil

kifejezodo génként van jelen,, a transzgenikus gyoker felismerését segiti.

Latva a CaMV35S promoterrel kifejeztetett génkonstrukciok alacsony komplementéacios
hatasfokat arra gondoltunk, hogy talan az extra tultermeltetés hatdsara kovetkezik be egy szigoru
negativ regulacio a bevitt LIN gének/fehérjék ellen. Ezért elkészitettiik a Medicago LIN gén sajat
promoterével meghajtott valtozatokat is, és megismételtilk a komplementacios kisérleteket. Ekkor
mar sokkal jobb eredményt kaptunk: a transzgenikus gydkerek akar 50-70 %-an is megjelentek az
aktiv szimbiotikus giimék. Ezekben a kisérletekben is az FP ’tag’-gelt valtozatokat haszndlva a
komplementalt, vagyis giim6z6 gyokereken ismét kerestiik a jelzett fehérje megjelenését, de nem
tudtuk detektélni azt.

A LIN-nek a mar azonositott egyéb szimbidzis-specifikus gének funkciojdhoz viszonyitott
helyzetét is jellemeztiik azaltal, hogy ezen gének expressziés mintazatat vizsgaltuk a /in mutans
hattérben. A vizsgélt szimbiotikus gén promdter-GUS fuziés konstrukciok koziil a korai
szimbiotikus gének promoterei aktivnak bizonyultak - bar az ENOD12 gén promoter aktivitdsanak
indukcidja elmaradt a vad tipusu reakciotol.

Transz-komplementacios teszteket is végeztiink a nyarfa és sz616 LIN homoldég génekkel
eléallitott konstrukciokkal, és mind a PtLIN, mind a VvLIN homolég képes volt a mutans egyed
szimbiotikus funkciojanak bizonyos fokt helyreallitasara. A szimbiotikus folyamat tovabb tudott
menni mint a mutansban, kialakultak igazi giimék, kiilonbséget inkabb csak ott venni észre, hogy
kevesebb szimbionta baktérium tudott bejutni ezekbe a giimokbe. A vizsgélt nem-pillangdsviragu
novényekbdl szarmaz6é LIN homolog gének 35S promorrel meghajtva tehat részlegesen tudtak

komplementalni a mutéaciot. Azonban azt is lattuk, hogy maga a M. fruncatula vad tipusu gén is



jobban “miikodott” sajat promoterével meghajtva, ezért elkészitettiilk azokat a konstrukciokat is,
melyekben a homolog LIN géneket a Medicago LIN promoterével fejeztettiik ki. Elvégezve ezekkel
a komplementécios kisérleteket azt kaptuk, hogy ezeknél is sokkal jobb hatékonysaggal jelentek meg
szimbiotikus giimék a transzgenikus gyokereken, s ezek teljes egészében aktivnak bizonyultak. A
vizsgélt nem-pillangdsvirdgt ndvénybdl szarmazoé LIN homoldg gének tehat képesek voltak

betodlteni a M. truncatula LIN gén szimbiotikus funkcidjat.

Kolcsonhato partner jelolt in vivo megerositése

Az esetleges interakciok teszteléséhez mar a munkak korai szakaszaban elvégeztiik a LIN
gén BiFC kisérletekhez alkalmas (split-YFP) vektorokba torténd klonozasat annak reményében,
hogy majd szamos jeldltet tesztelhetiink ily médon in vivo kdlcsonhatasra. Miutan tehat az in vitro
ubiquitindcids tesztben egy szimbiotikus transzkripcios faktor pozitivnak bizonyult (vagyis a LIN
ubiquitindcids célpontja lehet), ezt a gént is split-YFP vektorokba klonoztuk. N. benthamiana
levelekben torténd infiltralassal tranzienensen expresszaltattuk megfeleld parositasokban (kontrollok
mellett) ezeket a LIN-nel. A tobb ismétlésben elvégzett kisérlet sorozat, melyek soran egy hasonlo
szimbiotikus transzkripciés gént is vizsgaltunk a LIN-nel parositva, egyértelmiien bizonyitotta a

jelolt kolesonhatd partner pozitiv interakcidjat a LIN fehérjével in vivo is.

Tovabbi kolcsonhato partnerek keresése

Olyan plazmid konstrukcidkat is eldallitottunk, melyek - arra alkalmas kiilonb6z6
célvektorokba klonozva - lehetévé tették a LIN ¢€lesztd kettds hibrid rendszerben (Y2H) torténd
kifejeztetését, a teljes gént kodold konstrukcid mellett kiillonbozdé delécids szarmazékokat is
klonoztunk. Az é¢lesztd kettds hibrid rendszer vektoraban eldallitott konstrukciokkal egy régebbi
(Gyorgyei J. és mtsai. altal 1étrehozott) Medicago génbankban kerestiink esetleges kdlcsonhat6
partnert. A teljes gént kodolod szekvenciaval nem kaptunk egyetlen pozitiv jelolt klont sem, mig az
egyik delécids szekvencidval harom potencidlis partner adott pozitiv reakcidt, am ezt késdbb a
paronkénti tesztekkel nem sikeriilt alatamasztani. Feltételezve, hogy a jelen 1évé U-box domén
esetleg gatolhatja stabil interakci® megjelenését, készitettiink egy 0j deléciés LIN valtozatot,
melybdl ez hianyzik. Elvégeztiink igy egy 0j’ screen’-t, melybdl harom potecidlis klonjelolt jott ki
pozitivnak, de a paronkénti tesztekben ezeket sem sikertilt alatamasztani.

Az eddig ismert szimbiotikus gének koziil szdmba johetd esetleges interaktorokat is
beklonoztuk 2YH vektorokba, de a paronkénti tesztekben egyik sem bizonyult pozitivnak a LIN-nel.
Még az in vitro ubiquitinacids tesztben pozitiv transzkripcids faktor sem adott pozitiv jelet, igy

lehet, hogy a Y2H nem a legjobb rendszer a LIN interaktorok azonositasdra. Azonban még egy



lehetéségiink adodott: egy kiilfoldi laboratériummal kooperacidban tesztelhettiink egy uj M.
truncatula Y2H génbankot. Ennek eredményeként négy 1j lehetséges fehérjét azonositottunk, ezek

kolesonhatdsanak megerdsitése még nem tortént meg.

A projekt munkatervében vallalt feladatokat elvégeztiik, a kiilonbozé megkozelitésekkel
végzett kisérletek eredményei révén fontos 1j ismeretekkel gazdagodtunk a Medicago LIN fehérje és
rendszereknek a beallitasa hosszl id6t vett igénybe, az irodalomban sem volt még tal sok kdvethetd
példa, szamos koriilmény optimalizalasat el kellett végezniink. Tobb olyan kisérletet is inditottunk,
melyben mar ismert szimbiotikus gént is kifejeztettiink a LIN mellett, hogy azok stabilitdsat vajon
befolyasolja-e a LIN az adott rendszerben (elsésorban koinokulacidé N. benthamiana rendszerben),
am konkluziv eredményt egyeldre nem sikeriilt kapnunk. Szdmos negativ eredményt is ad6 kisérlet
nem volt hidbavald, hiszen ezeket is tudtuk értelmezni, ugyanakkor ezek bizonyitdsa - a
nyilvanvaloan tobbféle kontrollal torténd bizonyitasa miatt - hosszabb id6t vett igénybe. Ennek
kovetkeztében az eredményekbdl szamos konferencia eldadds és poszter mellett egy IF-os
publikacio (Plant Physiology) sziiletett, két masik kézirat jelenleg bekiildés alatt van, egy harmadik

pedig el6késziiletben.



