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ZAROJELENTES

OTKA PD 112103 sz. palyazat

A project kutatasi programjanak célja hidegindukalt arpa D4 annexinek vizsgdlata volt annak
érdekében, hogy a génstruktura elemzésére, az expresszios profil elemzésére, a fehérje funkcionalis
vizsgalatdra, illetve sejten bellli elhelyezkedésének meghatarozasara alapozva megerdsitse ezeknek
a faktoroknak a feltételezett szerepét, illetve meghatarozza specificitasukat, a gabonafélék
abiotikus stressz-valaszaiban bet6ltott specidlis szerepliiket. A project 2015 februar 1-jén indult, az
els6 év soran a késb6bbi kisérletes munka megalapozasat célzé modszerbeallitasok, illetve a

kiindulasi anyagok el6allitdsa tortént meg.

Korabbi kisérleteink soran, hideg hatdsara megvaltozott génexpressziés mikodést mutatd arpa
microarray probdak segitségével mar azonositottunk egy feltételezhet6en D4 annexin fehérjét
kodold, teljes CDS szekvenciat. Emellett a D4 annexinek konzervalt domainjeinek (smart00335
domain és pfam00191 annexin repeat), valamint az ismert Arabidopsis thaliana, Sorghum bicolor,
Brachypodium distachyon és Oryza sativa D4 annexin gének adatait keresGszekvenciaként
felhasznalva az 6sszes feltételezhet6 arpa D4 annexin ortoldg szekvenciarészletet kigydjtottik nem
atfedd EST és genomi szekvencidk kozil nemzetkozi elektronikus adatbdazisokbdl (NCBI GenBank,
Gramene) in silico mddszerek (BLAST, BLAT, Contig Assembly) alkalmazasaval. Ezekbdl konszenzus
szekvencidkat, valamint Osszeillesztéseket készitettlink tovabbi keresések lefolytatasa, a teljes
génszekvencia meghatarozasa céljabdl. A keresések eredményeként egy eddig ismeretlen funkcidju,
még nem jellemzett gént sikerllt azonositani mint az arpa lehetséges D4 annexin génjét. A
szekvenciaadatok alapjan megallapitottuk, hogy a gén az arpa IV. kromoszémdajanak hosszu karjan

helyezkedik el (1. Abra).
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1. Abra: A feltételezhet6 D4 annexin gén kromoszomalis lokalizacidja arpaban (Gramene BLAST).

7z 1 & 3

A microarray probakkal végzett homoldgiakeresés segitségével a 3° UTR elméleti szekvencidjat is
sikerilt in silico azonositani, az altalunk hasznalt 6szi arpa genotipusban megtaldlhatd gén teljes,
valds cDNS transzkript szekvencidjanak pontos meghatarozdsahoz azonban laboratériumi munka, 3’
és 5° RACE maddszer hasznalata sziikséges. A kromoszéma szekvenciaadatai alapjan a promoter
régiot is behataroltuk, azonban mivel az arpa genom szekvencia-Osszeillesztése még kodzel sem
teljes, sok helyen tartalmaz bizonytalan szakaszokat, ennek pontos meghatarozasahoz a gén kddolo
régiojabal kiinduld, tobb lépéses, inverz PCR mddszert kévetd szekvenalas alkalmazasa sziikséges.
Az azonositott, 1092 bdzispar hosszusdgu kodold szekvenciat tartalmazdé gén egy 363
aminosavbal allé, 39,94 kDa tomegl fehérjét kodol, melynek az elméleti izoelektromos pontja (pl)
9,2. Motivumalapu szekvenciaelemzé eszkdzok és adatbdazisok (MEME, MAST, PLACE, EMBL-EBI,
InterPro, PROSITE, SMART) hasznalataval, a gén in silico analizise soran harom funkcionalis annexin
domaint azonositottunk a gén kodzépsé és 3’ véghez kozeli régidjaban. Specidlis szignal peptid,
szekrécids iranyitd jel jelenlétét nem lehetett kimutatni a szekvencidban (2. Abra), ami citoplazmas
lokalizacidra enged kovetkeztetni. Intron szakaszokat sem tartalmaz a gén, az in silico analizis
szerint egy hasitdsi (splice) variansa van, ami megkodnnyiti a kldnozast és a géntermék miikodésének

vizsgalatat.
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2. Abra: Az arpa feltételezhetS D4 annexin génjének szignalpeptid profilja (SignalP).

Az Gszi arpabdl klonozott gén fehérjetermékének bioldgiai szerepét bizonyité komplementacids
vizsgalatokhoz az Arabidopsis D4 annexin gén szekvencidjanak ismeretében kivalasztottunk harom

T-DNS inszercids mutans SALK vonalat is a kés6bbi kisérletes munkahoz.

A konzervalt régiok vizsgalataval, homoldgiakeresés alapjan azonositott arpa D4 annexin gén kédold
régiojat RT-PCR maddszerrel (high-fidelity DNS polimeraz hasznalataval) klonoztuk Hordeum vulgare
cv. Nure @szi arpa genotipusbdl, és az izolalt génszakaszt szekvenaltuk a pontos bazissorend
meghatdrozasa céljabol. Ennek soran pontmutacids eltéréseket (baziscseréket) taldltunk az
adatbazisokban ko6zolt nukleinsav szekvencidkhoz képest, amik azonban nem okoznak aminosav-
valtozast a fehérjeszekvencidban, és feltehetGen az eltérd arpa fajtak genotipusos kiilonbségeibdl
adodnak.

Ezt kbvetben a gént expresszids vektorokba épitettilk. Rekombinans DNS technikaval, fuzids
konstrukcidk elallitasaval C-terminalis tag-eket (funkcids egységeket) kapcsoltunk a vizsgdlt
fehérjéhez. Az elkészitett konstrukciok helyességét PCR moddszerrel, specifikus restrikcids
emésztésekkel és szekvenalassal is ellendriztiik.

Elkészitettik a modellnévény stabil transzformacidjahoz szikséges konstrukcidkat
Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett génatvitelre alkalmas, binaris pGREEN vektor-

rendszerben. A fehérjéket itt myc tag-gel lattunk el, hogy képz6désiiket Western immunoblot
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technikaval, a myc epitdophoz k6t6d6é monoklonalis anti-myc ellenanyag segitségével nyomon tudjuk
majd kovetni a transzformans novényekben. A géntermék intracelluldris lokalizacidjanak
meghatdrozasahoz kiilonallé sejteket tartalmazd protoplaszt kulturak vizsgdlatat terveztiik
konfokalis l1ézermikroszképids eljarassal, amihez gyorsabb, kiméletesebb tranziens transzformacios
modszert (PEG-kezeléssel torténd, ideiglenes vektorbevitelt) tarsitottunk. Ehhez kisebb, kémiai
madszerrel kdnnyebben beviheté pRT vektorban készitettiink a lézermikroszkdpiads vizualizalas
szempontjabdl fontos GFP-jelolt, illetve a protoplasztbdl torténé fehérjekimutatds céljabdl myc
taggel ellatott fuzids fehérjekonstukciokat.

Mindkét tipusu vektor expresszids kazettdjat ugy készitettiik el, hogy konstitutiv 35S
promotert és NOS terminator egységet tartalmazzon. A bakteridlis szelekciét ampicillin, illetve
kanamycin, a novényi transzformdciét koévetd szelekcidt hygromycin markergén beépitésével
biztositottuk (3. Abra). Készitettiink célgént nem tartalmazd, kontroll konstrukcidkat is. A

vektorokat kémiai kompetens E. coli térzsben szaporitottuk fel.
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3. Abra: A protoplaszt kultirak tranziens transzformaciéjahoz (A), illetve a ndvények Agrobacterium tumefaciens altal

kozvetitett, stabil transzformacidjahoz (B) készitett vektor konstrukcidk sematikus abraja (Vector NTI).

Ezen felll az els6é évben megtdrtént a ndvényi transzformaciohoz hasznalni kivant Agrobacterium
tumefaciens torzs alkalmassaganak és transzformacidos kompetencidjanak ellenGrzése kontroll
(célgént nem tartalmazd) plazmid, valamint az elkészitett pGREEN-alapu konstrukciék hd&sokk-
kezeléses moddszerrel torténd bejuttatdsat kovet6, PCR alapu és szekvenaldsos ellen6rzésével,
melynek sordn a binaris konstrukcié mikodéséhez sziikséges helper plazmid (pSOUP) meglétét is

ellendriztik a kulturakban.
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Annak érdekében, hogy a vizsgalt fehérje sejten belili lokalizacidjat kés6bb meg tudjuk hatarozni,
specialis névényi sejttenyészetet, kloroplasztiszokat nem tartalmazé protoplaszt kulturakat is el8
kellett allitani. Erre egyrészt azért volt sziikség, mert a lokalizacids vizsgalatoknal hasznalni kivant,
fluoreszcens jel detektalasan alapulé konfokalis |ézermikroszkdpias modszer haszndlatat zavarja a
kloroplasztiszok autofluoreszcencidja, masrészt a hatékony tranziens transzformaciéhoz sejtfal
nélkili novényi sejtekre van szikség.

Mivel a novényi szOvet- és sejttenyésztési rendszerek sikeres beallitasanal olyan apro
részletek is szamitanak mint példaul az Uvegeszkdzdk formaja, lezarasi moédja vagy a tapoldat
mozgatasdnak, razasdnak pontos paraméterei, amelyre vonatkozé informdcidkat nem mindig
kozolnek kell6 részletességgel a szakcikkekben, a munka megkezdése el6tt felvettem a kapcsolatot
a téma nemzetkozileg elismert, tapasztalt szakértéjével, Dr. Szabados Laszléval (MTA SZBK), aki
hasznos tanacsokkal latott el. igy sikerilt mar publikdlt protokollokbdl kiindulva a martonvasari
kutatéintézetben is bedllitani egy olyan szovettenyésztési rendszert, melynek segitségével el6 lehet
allitani steril korulmények kozott nevelt, intakt Arabidopsis novények gyokerébdl megfeleld
min&ségl, életképes, jol transzformalhatd protoplaszt kulturakat (4. Abra). Ez azért volt fontos
elérelépés, mert korabban kiilsé kutatécsoporttdl kapott, kész protoplaszt kulturakat hasznaltunk a
kisérletekhez, amik viszont csak a vad (Col-0) genotipusbdl alltak rendelkezésre. A maddszer
meghonositasaval viszont mar magunk is el tudunk allitani barmilyen - akdr mutans vagy
transzformans vonalbdl is - protoplaszt kultirat, ami nagyon fontos a tovabbi kutatasok

szempontjabdl.
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4. Abra: Kontroll pRT-GFP konstrukcidval transzformalt Arabidopsis thaliana protoplaszt sejtek nativ felvételen (A),

illetve UV megvilagitas hatdsara fluoreszcens jelet emittalva (B) (Olympus BX51 fluoreszcens mikroszkdppal készitett
felvétel). A nativ és a fluoreszcens kép alapjan kapott sejtszamok aranyabdl kévetkeztetni lehet a transzformacios

hatékonysagra (az dbran szerepl6 kulturdban ez 52 % volt).

Munkdmat azzal folytattam, hogy ezt a rendszert egyszik(i novényre (a gabonafélék
modellnévényének tekinthetd diploid arpara) is kidolgozzam. Kordbbi kutatdsaim soran mar
tobbszor sikeresen allitottam be arpa szovet- és sejttenyészeti rendszereket, ez azonban mindig
hosszabb folyamat, mint a kétsziki modellnovény esetében. Ennek egyrészt az az oka, hogy
kevesebb irodalmi adat érhet6 el a témaban, és az alapvet6en kétszikli rendszerekben hasznalt
szintetikus hormonanalégok tipusa, koncentracidja, leirt kombinacidja kisebb sikerrel alkalmazhaté
egyszikliekben, a taptalajok, tapoldatok Osszetételét és a nevelési korilményeket gabonafélék
esetében legtobbszor genotipusra vonatkozéan is optimalizalni, mddositani kell. Masrészt az
Arabidopsis és a gabonafélék életciklusanak hossza, novekedési ritmusa eltérg, utdbbiaknal ezért
tovabb tart a kiindulasi anyagok elGallitasa. Ezen felil az eltéré sejtfalszerkezet miatt a
protoplasztalds protokolljaban is valtoztatasokat kell eszkdzélni az enzimdsszetételre, illetve az
inkubacios id6 optimalis hosszara vonatkozdan (a tul rovid inkubacids idé6 elégtelen sejtfallebontast,
a tul hosszu viszont a sejtek életképességének, valamint a transzformacios hatékonysagnak a
csokkenését eredményezi). Ez a munka az els6 év soran a kiindulasi anyag szovettenyésztésének

bedllitasaig és a protoplasztalas protokolljanak hatékonysagnoveld optimalizalasaig jutott.

Munkahelyvaltozas miatt azonban 2015. december 31. napjaval munkajogviszonyom megsziint a
Magyar Tudomanyos Akadémiaval, mar nem vagyok az Agrartudomanyi Kutatdokozpont,

Mez6gazdasagi Intézet, Novényi Molekuldris Bioldgia Osztaly dolgozdja, mas tudomanyteriileten,
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tevékenységi korben dolgozom. Ebb6l adéddan nem tudtam vallalni a palyazat vezetését a masodik
és harmadik projectévre, ezért kérvényeztem a pdlyazat idG el6tti lezarasat, amihez az NKFI Hivatal

kutatas-fejlesztésért felel6s elndkhelyettese szives hozzajarulasat adta.

Az elsé projectévre vallalt feladatokat teljesitettiik, az ennek keretében végzett mddszerbeallitasok,
elGallitott anyagok, kapott eredmények viszont elsGsorban a kovetkez6 projectévekre tervezett
kisérletes kutatomunka megalapozasat segitették el§, dnmagukban nemzetkdzi konferencian,
tudomanyos szakfolydiratokban torténé bemutatasra nem alkalmasak. Ezért a projecthez
kapcsolddo elsé éves munkabdl nem sziletett a publikacids adatbazisba feltdltheté kozlemény.
Mindazonaltal a beallitott modszerek, illetve az elkészitett szovet- és sejttenyészeti rendszerek,
valamint az expresszidés konstrukcidk tovdbbra is elérhet6k, hasznosithatdk a martonvasari
kutatointézetben. Fontos eredménynek tekintem, hogy a projectben résztvevé MSc hallgatom,
Ahres Mohamed elméleti és moddszertani képzéséhez nagyban hozzajarult az, hogy
kozremUkodhetett a project kidolgozdsaban. Hallgatém varhatdan 2016 szeptemberében kezdi meg
PhD tanulmanyait, melynek sordn a K 111879 sz. OTKA palydzat (cim: Gabona és lombhullaté fas
novények fagyallésaganak fény és hémérséklettdl fliggé molekularis szintl szabdlyozdsa; vezetd
kutato: Dr. Galiba Gabor) kidolgozasaban fog részt venni, hasznositva a jelen palyazathoz

kapcsolddo kutatdmunka sordn szerzett tudasat, tapasztalatait.

Kelt: Budapest, 2016. februar 22.

Dr. Vashegyi lldiko
vezetd kutato
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