Célfehérjék kodoloé szekvencidainak klonozasa arpabol és azonositasuk

Szekvencia adatbazisok adatai alapjan hidegkezelt "Nure" fagytiiré arpa fajtabol klonoztunk egy feltételezett
foszfatidilinozitol transzfer fehérjét (PITP) és egy feltételezett foszfatidilinozitol 4-kinazt (PI4K) kodold
szekvenciat. A munkat megkdnnyitette, hogy a palyazat megirasa ota eltelt idében felkeriiltek olyan arpabol
szarmazo szekvencidk az adatbazisokba, melyek konzervativ doménjeik alapjan vélhetdleg PITP, ill. PI4K
fehérjéket kodolnak, igy a felszaporitasukat e szekvenciak alapjan tervezett primerekkel végeztiik TOPO-TA PCR
klénozassal. A PI4K klonozéasa soran nehézséget okozott a hosszt kddolo szakasz (3,3 kilobazis) felszaporitasa,
ezért ezt két darabban klonoztuk meg és a végén ligaltuk ossze a két szegmenst. Szekvenalassal megallapitottuk a
pontos kddolo szekvenciakat és azonositottunk néhany aminosav eltérést az adatbazisban szerepld szekvencidhoz
képest. Ez vélhetdleg az eltérd fajtak genetikai kiilonbségének tudhatd be, mivel az eltérések csendes, vagy
konzervativ mutacioknak bizonyultak. A cDNS klonozast és szekvenalast kétszer, egymastol fiiggetleniil
elvégeztiik, hogy kisziirjiik a klénozas soran esetlegesen megjelend pontmutaciokat. A vélt PITP hossza 284
aminosav, mig a PI4K 1101 aminosav hosszusagu. A kdodold szekvencidkat pET alapti mddositott expresszios
vektorba helyezve N-terminalisan GST-jelolt fuzios fehérjét termeltettiink E. coli expresszios baktériumtorzsben.
A termeltetés soran a fizios fehérjék nagy része inklizios testbe transzlokalodott, de egy kisebb hanyad a szolubilis
frakcioban maradt, igy onnan affinitas tisztitassal sikertlt jol detektalhatd mennyiségli fehérjét pucolnunk. Ez a
mennyiség elegendd Volt a tervezett biokémiai vizsgalatok elvégzéséhez, ill. a beallitott termeltetési €s tisztitasi
modszernek koszonhetéen barmikor tudtunk friss, tiszta fehérjét késziteni.

Lipid Kkotési vizsgalatok

Fontosnak tartottuk, hogy in vitro adatokat is kapjunk a termeltetett fehérjék lipid kotési tulajdonsagairdl, ezért
elvégeztilk PIP-strip assay segitségével a lipid kotési vizsgalatokat végeztink az altalunk termeltetett
foszfatidilinozitol 4-kinaz (P14K) ill. foszfatidilinozitol transzfer fehérjével (PITP). A PI4K esetében nem talaltunk
ezzel a modszerrel specifikus kotést, mig a PITP esetében foszfatidil-kolin kotést sikeriilt kimutatni. A PITP
esetében a kapott eredmény nem meglepd, hiszen ezekrél a fehérjékrél mar ismert volt, hogy a foszfatidilinozitol
mellett foszfatidil-kolin kotésére is képesek és a szubsztrétspecificitasukat valosziniileg a sejtbeli kofaktoraik, ill.
a belso egyensulyi allapotok szabhatjak meg. Mivel a PIP-strip assay-nek vannak korlatai, ezért mindenképpen
érdemes a késébbiekben liposome binding assay-t, vagy PIP bead assay-t is elvégezni, hiszen a strip-re kotott
lipidek szerkezeti sajatsagai nem minden esetben teszik 6ket hozzaférhetévé kotési kisérletekben.

Kinaz assay

A baktériumbol tisztitott foszfatidilinozitol 4-kinaz (P14K) aktivitisat kinaz assay-vel igazoltuk. Tobb ismert
inhibitort is kiprobaltunk, de nem talaltunk specifikus gatlo hatast ezzel a modszerrel.

Szubcellularis lokalizacids vizsgalatok

Els6 Iépésként megalapoztuk a konfokalis mikroszkopos kisérletek kivitelezését Arabidopsis modellrendszerben
mind a molekularis, mind pedig sejttenyésztési munkakkal. Beallitottunk szuszpenzios sejtkultira tenyészeteket,
valamint létrehoztunk tranziens expressziora alkalmas myc és GFP-tagelt konstrukciokat. Dr. Szabados Laszlo
segitségével most mar a laborunkban is tudunk rutinszertien Arabidopsisbol kallusz, ill. gyokér merisztéma eredetii
szuszpenzids sejtkulturakat indukalni, fenntartani, ill. beldliik mikroszkopozasra alkalmas protoplasztokat
késziteni és tranziensen transzformalni. Ez a technologia lehetdvé tette szamunkra, hogy a mutans vonalainkbdl is
tudtunk konfokalis mikroszkdppal szubcellularis lokalizacios kisérleteket végezni. A konstrukcionk miikodését a
protoplaszt rendszerben Western-blot segitségével igazoltuk. A beallitott rendszer segitségével elvégeztiik az arpa



foszfatidilinozitol 4-kinaz (PI4K) ill. foszfatidilinozitol transzfer fehérjék (PITP) szubcellularis lokalizacids
vizsgalatait konfokdlis mikroszkoppal. Azt taldltuk, hogy a tranziensen expresszalt fehérjék Arabidopsis
protoplasztokban normal koriilmények kozt citoplazmas elhelyezkedéstiek. A késébbiekben érdemes
megvizsgalni stressz koriilmények kozt, ill. inhibitor kezelés mellett is a lokalizacid esetleges megvaltozasat,
valamint a konstitutivan taltermelé noévények szoveti preparatumaiban is elvégezheték a mikroszkopos
vizsgalatok.

Funkcionalis komplementaciés kisérletek Arabidopsisban

A vizsgalt foszfatidilinozitol 4-kinaz (PI4K) és foszfatidilinozitol transzfer fehérje (PITP) funkcidjanak
igazolasahoz igénybe vettiik az Arabidopsis modellndvény nyujtotta lehetdségeket. Sikeriilt két PI4K deficiens T-
DNS inszerciés mutans vonalat beszerezniink, melyeket funkcionalis komplementacios kisérletekben hasznaltunk.
Elvégeztiik e vonalak felszaporitdsat, homozigédta egyedeket valogattunk, valamint keresztezéssel 1étrehoztunk
homozigota dupla mutans vonalakat is. A klonozott arpa PI4K gént binaris vektorba helyeztiik, mellyel elvégeztiik
a mutans Arabidopsis novények transzformalasat. Emellett természetesen vad tipust Arabidopsis-ban készitettiink
tultermeld transzformansokat is a PI4K hatdsanak vizsgélatara. Mivel arpaban nem allnak rendelkezésiinkre
mutans vonalak, ezért sziikségesnek tartottuk kibdviteni ezzel a vizsgalatainkat, mivel egy gén funkcidjanak
igazolasara a funkcionalis komplementacioé nagyon fontos eszkdz. Csoportunkban eddig nem folytattunk munkat
Arabidopsis-szal, igy fontos 0j rendszerrel gazdagodott a kutatasi/technikai repertoarunk.

A Pl4K-ra dupla mutans vonalakban sikeriilt jol detektalhatd fenotipust talalni (t6rpe névekedés), ami nagyon
fontos az arpa génekkel végzett komplementacids kisérletekben. Ezekben a transzformans Arabidopsis
novényekben érdekesnek ting jelenséget figyeltiink meg. Eredményeink alapjan agy tiinik, hogy a P14K inszercios
mutans torpe novési fenotipusat nemesak az arpa PI4K kompenzalja, hanem bizonyos mértékig az arpa PITP is.
Bar ez az eredmény nem tartozik szorosan a stressztlirési t¢émakorhdz, de alapkutatasi szempontbol mindenképpen
érdemes részleteiben vizsgalni a késébbiekben, mivel érdekes eredményeket szolgaltathat az inozitolfoszfat
jelatviteli uttal kapcsolatban.

Arpa transzformacio

A PITP és PI4K géneket pPBRACT214 vektorba helyeztiik, és elvégeztiik az arpa transzformaciot tavaszi Golden
Promise fajtaban. Osztalyunkon errél a fajtar6l mar sok informacioval rendelkeziink, és tobbszor hajtottak végre
sikeres transzformaciot kollégaink.

A transzformaciot kovetden 9 fiiggetlen PITP, ill. 6 fiiggetlen PI4K vonalat azonositottunk, melyek PCR pozitivak.
A transzformans TO arpa novényekben elvégeztiik a génexpresszios vizsgalatokat, és egy enyhe tultermelédést
talaltunk a genomi PCR-rel igazoltan transzformans ndvényeknél. A T1 ndvényekben a PITP erds tultermelést
mutatott a PITP transzformalt vonalakban, és érdekes modon a PI4K transzformansokban is emelkedett expressziot
mutat. A P14K csak enyhe tultermelést mutat a T1 novényekben.

Fenotipusos vizsgalatok arpa transzformansokban

A TI1 transzformans novényeket tobbféle fenotipusos tesztben vizsgaltuk. Kétféle fagytesztet végeztiink, az
egyikben hosszabb edzést kovetden fagyasztottuk a novényeket. Itt két PITP, ill. egy PI4K taltermel6 vonal
mutatott szignifikdnsan emelkedett fagytiirést. A masik tipusu tesztnél csak egy rovid edzést kovetd gyors, rovid
fagyasztast végeztlink nagyon alacsony hémérsékleten. Itt is talaltunk szignifikansan fagytiirobb vonalakat, de
ezek nem egyeztek a korabbi tesztben talaltakkal, ami arra utal, hogy mas mechanizmus allhat a hattérben. Erre a
valaszt a vonalak tovabbtenyésztése, majd karakterizalasa adhatja meg.



Vizsgaltuk a T1 novények csirdzasat so stresszben ¢és itt is tobb vonalat azonositottunk emelkedett stressztiiréssel.

Ezek az eredmények igazolni latszanak a kiindulasi elméletiinket, miszerint a stressztiirésben szerepet jatszo
jelatviteli utvonalak kulesszerepléinek emelkedett szintje fokozhatja a novények stresszttirését. A kapott
eredményeket a T2 generaci6 nagyszamu, felszaporitott egyedével tesztelve ersithetjitk meg, ill. finomithatjuk.
Ezek az eredmények egy nagyobb cikk alapjaul szolgalhatnak.

A foszfatidilinozitol jelatviteli itvonal farmakoldgiai gatlasa

Mivel a transzformans arpa novények elkészitése, felszaporitasa, ¢és kisérletekbe vonasa idéigényes, ezért az
altalunk vizsgalt fehérjék altal regulalt ttvonalakat farmakologiai tton is blokkoltuk arpa csirandvényekben, majd
megvizsgaltuk, hogy a fagytlirésben kulcsszerepet jatszo, kiillonboz6 CBF transzkripcios faktorok
hidegindukcidjanak szabalyozasaban szerepet jatszanak-e. Itt érdekes 1j eredményeket kaptunk kiilonbozé CBF
gének eltérd regulacidjardl. Megallapitottuk, hogy a CBF géncsalad kiilonbozo tagjai a hidegindukcidjuk soran
eltérd jelatviteli utvonalak altal aktivalddnak, és az eltérd regulacid szoros dsszefiiggést mutat az egyes CBF gének
szekvencia alapjan felallitott rokonsagi fokaval. Ezeket az eredményeket a Journal of Plant Physiology-ban
publikaltuk.

A hidegindukalt gének regulaciojanak kalcium fiiggése

Mivel a kalcium kulcsszerepet tolt be a hidegindukalt jelatvitelben, ezért az inhibitorokkal végzett expresszios
kisérleteket kiterjesztettiik, és megvizsgaltuk, hogy a hidegindukalt gének koziil melyek kalcium fliiggdek, ill. a

crer

azonositottunk, attol fiiggden, hogy az indukcidjuk kalcium fliggé-e, ill. extracellularis, vagy mas forrasbol
szarmaz6 kalcium felel8s a bekapcsolasukért. Az eredmények publikalasa folyamatban van.

Arpa de-differencislt sejtek hidegedzédése

A palyazat kezdetén ugy gondoltuk, hogy a kés6bbi vizsgalatokban sziikség lesz arpa kallusz kultarakra a vizsgalni
kivant fehérjék kutatasahoz, ezért megvizsgaltuk a kallusz sejtek viselkedését hidegedzés hatasara. Ezekben a
kisérletekben igazoltuk, hogy a de-differencialt sejtekben megvan a képesség a hidegedz6désre. Az itt kapott
eredményeket a Molecular Biotechnology folyodiratban kozoltiik.

Egyéb kutatisok

Az osztalyon parhuzamosan folyo fény, ill. hidegregulacids génexpresszios vizsgalatokban felhasznaltuk jelen
palyazat egyes eredményeit is. Az igy sziiletett eredmények a Journal of Experimental Botany-ban Keriiltek
publikalasra.



Megjegyzések

Nagyon fontosnak tartom megjegyezni, hogy a palyazat keretein beliil kollégaimmal olyan modszereket allitottunk
be a MTA ATK MGI Novényi Molekularis Bioldgia Osztalyan (arpa transzformalds, Arabidopsis munkak,
konfokalis mikroszkdpia, fehérjemunkak), amik lehetdvé teszik, hogy a kés6bbickben rutinszeriien folytassanak
korabban nem végzett kisérleteket.

A személyi allomanyban tobb valtozas tortént. Korabban Marozsanné Toth Zsuzsa terhessége miatt Boldizsar
Akos vette 4t a feladatait. Marozsanné Toth Zsuzsa késébb mashol folytatta munkajat. A palyazat utolsd évében
Vashegyi I1diké és jomagam is elhagytuk az intézetet és az alapkutatast is, igy a megkezdett kutatasok befejezése
és kiteljesitése a Novényi Molekularis Biologia Osztaly tobbi kutatojara var.



