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Bevezetes

A gabonafélék kutatdsainak jelentdsége a Fold népességének ndvekedésével
egyértelmiien fokozodik, hisz ezek képezik a taplalékunk 70%-at, tovabba felhasznaljuk
ezeket takarmanyként és kiilonb6z6 ipari alapanyagként is.

Szamos Ok miatt a rendelkezésre all6 miivelhetd teriiletek nagysagat nem szabad
tovabb novelni, mivel ezzel csokkentenénk az allatok életterét. Ezen kiviil a hasznélatban
1évé mezbgazdasagi foldeket az elsivatagosodas veszélye és az ipari teriiletek ndvekedése
fenyegeti. A sziikiild teriileteken a novekvd emberiség €s ebbdl kifolydlag a ndovekvd
mezdgazdasagi termény irdnti igény nagy problémakat vet fel. Alapvetd feladatunk a
gazdasag versenyképességének novelése, ami csak akkor lehet hosszutavon eredményes,
ha az a fenntarthato fejlodés alapelveire, célkitizéseire €piil, azaz ugy, kell kielégiteniink a
jelen sziikségleteit, ne veszélyeztessiik a jovO nemzedékek esélyét arra, hogy Ok is
kielégithessék sziikségleteiket.

A szélsOséges idéjarasi viszonyok dontéen befolydsoljdk a mezdgazdasag
termelését, ezzel kihatva mind a gazdasagi szekciok jovedelmezdségére, mind a
tarsadalomra. A vérhat6 termésben a legnagyobb bizonytalansagot az idénként fellépd
vizhidny okozza, ami miatt a terméshozam kiszamithatatlanul visszaesik. ( Karpati Z.,
Maacz M. 2009.)

Ennek mérséklésére a cél olyan fajtak nemesitése, amelyek jol tolerdljdk a
csapadékingadozast és az 1ddjarastol fiiggetleniil stabilabb terméshozamot produkalnak.
Szarazsagtlirés elérésének egyik modja a gyokér architektira megvaltoztatasa, ha olyan
fajtakat nemesitiink, amelyek gyokerei mélyrehatok, erételjesek és hatékonyak. Ezt
részben a gyokér fejlodésében is fontos szerepet betdltd gének tanulmanyozéisaval €s
kifejezddésének modositasaval lehet elérni. Ilyen gének példaul a LOB, azaz LATERAL
ORGAN BOUNDARY, magyarul oldalszerv-hatar transzkripcios faktorokat kodolok,
amelyek fehérjéi ndvényi specifikus folyamatokban vesznek részt és a fejléddési folyamat
iranyitasaban jatszanak szerepet.

Gabonandvényeink komplex genetikai allomannyal rendelkeznek, emellett relative
nagyméretii és fél éves, vagy hosszabb tenyészideji novények, ami miatt nem lehet
konnyen ¢és hatékonyan vizsgalni a fejlddésbiologidjukat. Ezért van sziikségiink egy olyan
modellrendszerre, ami rovid tenyészidejének, kis méretének és egyszeriibb genomjanak
koszonhetden  konnyebben  tanulményozhatjuk  bonyolultabb  gabonandvényeink

¢életmikodéseit.



Az elmult 10-15 év fejlesztésének koszonhetéen a Brachypodium distachyon
vagyis a szalkaperje a gabonandvényeink modellszervezetévé valt, amelyen az SZBK
Novényi Testfelépitési és Fejlodési Csoportja 2009-ben kezdte el kutatasait Dr. Gyorgyey
Janos vezetésével. E csoport munkajaba kapcsolodva végeztem kisérleteimet. A gyokér-
architekturat befolyasold génjeldltek koziil elsdsorban a szalkaperje tn. LOB-domén
(oldalszerv-hatar meghataroz6) transzkripcios faktorok csaladjat tanulmanyozzuk

szarazsagtlirésben valo szerepiik szempontjabol.



1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. A szalkaperje (Brachypodium distachyon), mint modellnévény bemutatasa

A biologiai folyamatokat iranyitdé alapvetd torvényszeriségek megismerése
érdekében a kutatok modellszervezeteket alkalmaznak. Az els6 ilyen modellorganizmust,
az Escherichia coli-t mar az 1940-es évektdl hasznaljak, amely a bélbaktériumok kozé
tartozo prokariota organizmus. A Saccharomyces cerevisiae-t, a soréleszt6t az eukariota
sejtbioldgia, a Drosophila melanogaster-t, vagyis az ecetmuslicat a genetika, az élettan és
az evolucidbiologia, a haziegeret pedig (Mus musculus) az emlésok tanulmanyozasanak
modelljeiként alkalmazzak. A modellnévények uttérdjét, a ladfiivet (Arabidopsis
thaliana) Rédei Gyorgy hasznalta eldszor a klasszikus genetikdban. Kis termete,
igénytelen gyomndvény jellemzdje, rovid generacids ideje kedvezd szempontok voltak,
modellnovényévé valjon. A ludfithoz kapcsolodik az elsé ndvényi megszekvenalt genom
is, amit 2000-ben irtak le.

Mivel a vildg népessége tovabbra is ndvekszik és ez nagy kihivasokat jelent a
mezOgazdasdg szadmara igy létfontossagli kérdés a gabonandvények tulajdonsagainak
megismerése (EASAC 21. szamt szakpolitikai jelentés). A vilagon egyik legszélesebb
korben termesztett haszonndvényiink a buza, melynek komplex genetikai dlloménya és
Ezért van sziikség egy konnyen kezelhetd, egyszikiiekre alkalmazhaté modellrendszer
hasznalatara. A mar korabban népszertivé valt rizsnél (Oryza sativa) joval alkalmasabb
modellndvény a szalkaperje (Brachypodium distachyon) mert kdzelebbi rokona a kalaszos
gabondinknak és azokhoz hasonld kornyezeti koriilmények kozott nd. Fontos kiemelni,
hogy gabondink szarazsagtiirésének vagy akar fagytlird képességének vizsgalatdhoz
nehezen alkalmazhat6 modellként a rizs, mint vizes él6helyen eléforduld tropusi eredetii
novény.

A Brachypodium distachyon, a buzahoz hasonloan az egyszikiiek (Liliopsida)
osztalyaba, a perjeviragiak (Poales) rendjébe és ezen beliil a perjefélék (Poaceae)
csaladjaba tartozo faj. (Khan, 1999) Az ismert fufélék kozott az egyik legkisebb
genommeérettel rendelkezik (mindegy 300 Mbp) ami jo alternativa a kétsziki
modellnovény, a ludfi (Arabidopsis thaliana) mellett (Gyorgyey Janos, szobeli kozlés). A
ndvénybiologiai kutatdsokban viszonylag ideédlis modellnévénynek tekinthetd, mivel

szamos olyan kedvezd tulajdonsadggal rendelkezik, mint példaul kis mérete, rovid



generacios ideje és egyszeri nevelhetosége. Az 1. abra jol mutatja a buza és szalkaperje

hajtasainak és gyokerének méretkiilonbségeit és ugyanakkor hasonld szervezodését.

Y

1. abra Az ,,A” képen a buza (bal) és a szalkaperje (Bd21-3, jobb) névény lathato.
A ,,B” dbréan a két novény gyokérrendszerének kiilonbségei figyelhetdk meg. (Chochois és

mtsai, 2012)

A kisérletiinkhoz a Bd21-es vonal ndvényeit hasznaltuk, ez a vildgban altaldnosan
elterjedt és hasznalt alapvetd kisérleti vonala a szalkaperjének, amelynek a teljes
genomszekvencigjat is meghataroztak 2010-re. A Bd21-es vonal eredetileg egyediili
leszarmazottja a Bd254867-es 6kotipusnak. (Gombos Magdolna 2012.)

1.1.1. Nevelési feltételek

A szalkaperjét egyik kiemelkedd tulajdonsaga, a konnyli nevelhetdsége tette jo
modellszervezetté. Nem igényel kiilonleges talajkeveréket, igy a kordbban blizaval végzett
kutatasokban jol bevalt 1:1 ardnyban 1évd perlit-vermikulit keverékén torténik a névények
nevelése a gyokérzet vizsgalata sordn.

A perlitet kertészetekben, ¢épitdiparban ¢€s még élelmiszeriparban s
felhasznalhatjak. Novénynevelésnél a term6foldmentes tragya keverékek dsszetevdje, ahol
a levegdztetést és az optimalis nedvességet biztositja. Jellemzdi a laza halmazstiriség: kb.
85 kg/m?’, szemcsemérete 0-6 mm kozotti, pH értéke 6,8-7,1 (semleges) €s szervesanyag-
tartalma 0%, ennek kdszOonhetéen gyakorlatilag steril. A masik Osszetevé a vermikulit,
mely egy természetes eredetli szilikat asvany. Perlithez hasonlé tulajdonsaga, hogy
megnoveli az anyag feliiletét, ami jol tartja a vizet, a granulatumok kozotti porusok pedig
a levegét. Kaliumot, magnéziumot és kalciumot is tartalmaz. A banyaszat helyétdl

fliggden a pH-ja 7-9 kozott valtozhat.(www.gazdabolt.hu)


http://www.gazdabolt.hu/

Perlit-vermikulit keveréken torténik a szemek 3 napos sztratifikalalasa is, melynek
soran a magok vizet vesznek fel, megduzzadnak és lassan megindulnak a csirazas kezdeti
Iépései. A magok vizfelvétele nemcsak a szovetek megduzzadasat szolgalja, hanem az
enzimek mikodésének is kedvez. A hidratacio kovetkezménye, hogy a maghéj megpuhul
¢s ezt a novekvo csira konnyebben at tudja szakitani. A csirazas masik fontos feltétele a
levegd biztositdsa. A maghéj felrepedése utan valik intenzivebbé a levegofelvétel.
(www.tankonyvtar.hu)

Az optimalis nevelési koriilmények ndvényneveld kamrdban és liveghdzban is
konnyen biztosithatok. A fejlodés szempontjabol egyik fontos paraméter a nappalok és
¢jszakak hosszanak aranya. A szalkaperje hosszunappalos ndvény, ennek megfelelden az
16 ora megvilagitast, 8 ora sotétben toltott id6 koveti. A természetes koriilmények
biztositdsa érdekében a hOmérséklet nappal 22 °C, éjszaka 16 °C-ra van allitva az
iiveghdzban, mert a ndvények a természethez hasonlé hdingadozas mellett ndnek a

legjobban.
1.2. A gyokér szerepe a szarazsagtiirésben

A gyokereknek kiemelkedd szerepe van a szdrazsagtlirésben, hiszen a gyodkerek
érzékelik eldszor a vizhidnyt a széaraz talajjal valo kdzvetlen kapcsolatuk miatt.

Mivel a talaj vizellatasa vertikalisan €s horizontalisan is valtozé ezért a gyokérzet
architektirdja igazodik a talaj vizellatottsdganak térbeli megoszlasahoz. A szarazsagtlird
novényekre nagyobb mértékben jellemzd a mélyen elhelyezkedd gyokérzet kialakitasa. A
gyokérszOrok szdma és hossza is novekszik a vizhianyos talajban, aminek egyik oka a
gyokérfelszin  novelése, lehetdvé téve a fokozott viz- ¢és tapanyagfelvételt.
(www.tankonyvtar.hu)

A kutatdcsoportunk egyik fontos kérdése, hogy hogyan alakitjak at gabonaféléink,
illetve a flivek a gyokérzetiik felépitését a korlatozott vizellatashoz val6 alkalmazkodasuk

soran.


http://www.tankonyvtar.hu/
http://www.tankonyvtar.hu/

1.3. A LOB-domén gének és fehérjék szerkezete és funkcidja

A gyokér fejlodésében is fontos szerepet betdltd gének tanulmanyozasaval és
kifejezddésének modositdsaval lehet megvaltoztatni a gyokérarchitekturat, ezzel olyan
fajtakat nemesitve, amelyek gyokerei mélyrehatok, erételjesek és hatékonyak lesznek.

Mivel az LBD gének az oldalgyokerek képzddését is befolyasoljak, igy a gyokér
korlatozott vizellatashoz valo alkalmazkodasat azok tanulményozasaval szeretnénk jobban
megérteni.

Az LBD gének egy novényspecifikus, konzervalt, kdzepes tagszamt géncsalad
tagjai, melyek szinte minden fejlédési folyamatban részt vesznek és emellett a kutatasok
eredményeib6l kideriilt, hogy a LOB-domén fehérjék kivétel nélkiil mind transzkripciods
faktorok. (Husbands és mtsai, 2007.)

A 2000-es évek elején kezdddtek a LBD génekkel kapcsolatos kutatasok. Annak
ellenére, hogy legtobbjiik pontos bioldgiai szerepe madig bizonytalan és csak néhanyuk
funkcigjat sikertilt részletesen jellemezni, mégis fontos szerep tulajdonithato a LOB-
domén géncsalad tagjainak.

A LOB, magyarul oldalszerv-hatar transzkripcios faktorok onnan kaptak a neviiket,
hogy az el6szor Arabidopsis-bol lekozolt géncsalad elsé tagjainak expresszidjat az
oldalszerv-hataron mutattak ki. (Shuai és mtsai, 2002.)

A LOB-domén TF-okat vagy hasonlo szerkezettel rendelkezd fehérjéket
novényeken kiviil mas szervezetekben eddig még nem taléltak, igy feltehetéen ezek a
fehérjék novényi specifikus folyamatokban vesznek részt. Ilyenek példaul az oldalszervek
képzddésének szabdlyozasa, részvétel a virdgképzés és a legkiilonbozdbb ndvényi
fejlodési folyamatokban. A mohaktol kezdve minden novénycsoportban eléfordulnak,

eddig feltart fejlodéstorténetiiket 1asd a 2. abran.
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Class | Class Il
Species A B CI C2 DI D2 E
Vitis vinifera (Vv) 8 6 2 2 0 15 3 6
Eumcms< Arabidopsis thaliana (At) 10 B8 2 2 2 3 7 6
A 130 ANGIOSPERMS ;opulustri;:;ot):arpa(Pr) 8 8 4 3 3 7 9 12
MONCCOTS eama m,
250 MR i 8 8 2 1 2 6 7 8
Oryza sativa (Os) 4 7 1 2 2 5 8 5
~ GYMNOSPERMS
390
SECOND EXPANSION
between 420 and 130 My ago ?
410 FERNS
4,
20 FIRST EXPANSION
more than 440 My ago
440
LYCOPHYTES ~ ———— Selaginella moellendorffii(Sm) 1 0 2 1 0 1 3 3
ORIGIN g el
less than 1,2 By ago
900 BRYOPHYTES —————— Physcomitrelia patens (Pp) 5 4 3 2 0 0 8 4
1200 CHAROPHYTES Calsochastsorbr’cylaris
My ———— Spirogyra pratensis
Y Pyt Volvox carteri
H H
L \< Chlamydomonas reinhardtii
Ostreococcus tauri
Key
_Os= evolutionary origin of roots land plants ?  ASLALBD exi not determined euphyllophy
A root-associated ASL/LBD clade T extinct group I-8 root / vascular tissue development associated-subclass

2. abra A gyokér és az ASL/LBD fehérjék fejlédéstorténete ndvényekben.
(Coudert és mtsai, 2013)

1.3.1. LOB-domén fehérjék szerkezete

A LOB-domén fehérjék kozos tulajdonsaga, hogy tartalmaznak egy jellegzetes
szerkezeti motivumot, az N-terminalis LOB-domént. Ez a struktira az N-terminalis végén
magaba foglal egy C-domént, amely négy konzervativ CX;CXgCX3C motivumot
tartalmaz, ahol a cisztein (C) mellett all6 aminosavaknak (X) csak a szamuk
meghatarozott. Minden bizonnyal ez a domén rendelkezik DNS-ko6t6 funkcidval.

A C-domén mellett van még egy glicinekbdl allo konstans régio és egy leucin-zip
struktarara hasonlité motivum is. Az utobbiban minden 7. pozicidban hidroféb aminosav
(valin, leucin és izoleucin) talalhatd, amelyeket hat valtozatos aminosav valaszt el
egymastol. Feltehet6leg ez a domén felelds a fehérje-fehérje kolcsonhatasok kialakitasaért,
mint amilyen a transzkripcids faktoroknal nagyon gyakori dimerizacié is. (Majer és

Hochholdinger, 2011.)

BELERE ™

1"

z1

=1
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CXzCXs CXaC G Va1 Xele12X6Vas= XeLsos Xeleos,

C-domain Invariant G Leucine-zipper-like motif Variable C-terminus

LOB domain

3. abra A LOB-domén fehérjék altalanos felépitése (Majer és Hochholdinger,
2011)

1.3.2. A LOB-domén gének jellemzoi

A LBD génekkel kapcsolatos informaciok nagy része Arabidopsis-on végzett
kisérletekbdl szarmazik, viszont egyszikliekben valé miikddésiikrdl kevés ismeretiink van.
Az Arabidopsis-ban és kukoricaban 43 tagih LBD géncsaladot talaltak, mig a rizsb6l 35
gént irtak le. A Brachypodium-ban 24 db LBD gén talalhat, ezek koziil 4 db
gyokérspecifikus (Gombos, 2012).

A LOB-domén gének két nagy csoportra oszthatok (lasd a 4. abran). A gének
nagyobb része az I-es tipusba tartozik, amik funkcionalis leu-zip-hez hasonlé motivummal
rendelkeznek. A masik csoportban, a II-es tipusban ez a motivum hidnyos, nem miikodik,
igy a kolcsonhatd fehérjékkel nem képes dimer szerkezet kialakitasara. Ezek a gének
feltehetben nem vesznek részt a fejlodési folyamatok koordinalasaban, ehelyett a

metabolikus szabalyozasban jatszanak szerepet.

Classll ammeta e
LA iy 4
Ot %4
B g F
A / X3 ’ '
/ DA Draa g
/
13
B /
J
|
' e -
. -
.‘. f ""\ o / E
\ P4 IIAN " "
N e b /A \
e o FTE f BACEEH Bradigt?
P Ty 1 By T
c ‘ 8. 0018 Deadly 'I I' BOSLE Beat dpdiis 1) Cl&SSl
\ / DA 00 ' Iy eddgaltts
" ,." i aa ’
AR X - D

4. abra A Brachypodium LOB-domén fehérjéi kozotti fejlodéstorténeti kapesolat
(Gombos Magdolna nem publikalt eredményei)
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1.3.3. A szalkaperje LBD13 és LBD15 génjeinek expresszios vizsgalata:

Kutatoécsoportunk a sejtosztddas és a szervfejlodés szabalyozasi folyamatai kozotti
kapcsolatot tanulmanyozza. Ebbdl a célbol LBD13 és LBD15 géneket vizsgalja, mivel
elézetes eredményeink alapjan azok valdsziniileg kapcsolatot jelentenck a sejtosztodas

Gombos Magdolna még nem publikalt eredményeibdl tudjuk, hogy az LBD15 ¢és a
LBD13 az I-es osztalyba tartoznak, vagyis mindkett6 rendelkezik a leucin-zip-hez hasonld
motivummal.

Az 5. dbréan lathat6, hogy a LBD13 kifejezetten a gyokérben expresszalodik, ott is
foképp a fiatalabb részekben, mint a gyokércsucsban és a fiatal oldalgyokér-
inicialisokban. Ez Osszecseng az Arabidopsis LBD13 génjér6l publikaltakkal. (Shuai és
mtsai, 2002.) Ez a tény arra utal, hogy ezek a gének az egyszikiiekben és kétszikiickben
egyarant a gyokérfejlodés szabalyozasaban jatszanak szerepet. A LBD15 expresszios
mintazatabol lathatd, hogy legjobban a generativ szervekben fejezddik ki, emellett még
megjelenik a gyokér kiillonbozo részeiben, a levélnoduszokban, az internddiumokban €s a
levélhiivelyben is. Ennek alapjan feltehetd, hogy a viragfejlédés és embriogenézisben
szerepet jatszo szabalyozasi folyamatokban vesz részt elsdsorban, tovabba az LBD13-hoz
hasonléan valoszinilisithetjiikk, hogy egysziklieckben ¢és kétszikiiekben egyarant

megtalalhatoak a LBD15-0s transzkripcios faktorok.
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5. Abra Az LBD15 és LBD13 gének expresszios mintdzata (Gombos Magdolna

nem publikalt eredménye)

Kutatocsoportunk a LOB-domén gének funkcidjanak vizsgalatdt egyrészt
génmodositott illetve mutans vonalakon végzi, azonban ezek létrehozasa, ill. keresztezése
munkaigényes és lassu. Nagyon hasznos lenne egyszeriibb és gyorsabb modszer azok
kifejez6désének  gatlasara. Erre jo lehet6séget kinal a  gének  antiszensz

oligonukleotidokkal torténd atmeneti csendesitése.
1.4.  Antiszensz oligonukleotidokkal torténé géncsendesités

Az antiszensz oligonukleotidokkal torténd géncsendesités lényege, hogy tugy
gatoljuk egy kivalasztott fehérje képzddését, hogy a fehérjét kodold gén mRNS-ének adott
szakaszdhoz komplementer szekvencidju Un. antiszensz oligonukleotidot hibridizalunk.
Optimalis esetben az igy kialakult DNS-RNS heteroduplexben az azt felismer6 RNAse H
enzim elhasitja az mRNS szalat. Ekkor RT-PCR-ral mérhet6 az antiszensz oligonukleotid
hatasara fellépd mRNS mennyiség csokkenése. Mas feltételezések szerint a kialakuld
heteroduplex szerkezet térgatlassal akadalyozza a transzlaciot, azaz a fehérje képzddését.
Ebben az esetben csak fehérje szinten lehet latni a csendesités mértékét. (1asd a 6. dbran.)

Az antiszensz oligonukleotidok (ODN) 15-20 nukleotidbol allé egyes szalu
szintetikus nukleinsav molekulak, altaliban DNS-ek. Ezzel a hosszal mar biztosithatd,

hogy csak a célzott mRNS-hez kotddjenek megfeleld stabilitassal. A szerkezetiik lehet



14

természetes vagy kémiai modositast hordozd, amellyel novelhetd az oligonukleotidok
enzimstabilitasa, a hibridizacié er6ssége, a bejutasa a sejtekbe.

Ezek a rovid szintetikus DNS szdlak a transzlacid mellett részt vehetnek a
transzkripcid és a splicing, vagyis az intron kivagodas mechanizmusanak 1épéseiben is.

DNS RNS fehérje

P & e I
£ riboszome  Iranszlacio nem torténik
antiszensz / NG

oligonukleotid

RNAse H hasitas

antiszensz
oligonukleotid
i
RNAse H)

DNS/RNS
heteroduplex

6. abra Az antiszensz oligonukleotidokkal torténd atmeneti géncsendesités

mechanizmusa (Bottka S. készitette)

Nemcsak genomikai eszkozokként hasznéalhatok az oligonukleotidok, hanem mint
terapias szerek is. (Shi és Hoekstra 2004, Bennett és Swayze, 2010, Kole és mtsai2012)
2012-ben 22 oligonukleotid szarmazék volt klinikai vizsgalat II illetve III fazisaban.
(Watts és Corey, 2012) amelyek koziil 2013-ban engedélyezték a Kynamro antiszensz
oligonukleotid tartalm( injekcidt, amely a homozigéta familiaris hiperkoleszterolémia

nevi ritkabetegség kezelésére szolgal. (Crooke és Geary, 2013)

1.4.1. Novényeken valo alkalmazdasuk

Az antiszensz oligonukleotidok ndévényekben vald alkalmazasanak egyik nagy
elénye lehet, hogy a 1étfontossagu gének funkcidjanak tanulmanyozasakor ritkan 1épnének
fel pleiotrop hatdsok, szemben a klasszikus mutansokkal. Masik nagy elénye, hogy az
antiszensz ODN-nel kezelt ndvények nem lesznek genetikailag modositottak, igy a GMO-
k koriili vitak semmilyen modon nem érintik ezeket a kutatasokat.

Azonban a novényes alkalmazisok nem terjedtek el, mert a novények sejtfala
nagymértékben blokkolja az oligonukleotidok hatékony felvételét. Ez a probléma kisebb
mértékill sejtszuszpenziok €s csirdzd pollenek esetén a lazabb sejtfaluknak kdszonhetden.
Az utobbira jo példa Y. Mizuta és mtsai ludfii pollen tomlé megtermékenyitésben szerepld

génjeinek csendesitésérdl szo6lo idei publikacio. (Mizuta és Higashiyama, 2014)
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Az els attorést az AS-ODN-ok levélben valo alkalmazasaban Sun és mtsai érték
el 2005-ben, amikor levagott arpa levélben csendesitették a SUSIBA2 transzkripcios
faktort. Ekkor azt gondoltak, hogy az antiszensz oligonukleotidokkal megnyilik egy 4j Gt a
novények génfunkcidinak nagy teljesitményii (high-throughput) vizsgalatara, azonban ez
nem tortént meg. (Roberts, 2005) Ujabb attorésrél csoportunk, E. Dinc munkéjaval
szamolt be 2011-ben fotoszintetikus gének csendesitésérdl buza, dohany és ludfi
levelekben. Mindharom esetben a levél sériilésein keresztiil jutott be az oligd a sejtek
kloroplasztiszaba.

A gyokerek génjeinek AS-ODN-kal torténd csendesitésérdl eddig még csak egy
cikket ismeriink. Z. Xie és mtsai az idén szamoltak be 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate synthase (EPSPS) vizsgalatarol, ahol a magvakat antiszensz oligonukleotidot és

megnovelt répacukor mennyiséget tartalmazd MS taptalajra vetették. (Xie és mtsai 2014)

1.4.2. Antiszensz oligonukleotid tervezése

A géncsendesités sikerességét nagymértékben az hatarozza meg, hogy az
antiszensz oligonukleotidokat az mRNS mely szakaszara tervezziik — attol fiigg ugyanis,
hogy mennyire fér hozza az antiszensz oligonukleotid a kérdéses RNS szakaszhoz, hogy
milyen erds a kolcsonhatas a célzott RNS szakasz és a vele komplementer AS ODN
kozott. (Stein, 2001)

Az antiszensz oligonukleotid tervezés 1épései a kovetkezok:

1) Megkeresni az adott mRNS szekvencian a hozzaférheté egyszala hurkokat.
Erre a célra az MFold program a legelfogadottabb, amely ingyenesen elérhetd a
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form honlapon. (Zuker, 2003)

2) Ezutdn, az egyszali szakaszokon megvizsgalni, hogy tartalmazzak-e
Matveeva és mtsai altal meghatarozott antiszensz hatast erésit6 motivumokat. Tobb mint
1000 AS ODN-ot megvizsgalva hataroztdk meg, hogy azok az AS ODN hatottak
erOsebben, amik tartalmazzak a CCAC, TCCC, ACTC, GCCA, CTCT motivumok
valamelyikét és gyengébb hatasa van azoknak, amik a GGGG, ACTG, AAA vagy TAA-t
tartalmaznak.

3) Leellenérizni, hogy az oligonukleotidok hajlamosak-e 6nmagukkal
masodlagos szerkezeteket kialakitani. Ennek elkeriilése azért fontos, mert az egyszala
mRNS hurkok és a hozzajuk tervezett AS ODN-k kotddését az dnmagukkal kialakitott
duplexek ¢és hairpin-ek gatoljak. Az ingyenes letdltheté Oligo5 programot hasznaltuk erre
a célra. W. Rychlick, National Bioscience, Plymouth, MN, USA


http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Folding-Form
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4) Megvizsgalni a szekvencia G/C tartalmat, mivel az RNS és AS ODN kozott
kialakulo kotés erdssége a G/C tartalmatol fligg és emiatt szorosan Osszefligg az
antiszensz gatlas erdsségével. Optimalis esetben egy 20-as AS ODN legalabb 11 db G-t
vagy C-t tartalmaz.

5) Azért, hogy csak a célzott gént csendesitsiik, végiil egy kiterjedt adatbazis
kutatast kell végezni a GenBank-on, hogy az AS ODN ne mutasson homologiat mas
MRNS-kel.

1.4.3. Antiszensz oligonukleotidok médositasi lehetdségei

Az antiszensz ODN-ok kémiai modositasaval novelhet6 az atmeneti
géncsendesités mértéke, ezzel erdsebben hibridizdlnak az mRNS-hez és ndvekszik a
stabilitdsuk a nukledzokkal szemben. A kutatdsunk soran a legelterjedtebb modositast a
foszforotioat kotést alkalmaztuk, ami azt jelenti, hogy az egyik nem athidalé oxigénatomot

kénre cseréltiik a foszfodiészter kotésben. (Eckstein, 2000; Kurreck, 2003)

1.4.4. Az antiszensz oligonukleotidok bejuttatisa a sejtekbe

Az antiszensz oligonukleotid szekvencia megtervezése és szintézise utan ki kell
fejlesztenlink egy olyan modszert, amivel a kezelendé sejtekbe juttatjuk az antiszensz
ODN-kat. Ez még nem elterjedt modszer a ndvénybiologiaban, mivel az emlés vagy
humén sejtekhez képest a novényi sejtekbe vald bejuttatdst a sejtfal megneheziti. A

korabbi kutatasokban a ndovények megsebzésével sikertilt felvetetni az oligonukleotidokat.
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2.  KUTATASI ELOZMENYEK

A Novényi Testfelépitési és Fejlodési Csoport 2013 oktobere oOta mikodik
Gyorgyey Janos vezetésével a jelenlegi strukturajaban. A csoportnak két 6 kutatasi irdnya
van. Az egyikben a szalkaperje (Brachypodium distachyon) szarazsagstresszre adott
molekuléris genetikai szintli valaszait keresi a gyokérfejlodés vizsgalataval. A csoport
masik része a kiilonbdzo energiafliz genotipusok vizsgalataval és 1étrehozéasaval szeretné
elérni, hogy javuljon a fas szara novények biomassza termelése, emellett olyan,
oligonukleotidokra alapozott géncsendesitési illetve mutagenézis modszereken dolgozik,
melyek a génmoddositast részben kivaltd 1j, alternativ eszkozként szolgalhatnak a
novénynemesitésben. A korabbi munkak soran sikeriilt csendesiteni antiszensz
oligonukleotidokkal ludfii, (Arabidopsis thaliana) dohany (Nicotiana benthamiana) és
buaza (Triticum aestivum) fotoszintetikus géneket. Az oligonukleotid felvetetésének
optimalizaldsa fluoreszceinnel jeldlt hatdstalan szekvenciaval tortént, amely sordn az
ODN-ok utjat levelekben és azok sejtjeiben mikroszkopos vizsgalatokkal kovették. (Ding,
2011.)

A csoportunk szalkaperjét kutato csapata kifejlesztett egy olyan modszert, amivel a
Brachypodium gyokérfejlodését lehet kovetni. Ez azért fontos, mert lathatova valt, hogy
hogyan alakul at a gyokérzet felépitése a korlatozott vizellatashoz vald alkalmazkodas
soran. Az eltér6 szarazsagtiirésiik szempontjabol tobb Brachypodium genotipus vizsgalata
tortént meg és a kivalasztott vonalak a gyokérndvekedés és az architektlra alapjan lettek
jellemezve. A vizsgalatokbdl kidertilt, hogy az erds és mélyre hatold elsddleges és nodalis
gyokerek fontosak a hosszatavu szarazsdghoz vald alkalmazkodashoz. ElsOsorban a
szalkaperje LOB-domén (oldalszerv-hatair meghatarozo) transzkripcidés faktor (TF)

csaladot tanulméanyoztak, amely tartalmaz gyokér-architektirat befolyasolo géneket is.
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3. CELKITUZES
Kutatocsoportunk egyik tavlati célja a sejtosztodas és a szervfejlodés szabalyozasi
folyamatai kozotti kapcsolat megismerése. Ebbdl a célbol LBD13 ¢és LBDI15 géneket
vizsgalja mélyebben, mert azok részt vesznek egyrészt a sejtosztodas szabalyozasaban,
Az emlitett két gén funkcidjanak vizsgalata egyrészt génmodositott illetve mutans
vonalakon torténik, azonban ezek 1étrehozésa, ill. keresztezése munkaigényes ¢€s lassi. Az
antiszensz oligonukleotidokkal torténd atmeneti géncsendesités egyszeriibb és gyorsabb
modszernek igérkezik, ezért 2014 majusaban, amikor bekapcsolodtam a csoport

munkdjaba, elindultak a kisérletek ezen a teriileten is.

Kutatasi munkam feladatai:

1. Mivel az antiszensz oligonukleotidokkal gyokérben kifejez6d6é géneket szeretnénk
atmenetileg csendesiteni, ezért a dolgozatom elsd feladata egy modszer kidolgozésa és
optimalizalasa, amellyel a szalkaperje gyoOkerek sejtjeibe bejuttathaté valamilyen
oligonukleotid. Erre fluoreszceinnel jel6lt, hatastalan oligonukleotidot hasznaltam,
amely jelolés lehet6vé teszi az oligonukleotid el6fordulasi helyének mikroszkdpos
meghatarozasat. A gyokerek nehezen megkdzelithetd volta miatt az ODN felvetetést
eldszor megsebzett levélen illetve szaron keresztiil terveztiik.

2. aLBDI13 és LBDI15 gének mRNS-ére tervezni és eldallitani antiszensz ODN-kat

3. LBDI13 és LBDIS5 a gének kifejezodési szintjének meghatarozasa RT-PCR-ral az

antiszensz oligonikleotidokkal valo kezelést kovetden.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1.  Fluoreszceinnel jelolt oligonukleotid felvetetési probai levélen keresztiil

4.1.1. Novénynevelés

A sikeres géncsendesitéshez el6szor ki kell dolgozni egy olyan mddszert, amivel a
modositott oligonukleotidokat a szdlkaperje gyokerének sejtjeibe juttatjuk. A
megszekvenalt genommal rendelkezd, mérsékelten stressztolerans Bd21-es vonalat
valasztottuk.

Az {ltetés eldtt a szemtermések burokleveleit eltdvolitjuk és 1:1 aranyban 1évo
perlit-vermikulit tartalmazo petricsészébe helyezziik. Desztillalt vizzel benedvesitjiik a
keveréket, a megfeleld nedvességtartalom eléréséhez, majd 4°C-0s hiitdszekrényben
sztratifikaltuk 3 napig. Ezutan a megduzzadt magokat foldbe iiltettem el, majd 3-4 napig
fatyolfolidval letakartam. A szalkaperje hosszinappalos ndvény, ennek megfeleléen az
iiveghdzban 16 oOra megvilagitdst hasznalunk, a sotétben toltott id6 pedig 8 ora. A
természetes koriilmények biztositasa érdekében a hdmérséklet nappal 22°C, éjszaka 16°C-

ra volt allitva.
4.2.  Fluoreszceinnel jelolt oligo felvetetése és mikroszkopos vizsgalatok

Az els6 oligonukleotidos felvetetési kisérlet 3 hetes ndvényeken tortént, ekkor mar
kifejlédik a novény két oldalhajtasa is. A f6 hajtas elsd levelének végérdl viz alatt penge
segitségével 2cm-es szakaszt levagtunk, majd PCR cs6ben 1évé 20 uM-os fluoreszceinnel
jelolt oligonukleotid oldataba helyeztiik.

A levelek kezelése mellett arra voltunk kivancsiak, hogy ha a hajtds szaradba
beinjektaljuk az ODN-et, akkor eljuttathatjuk-e a gyokerekig. Ezt kétféleképpen végeztiik:

1. Nodusz alatt elvagtuk a novényt, és injekcios tii segitségével juttattuk be a
folyadékot az tlireges internédiumba.
2. Emellett megprobaltuk az internédiumba beinjektdlni az ODN-okat a hajtas

levagasa nélkiil is.
4.3. A fluoreszceinnel jelolt oligonukleotid felvetetési prébak gyokéren keresztiil

4.3.1. Foldben nevelt névények gyokerei
Kezdetben a foldben nétt 2 hetes ndvények gyokerét kezeltiik ugy, hogy 6vatosan a
foldbol kipreparalt gyokér végét levagtuk és az ODN oldataba helyeztiik. Azt is
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kiprobaltuk, hogy a fiatal novény egész gyoOkérzetét helyeztik a fluoreszcein ODN
oldatba.

4.3.2. Taptalajon nevelt névények gyokerei

A tovabbiakban taptalajon, steril koriilmények kozott négyszogletes petricsészében
neveltiik a szalkaperjét, ahol az atlatszo petricsésze fala lehetové tette a folyamatos
mikroszkopos vizsgalatot a gyokerek kipreparalasa, mechanikai stresszelése nélkiil is.

Y2 MS taptalajon novekedtek a modellszervezetek, aminek az Osszetevdje a

kovetkez6:
. 0,5 ml/l B-vitamin komplex
. 0,5 ml/l MS microelem

. 0,5 ml/l Fe-EDTA

. 1,45 ml/l 15% CaCl2

. 0,95 g/l KNO3

. 0,83 g/l NH4NO3

. 0,18 g/l MgSO4

. 0,085 g/l KH2PO4

. 10 g/l Szacharoz

1,5%-0s Plant agarnak a pH-ja 5,8, ami idealis a novényeknek. A befert6z6dés
elkeriilése érdekében a szemeket sterilizalni kellett. A letisztitott szemek felszine 30
perces vizben aztatas kovetden 20 ml Domestos és 30 ml steril viz keverékében még 5
percig folyamatos keverés mellett valtak sterillé. Ezutan alaposan 4t kellett mosni steril
vizzel 4-5-sz0r, majd végiil taptalajra helyeztiik a szemeket. Végig steril fiilke alatt
dolgoztunk. Egy ¢éjszakara 4°C-os hiitébe helyeztiik a taptalajra vetett szemeket, azok

sztratifikaldsa érdekében, majd ezutan egy hétig névényneveld kamraban névekedtek.

4.3.3. Kisérlet vizkulturaban (viz illetve 1x Hoagland) nevelt novények gyikerein

A tovabbiakban nem taptalajon, hanem benedvesitett papirsziirdn neveltiik a
ndvényeket, majd ezutan konnyebb oligonukleotid felvétel érdekében a kovetkezd
kisérletsorozatban a novényeket 6x4-es 3ml Urtartalma ELISA plate-eken neveltiik. A
magok sztratifikaldsa utan gézlapra helyeztilk a szemeket, hogy ne meriiljenek el az
egyszeres higitdsu Hoagland oldatban. Ez a tapoldat tartalmazza a ndovény szamara

sziikséges mikro- és makro elemeket.
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Hoagland - tapoldat (1x): Mikroelem-torzsoldat Osszetétele:
NH4H,PO, 150 mg/I H3;BO, 2,86 mg/l
Ca(NO3); x4 H,O 656 mg/l CuSQO4 x 5 H,0 0,08mg/l
MgSO4 x 7 H,O 240 mg/l Na;MoO, 0,03 mg/l
KNO; 606 mg/I ZnSO4 x 7 H,0 0,22 mg/l
Fe-EDTA 2,5 mg/l MnCl, x 4 H,O 1,81 mg/l

Mikroelem-torzsoldat1 ml/I

A novényeket standard koriilmények kozott neveltiik ndvényneveld kamraban: 18
ora megvilagitds, 6 ora sotét. Homérséklet: allandd 21-22°C kozott. Paratartalom:

konstans 60-70%.
4.4  Sztereomikroszképos vizsgalatok

A fluoreszceinnel jeldlt oligonukleotidok felvetetését Olympus SZX12
fluoreszcens sztereo mikroszkop (Olympus Europa GmbH, Hamburg, Germany)
segitségével kovettik. A fényképek készitéseéhez 0,5x nagyitasi objektivet és Olympus
Camedia C7070 digitalis kamerat (Olympus Europa GmbH, Hamburg, Germany)
hasznaltunk, a DScaler software segitségével. A levél, szar és gyokérdarabokat
kozvetleniil fényképezés eldtt kétszer mostuk steril desztillalt vizzel, majd fényképeztiik.
A fényképek naponkénti készitése azonos bedllitasok (expozicids 1d0, nagyitds) mellett

tortént, biztositva az egyes fényképek egymassal torténd 6sszehasonlithatosagat.
45  Antiszensz oligonukleotidok tervezése

Az RNS hozzaférhetd, azaz egyes szalil szakaszainak meghatirozésa az Mfold
ingyenesen hasznalhaté programmal tortént (http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-
Folding-Form, Zuker, 2003).

Az OLIGO 5 programmal kizartuk azokat az AS ODN-kat, amelyek erds
masodlagos szerkezetet (hairpin és homoduplex) képeznek 6nmagukkal. Ez a program
megadta az adott szakaszok G és C tartalmat is.

Figyelembe vettiikk a cél szakaszok antiszensz hatasat noveld (lasd a 14. és 15.
abran piros szinnel kiemelve) és gyengité (lasd a 14. és 15. abran zo6ld szinnel kiemelve)

motivumok tartalmat.
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A megtervezett oligonukleotidokat lasd a 14. és 15. dbran kék kerettel kiemelve,

illetve az 2. tablazatban Gsszegytijtve.
4.6  Antiszensz oligonukleotidok szintézise és tisztitasa

Az oligonukleotidokat a szokdsos foszforamidit modszerrel allitottuk elé az
Expedite 8909 DNS szintetizatoron (Applied Biosystems, Foster City, CA) 1 umol-0s
skalan. A reagenseket a NucleoSyn és LinkTechnologies cégektdl szereztikk be. A
foszforotioatokat >98%-0s hatékonysaggal Aallitottuk eld6 TEDT kénezd reagenssel
(Tetraethylthiuram disulfide, Alfa Aeser).Az ODN-kat Poly-PAK oszlopon tisztitottuk
(Glen Research, Sterling, VA), amellyel >97%-os tisztasagot értiink el. A minGség
ellendrzését analitikai HPLC-vel végeztik RP-18 tolteti oszlopon, TEAc tartalmu
eluenssel. A tisztitott AS ODN-kat natrium soéjukka alakitottuk Dowex gyanta Na
forméajan ateresztve.

Az oligonukleotid felvetetési kisérletekhez random szekvenciaji oligonukleotidot
jeloltink 5  helyzetben Fluoreszcein Cianoetil foszforamidittel (6-FAM, Link
Technologies; 494 nm gerjesztés, 525 nm zd6ld emisszid) majd pedig HPLC-vel tisztitottuk
RP-18 oszlopon.

4.7 RNS izolalas LiCl-dal

A kezelésekben az atmeneti géncsendesités mértékét gy hatarozzuk meg, hogy a
kezelt gyokerekbdl RNS-t izoldlunk, majd meghatarozzuk azok mennyiségét qRT-PCR-
rel. Az ehhez a munkahoz sziikséges RNS izolalasi metodika a kdvetkezd.

Eldkeészitd 1épéskeént a novényekrdl a vizet leitattuk, mert a folyékony nitrogént
radntve megfagynanak. Legjobb eredményeket a fiatal novényekbdl lehet elérni, mert
ezeknek nagy a fajlagos RNS tartalmuk ¢és sejtfaluk puhabb, kdnnyebb roncsolni.
Megkozelitéleg 100 mg friss gyokérmintabol tortént az RNS izolalas a kovetkezd
Iépésekben:

= A gyokereket levagva, aprobb darabokban helyeztiik az 2ml-es Eppendorf csdbe,
ezutan a -196°C-os folyékony nitrogénben megfagyasztottuk.

= Dorzsmozsar, kvarchomok ¢és pisztillus segitségével a mintakat lisztszertivé
dorzsoltiik, cseppfolyos nitrogén folyamatos adagolédsa mellett, hogy a minta ne olvadjon
ki.

= Az Eppendorf csébe kanalozott por allagi mintat visszahelyeztiik a folyékony

nitrogénbe, mig elokészitettiik a puffert.
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= CTAB izoladl6 pufferhez frissen p-merkaptoetanolt adtunk, majd 65°C-0s
vizfiirddben par percig elomelegitettiik, végiil vortexeltiik.

= A mintahoz adva tovabbi 2 percig 65°C-on inkubaltuk €s vortexeltiik.

* A mintat jégen lehiitottik, majd vegyifiilke alatt 0,5 ml fenol:-kloroform:-
izoamilalkohol (25:24:1) elegyét adtuk hozza, amit ismét vortexelés kovetett.

= Az elegyet 13 000 rpm-en 5 percig szobahémérsékleten centrifugaltuk.

= A vizes feliiluszot atpipettaztuk Uj Eppendorf csébe és ezzel megegyezd
mennyiségl kloroformot adtunk hozza elszivofiilke alatt majd ismét vortexeltiik.

= Ujabb 3 percig 13 000 rpm-en, szobahémérsékleten centrifugaltuk.

= A felso6, vizes fazist 0j Eppendorfba pipettaztunk, és a térfogat 1/3-anak megfeleld
mennyiségii DEPC-cel kezelt, autoklavozott 8 M-0s LiCl-oldatot adtunk hozza, majd
finoman Osszeraztuk.

= Egy ¢jszakara 4°C-os hiitébe helyeztiik.

» Masnap a mintakat 4°C-ra hiitott centrifugaba helyeztiik 13 000 rpm-en 20 percig
centrifugaltuk.

= A pelletrdl a feliiluszot lepipettaztuk, majd 400 ul DEPC-kezelt, autoklavozott 2 M
LiCl-dal mostuk a csapadékot.

= 5 percig ujra 4°C-on centrifugaltuk, majd a csapadékot visszaoldottuk 300 pl
DEPC-kezelt 0,5% SDS-oldatban.

= Ezutdn 300ul kloroform:izoamilalkohol (24:1) elegyét adtunk a mintdhoz, majd 3
percig 13 000 rpm-en, szobahdmérsékleten centrifugaltuk.

= A két elvalo fazis kozil a felsé részt atpipettaztuk egy 0j Eppendorfba, majd a
térfogata 1/10-ének megfeleld6 mennyiségi 3 M Na-acetatot (DEPC-kezelt, pH:4.8) és a
térfogata haromszorosanak megfelelé mennyiségi RNaz mentes 96% etanolt adtunk
hozza.

= A mintat -20°C-on egy ¢éjszakan at inkubaltuk.

= A harmadik nap ismét 20 percig centrifugaljuk 4°C-on, 13 000 rpm-en.

= A pelletrdl eltavolitjuk a keletkezett feliiliszo frakciot, majd 400 pl 75% etanollal
mostuk.

= Az etanol eltdvolitasa utan, a pelletet jégen, elszivofiilke alatt szaritottuk, majd 50
ul DEPC-kezelt vizben feloldottuk.

Az RNS kvantitativ meghatarozasat NanoDrop késziilékkel (NanoDrop Technologies)

végeztik a 260 nm-en mért abszorpcid alapjan, 2ul mintdval. Az RNS tisztasagat
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ugyanezzel az eszkozzel ellendriztik a 230, 260 és 280 nm hulldmhosszokon mért

abszorpcidk aranyainak meghatarozasaval.
4.8  Komplementer DNS (cDNS) szintézise

A total RNS izolalast kovetden cDNS szintézisét végeztik el, random hexamer
primerek felhasznalasaval, RevertAid H-minus M-MuLV reverz transzkriptaz (Thermo
Scientific) enzim segitségével. Reverz-transzkriptdz-mentes kontroll reakciokat is
Osszeallitottunk a reakcio tisztasaganak és a cDNS-ek mindségének ellendrzése céljabol.

1) A reakcioelegy 0sszeallitasa:

. A koncentracigjanak megfelel6 mennyiségli RNS-templat
= 1,3 pl random hexamer
. 13,8 ul végtérfogatra valo kiegészités DEPC-kezelt vizzel.

2) Az Osszeallitott reakcioelegyet 70°C-on 5 percig inkubaljuk, ezutan a
mintakat jégen lehiitjiik.

3) Ezt kovetden az elegyhez hozzdmértiink:

= 2,7 ul DEPC-kezelt viz

= 5 ul reakci6 puffert (5XRT-puffer)
= 2,5l dNTP mix (10 mM)

= 0,5 ul RNase inhibitor (RiboLock)

4) Az elegyet 5 percig 25°C-on inkubaljuk, majd 5 pl kivesziink a mintakbol
az enzim bemérése el6tt. Ezek lesznek a negativ mintak (NTC — non-template control),
melyekhez nem adunk reverz transzkriptazt, igy késObbiekben ellenérizni tudjuk a
reakcidelegy és a mintak tisztasadgat. A pozitiv mintdkhoz 0,5 pl enzimet pipettdzunk.

5) Az dsszedllitott elegyet 1 6rdig 42°C-on inkubaljuk, majd 10percig 25°C-on
tartjuk, végiil 10 perc 70°C-ps inkubalassal inaktivaljuk az enzimeket.

6) Az elkésziilt cDNS-eket -20°C-on taroljuk a felhasznalasig.

4.9  Agaroéz gélektroforézis

A PCR reakci6é soran varhatéoan kaphaté fragment DNS molekula tomegének
megfelelden a reakcidelegyet 1%-os agar6z gélben 60-70 V fesziiltségen valasztottuk el.
Az elektroforézshez 50 ml TBE (TRIS + borsav + EDTA) puffert alkalmaztuk. A
vizsgalni kivant fragmentet a gélbe kevert ethidium bromid interkalalo festék segitségével

tettiik lathatova. (0,5 pg/ml koncentraciéban) UV fény alatt.

4,10 Ellenorzo PCR
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Ahhoz, hogy a CcDNS szintézis soran kapott termék minGségérol
megbizonyosodjunk, sziikség van az ellen6rz6 PCR reakcio elkészitésére. A kisérlet soran,
az UBC18 génre tervezett primerpart hasznaltuk.

1) Els6 1épésként a meglévé cDNS higitasa tortént: 5 ul cCDNS-hez 95 pl steril
deszt vizet adtunk

2) Ezt kovetden Osszedllitottuk a reakcioelegyet 20 pl végtérfogati mintdhoz:

3)

4 ul Taqg-puffer

0,4 pl reverz primer (10 pM)
0,4 ul forvard primer (10 uM)
0,2 ul Tag polimeraz

3 ul steril desztviz

12 pl templat DNS

A PCR reakcid lefutdsat T1 Thermocycler késziilékkel (Biometra) végeztiik a

kovetkezé miikodési protokollal:
* 10 perc 95°C — Tag-polimeraz aktivalasa
40 cikluson keresztiil:
* 30 masodperc denaturacié 95°C-on
* 30 masodperc 60°C-on a primer ¢és a templat hibridizalasa
* 30 masodperc polimerizacid 72°C-on

= 7 perc 72°C — reakcio6 termindlasa



26

Gén génbank ) .
polaritas primer szekvencia méret
szimboluma azonosito
forward 5’-GGAGGCACCTCAGGTCATTT-3’
UBC18* DV48169 197 bp

reverse 5’ATAGCGGTCATTGTCTTGCG-3”

forward 5-GACAACAGCCATCAAGCAGT-3’

Bd2953690 | LOC100844657 117 bp
reverse 5’-ACCACCAAAACGTCAAACAA-3’

forward 5’-CCCTTCAACACGATGACG-3’
Bd2g34520 | LOC100835831 165 bp
reverse 5’-CACCTCCAGGAGCATCTTG-3’

1. tablazat A PCR-hez hasznalt génspecifikus primerek. A * jelel ellatott primer
Shin-Young Hong és munkatarsainak publikacioja alapjan valasztottuk ki és

szintetizaltattuk meg (Hong és mtsai, 2008).
411 RT-PCR

A val6s idejii kvantitativ PCR-reakciohoz 1:45 higitasban hasznaltunk cDNS-t
templatként, LifeTaq SYBR Select Master Mix (Applied biosystem), 5 pmol forward és 5
pmol reverse primer hozzdadasaval, 10 pl végtérfogatban. A reakcio tisztasdganak
ellendrzéséhez templatot nem tartalmaz6 mintédkon is lefuttattuk a programot. A qRT-PCR
reakcio detektalasa ABI Prism 7900 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
segitségével, 96 mintahelyes plate felhasznaldsaval tortént, a kdvetkezd beéllitasokkal: 10
min. 95°C, majd 40 cikluson keresztiil 15 sec. 95°C denaturalas, 1 min. 60 °C annealing.

Az amplifikacié specifikussaganak teljesiiléséhez figyelembe kell venni a qRT-
PCR termékek olvadasi gorbéjét, amin egy jol koriilhatarolt csucsot kell latni (ABI Prism
Dissociation Curve Analysis Software) emellett az agar6z gél elektroforézis vizsgalat

soran a gélben egyetlen, elvart termékméretnek megfelelé méretii savot kell latni.



27

5. EREDMENYEK ES MEGVITATASOK
5.1.  Modszer kidolgozasa az oligonukleotidok gyokerekkel valo felvetetésre

A célunk a sejtosztodas szabalyozasaban és az oldalgyokerek fejlodésének
csak génmodositott illetve mutans vonalakon torténhetett a vizsgalatuk, azonban ezek
létrehozasa, 1ill. keresztezése munkaigényes ¢és lassu. A kisérletek gyorsitasa ¢és
egyszerisitése reményében elkezdtiik az antiszensz oligonukleotidokkal torténd atmeneti
géncsendesités kidolgozasat szalkaperje gyokerek kezelése céljabol.

Elso 1épés az oligonukleotidok gydkerekbe juttatasi modszerének kidolgozasa volt.
Mivel korabban névények esetén sejtszuszpenzidkon és polleneken kiviil csak levelekbe
juttattak oligonukleotidokat, ezért elsé korben mi is azt vizsgaltuk meg, hogy levelek
megsebzésén keresztiil eljuthat-e az oligonukleotid a gydkerekbe. A felvetetési probakhoz
hatastalan oligonukleotidot hasznaltunk fluoreszceinnel jeldlve, azért hogy mikroszkop

alatt kovetni tudjuk az ttjat.

5.1.1. Fluoreszceinnel jelolt oligonukleotidok felvetetése levelekkel

Az els felvételi kisérlet iiveghdzban nevelt 2 hetes ndvények elsd, levagott végi
levelén végeztiikk, azt 20 uM-0s FAM-jeldlt oligonukleotid vizes oldatdba martva. A
levelekrdl sztereomikroszkdp alatt foto késziilt 1, 2, 3 és 5 napos kezelést kovetden. Az 7.
abran jol lathatd, hogy az els6 naphoz képest 5 nap utan sem lattunk hatékonyabb felvételt
levélen keresztiil.

A vagashoz kozeli levélszakaszon gyengébb a FAM z6ld jele. Ennek magyarazata
lehet, hogy a sebzés iddvel elzarodik és ezaltal megsziinik az ODN bearamléasa. Ezért arra
gondoltunk, hogy minden nap friss vagast ejtve a novény levelén jabb mennyiségi

oligonukleotid juthat be, de erésebb jelet, valtozast igy sem tapasztaltunk.



7. abra Fluoreszceinnel jelolt oligonukleotidok felvetetése szalkaperje levelén

keresztiil. A bal oldalon lathaté a novény levele 1 napos, a jobb oldalon pedig 5 napos

kezelés utan. A z61d szin a FAM jelo6léstdl, a piros pedig a klorofilltél szarmazik.

Az 7. ébran jol lathat6, hogy a fluoreszceinnel jelolt ODN a levélen keresztiil a
levél eredési helyének ndduszaig jutott, majd onnan az oldalhajtasba is folytatta az utjat.
Ebbdl az latszik, hogy levélen keresztiil igy nem juttathatjuk el az oligonukleotidot a
gyokerekbe.

A levélen keresztiili oligd aramlas megfigyeléseink szerint a ndvényen beliil
valoszinlileg apoplasztikus, vagyis sejtmembran 4altal hatarolt téren kiviil torténik.

Gyakorlatilag passziv anyagmozgas a koncentracio- és nyomasviszonyoknak megfelelden.

5.1.2. Fluoreszceinnel jelolt oligonukleotidok felvetetése hajtiskezdeménnyel

A levélkezelésekkel parhuzamosan hajtdskezdeményen keresztili ODN
felvetetéssel is probalkoztunk. Az oldatot vékony tlivel juttattuk be az internodium
atszurasaval illetve annak levagdsa utdn a szar belsejébe, de nem jartunk sikerrel. A

mikroszkdpos eredményen lathatod, hogy az ODN nem jutott tovabb a szlras helyétdl.

8. abra Internodiumba injektalt fluoreszceinnel jelolt oligonukleotid oldattal kezelt

szalkaperje fluoreszcens képe
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5.1.3. Fluoreszceinnel jelolt oligonukleotidok felvetetése gyokerekkel
= Foldben nevelt novények gyokerei

Mivel a célunk az, hogy az ODN a gyokérzetig jusson el és ez a levélen keresztiili
felvetetéssel nem valosult meg, igy a kovetkezdkben az oligd felvetetését a novény
gyokerén keresztiil probaltuk.

Az elsé proba sordn kipreparaltuk a gyokeret és belemartottuk a FAM-ODN
oldataba. Az 8. 4bran jol lathatd, hogy két nap elteltével a zold jel a gyokérzettdl a levélig
eljutott.

9. abra A FAM-ODN oldataba martott szalkaperje gyokerek mikroszkopos

felvétele

=  Petricsészében szilard taptalajon nevelt névények gydkerei

A termo6foldben nevelt novények gyokereit nem tudtuk sériilésmentesen
kipreparalni, hogy ezt elkeriiljik a kovetkezOkben petricsészében, szilard taptalajon
neveltiik a szalkaperjét. A kordbbi eredményeink alapjan a levelek megsebzésével tudtuk
felvetetni az oligonukleotidokat, ezért az elsd gyokér kezeléseink soran sebzést végeztiink:
1 cm-t levagtunk a gyokerekbdl és ugy martottuk bele az ODN oldataba. A felvetetést 3
napon at kovettilk mikroszkdp alatt. Az xx. abran lathatd, hogy a levelekbe is feljutott az
ODN.
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10. abra Négyszogletes petricsészében, 1/2 MS taptalajon nevelt ndvények és

kezeléstik (a jobb oldali kép)

11. abra Taptalajon nevelt novények kezelés utani fehér és fluoreszcens felvétele.

Jellemzoen a koleoptilig vagyis a riigyhiivelyig volt lathaté a fluoreszcens jel.

Kivancsiak voltunk, hogy okoz-e valtozast a felvetetésben, ha a gyokereket 1mm-t,
2cm-t levagva és vagas nélkiil kezeljiik. A kovetkezd dbra mutatja, hogy a gyokerek vagas
nélkiil is felvették az oligdt és jelentds eltérés nem volt a 3 féle modszer eredménye
kozott.(12. abra) Ennek alapjan a tovabbi kisérletekben vagas nélkiil kezeltik a

novényeket.

B vagas nelkiil : 1 mm levagva 2cm levagva

12. abra Kiilonb6zd nagysagi gyokérdarab levagasaval kezelt szalkaperje

novények
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Megtigyeltiik, hogy taptalajon nevelt ndvények gydkerei sajnos gyakran belendttek
a taptalajba, aminek az lett a kdvetkezménye, hogy a gyokérre tapadt taptalajtél nem
tudtuk teljesen megszabadulni, ezért a mikroszkopos kezelésnél az agarban feldusult
fluoreszcens ODN jele elfedte a gyokérbe felvett ODN jelét. Bar egyenletesebben
fejlodtek a ndvények, mint a foldben nevelve, a kezelés technikai kivitelezése miatt ez az
ut még mindig nem volt megfeleld.

»  Hoagland vizkulturaban nevelt novények gyokerei

Végiil 1x Hoagland vizkultiraban neveltiik a ndvényeinket, ahol azok egyenletesen
novekedtek és a gyokereik konnyen hozzaférhetdek voltak a kezeléshez. Bar ez a kisérleti
elrendezés viszonylag nagy mennyiségii ODN szintézisét igényelte, egyszerlisége és

hasznalhatosadga miatt ennél a modszernél maradtunk a tovabbi kisérletekhez.

13. abra ELISA platen nevelt szalkaperje

A felvetetési kisérletek soran optimalizaltuk a gyokerek ODN-es torténd

kezelésének koriilményeit.
5.2.  Antiszensz oligonukleotidok tervezése, szintézise és tisztitasa

Antiszensz oligonukleotidok tervezése kovetkezett az altalunk kivalasztott LBD13
¢s LBD15 génekre az anyagok és mddszerek fejezetben leirt modon. A 11. és 12. abran
bejeloltiik a célzott génre tervezett AS ODN-ek kot helyeit, illetve a 2. tablazatban

olvashatok a szekvenciaik.
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ATGCTACAGAGTGAC AGGAGCATGAE CTAGGAAAGRAGATCAAG GGCFGCGGCAGCGGAGG
CTGACCGGATGA GCGCGGAGGAGCAGCAGCAGCCAGCTGCCGGCAGCGGCAGCGGCGGGLGCAGGGCC

AGGATCGGCGCCCTTCAACACGATGACGCCGTGCGCGGCGTGCAAGCTGCTCCGGAGGCGGTGCGCCCAGNE
GEBEETTCTCGCCCTTCTTCTCTCCGCTGGAGCCGCACAAGTTCGCCTCCGTGCACAAGGTCTTCGGCGCCAGCAAC
GTCTCCAAGATGCTCCTGGAGGTGCACGHIBICCAGCGCGICG CG GCCAACAGCCTGGTGTACGAGG CGAA
116 CGGCTCACCCGGTCTACGGCTGCATGGGCGCCATCCTCACGCTCCAGCAGCAGGTGCACGCCCTCGA
GGCCGACCTCGCCG CACTCCGCGCCO\GATC(‘AGCTCCACCACCACAAAGCCTC
CGCCCTCCTCCTCCGGCTACCGCCGGCAACAACG TGCCCAGCAACGTG CTREEETCGTCGCACGCCTCCCAGCTCCT
CGCAGCCGCCGCCGCCGCCTCGACCGCCGGACCAGCAAGGGCGGCGCAGGCCGCGGCGGCGATGGGGCCTGCTG
CTTCCGCTTCGTCCTCCACGACGGTG TACGCCGCGGCG TCCAGCTCCACGGACTACAGCTCCATAACCCACGAGAA
TGTTCCCTARMICGGTTGATGCTGCRTIBAGTTGTAGTGTAGTGTAATG TGACTG TTGTTGRIICTTGGATG TAATTT
1eTcTreiimmAcTAcCHifcAccTTilAc AT T AaaTAAACGGRTG CTAGTTCTIlTG GTCCTGGAAC

T TCATGAATTGCACTCIIIGAAGGTG TGACTTG IIIAGAAATGACAGATG TTCATGGTTGGATGTTGATTA
Bl caTGCAAACCTGCAAACATTCATGTTCAAATTCATTCTTG T

14. abra Az LBD13 DNS egyszalu szakasza, amelyen a tervezett oligonukleotidok
kotddési helyei kékkel bekeretezve lathatok. Az erdsitd motivumok pirossal, a gyengitok
zolddel kiemelve lathatok.

CTCTCCATCTCCCAAGCGAGGEEMBCATGCCTCTATGTCCA
"ACTCGATGAGATCGGCAAGAAGATCAAGCGHEEBCCGGACGGCGCCGCCGCCGT
CGCCGGAGGITITGTABICTCCTCATCCTCACCGGTCGACCACCACGTGTCCC
GGCGCATGGTCCTCGGCGGCGEEEECAACACCGCGABEEEGTGCGCCGCGTGCAA
GCTCCTCCGCCGGCGCTGCGCCCACEBIGECEETTCGCGCCCTACTICTEEEEGC
ACGAGCCCAACAAGTTCGCCGCCGTCCACAAGGTCTTCGGCGCCAGCAACGTICTC
CAAGATGCTCCTGGAGGTGCCGGAGGCGGHENG CGACGCGGCGAACAGCCT
GGTGTACGAGGCGAACCTGCGGCTGCIHBEEC CCGGTGTACGGCTGCATGGGCGC
CATCTCGGTGCTGCAGCAGCAGGTGAGCGCGCTGGAGGCCGAGCTGGAGGCCGT
CAGGGUAGAGATCTTCAAGCACAGTACCGCCAGGCCAGCAGCCTCANBBECGG
CGGAGACGACGCAGGERICATGCAGGEEEETGCCANMMEGATGCCGCCGGTGCAC
GCCGCGGACGACGACGTGGTGTCCEINGGCGGCGGCEEECAAGGCCAAGAT
GTAATA BIlC GGCATTCCGIEBEE CGCCGCCCACGGTGTATGCGGCGACCGGA
CAACAGCCATCAAGEAGTACTGCTGCTGATGACTACGGCTCCCTCAACACAAGTG
“AGCATGGIGCAJFACEFIGGTTGATCGACATATGCATGGATFIGETIGACGITITGHE
EEETTGAGATCGATCGCGAAATTAATTAACCCEEEEATAATIAAACTGCGTGCAA
G_ACTCTCTATATATCTCTTGTCTTAACTTGG
EIEE A AAAAATTGTIEGTGATGTATCTGTCCTTGARTICCTIGTAAGTGTCCART
EGTGCTTGCTCCATTAACTTGATTAATTGGIIIGTGTG TGCTIATTCTIMGCCTAG
AACTCTTGCTFIGTTGACTGTAGTAGGATACTATCTAAGTACCCATATTITG|

15. abra Az LBD15 DNS egyszalu szakasza, amelyen a tervezett oligonukleotidok
kotddési helyei kékkel bekeretezve lathatok. Az erdsitd motivumok pirossal, a gyengitok
zo6lddel kiemelve lathatok.

A megtervezett antiszensz oligonukleotidokat a kdvetkezo tablazat foglalja dssze.

Minta jele A tervezett AS ODN szekvenciak | nmol/OD oD nmol
13 10 TCATGC TCC TGC CAGTCACT 5,73 21,66 86,81
13 40 GCCGACTCCCGCTTGATCTT 5,81 15,0 87,15

13 495 CTCTGG GTG TGT TGC TGC TG 5,75 18,72 107,59
13 940 CATCTGTCATTT CTAACTCC 5,62 24,87 139,77
15 43 CAT CGAGTCTCTCCCTCTCT 5,90 19,81 116,88
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15_497 CTGTGCTTG AAG ATC TCT 6,11 19,21 117,37
15 756 TGC ACCATGCTCACT TGT GT 5,62 25,09 141,00
15_904 TCC ACAGCC ATATCT ATTTC 5,43 23,72 128,80

scr GGC GGC TAACGCTTC GA 6,82 28,29 195,98

2. tablazat Az LBD13 ¢és LBD15 mRNS-re tervezett AS ODN-ek szekvencidja €s
hozama tisztitas és Na-csere utan

A tervezést az oligonukleotidok szintézise, tisztitasa és ioncseréje kovette.
5.3. A szalkaperje gyokerek kezelése AS ODN oldattal

A kezelésekhez egy hétig ELISA platekben neveltiik a ndvényeket 1x Hoagland-0s
oldaton. A nevelés utan kicseréltiik a tdpoldatot az AS ODN 20 puM-os oldatara. Ahhoz,
hogy meg tudjuk mondani milyen mértékli géncsendesitést értiink el, meg kell
hataroznunk RT-PCR-ral a célzott mRNS mennyiségét. Ehhez 2 nap kezelés utan a
gyokerekbdl littum-kloridos médszerrel total RNS-t izolaltunk. A mindségiik ellenérzése
céljabol megnéztiikk oket agardz elektroforézisssel. A foton lathatd, hogy a mintahelyek
kozelében, a nagy molekulatomegili tartomanyban nincsen szennyezd nukleinsav, igy
ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy nincs genomi DNS szennyezddés, tehat nem volt sziikség
DNaz kezelésre. A 26S ¢és 18S riboszomalis RNS-ek (melyek az 6ssz-RNS preparatum
dont6 tobbségét adjak) jol lathatd savjai alapjan megallapitottuk, hogy az RNS-ek nem

degradaloddtak jelentds mértékben, mindségiik megfelel a tovabbi kisérletekhez

13_10 13_940 13_495  Scr 1543 15 497 15_756 15 904 H.0

16. abra Az izolalt RNS-ek gélelektroforézis futtatasanak képe
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Minta | Koncentracio
260/280arany | 260/230arany
azonosito6 (ng/pl)

13 10 8,9 1,92 1,53
13 940 369,7 2,02 2,05
13 495 392,6 1,81 2,32

SCR 467,5 1,92 2,22

15_43 352,1 1,95 2,22
15 497 349,5 1,98 2,17
15 756 674,1 1,94 2,26
15 904 380,5 1,94 2,23

H,O 851,8 1,97 2,40

3.tablazat A kezelt gyokerekbdl izolalt RNS-ek mennyisége €s tisztasaga. A 260/280
hulldamhosszon mért abszorpciok aranyabol a fehérje, a 260/230 aranybol pedig a

poliszacharid szennyez6dés mértékére lehet kovetkeztetni.

A tablazatbol lathat6, hogy a 13 10-es minta kivételével az izolalt RNS-eknek
mind a mennyisége, mind a tisztasaga Kielégitd a tovabbi kielégité a CDNS
szintetizalasahoz. Ezutan elvégeztiink az ellenérz6 PCR-t a mintdk tisztasaganak

szempontjabol.
5.4. Kvantitativ PCR-rel végzett kisérletek kiértékelése

A vizsgalt gének relativ transzkripcios szintjét a specifikus primerek hasznalataval

nyert adatokbél 244

modszerrel hatdroztuk meg. ( Livak és Schmittigen, 2001.)A
normalizalashoz az UBC18 ubiquitin-konjugald enzim génnek a transzkripcios szintjét
vettiikk alapul belsé referenciaként és azODN-nel nem kezelt, vagyis csak hoaglandos
oldatban nétt gyokerek transzkript mennyiségéhez hasonlitottuk a génekkel szemben

tervezett ODN-ekkel, illetve a scramble oligoval kapott értékeket

5.4.1. LOBI3 expresszios vizsgdlata

A Bd2g34520 altal kodolt LBD13 mRNS gyokerekben kvantitativ PCR-rel mért
relativ expresszids szintjeit a 4. tdblazat tartalmazza és az 1. diagram szemlélteti. A
génkifejez0dés mértékének Gsszehasonlitdsara a scramble oligdval kezelt €s a vizben nott

kultarédkat vettiik viszonyitasi egységnek.
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) Reverenciagén
Minta LOB13 Ct AAC
Ct értékének ACt AACt 2N-(AACH
roviditése értékei
atlaga
13 10 23,46639 25,70851 2,242116 -0,83812 1,787724
13 495 23,41125 26,29592 2,884666 -0,19557 1,14518
13 940 22,7246 25,51792 2,793321 -0,28692 1,220032
scr 23,29531 26,66942 3,374106 0,293865 0,815714
H20 22,90611 25,98635 3,08024 0 1

1. diagram A LBD13 mRNS relativ expresszios szintjének valtozasa az két napos
AS ODN kezelések hatasara

A diagramon azt latjuk, hogy a LBD13 mRNS relativ expresszioja 1-nél nagyobb
volt az oligoval kezelt mintak esetén. Ennek a furcsa jelenségnek az értékeléséhez

biologiai ismétlések sziikségesek

4.tablazat A LOB13 mRNS expresszios szintje két napos kezelés utan

Relativ expresszio
[EnY

2
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©

==
A o

=
N

e o
o

o
>

o
[N}

o

13-10-root

13-495-root

13-940-root

Minta

scr-root

H20-root

5.4.2. LOBIS5 expresszios vizsgdlata

A Bd2g53690 éaltal kodolt LBD15 mRNS gyokerekben kvantitativ PCR-rel mért

relativ expresszids szintjeit a 5. tdblazat tartalmazza és az 2. diagram szemlélteti
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) Reverenciagén
Minta LOB15 Ct AACH
Ct értékének ACt AACt QN-(AACH
roviditése értékei
atlaga
15 43 23,24966 29,82712 6,577455 | 0,750214 | 0,594515
15 497 23,74692 30,19288 6,445956 | 0,618716 0,65125
15 756 23,9225 29,76471 5,842212 | 0,014971 | 0,989676
15 904 23,35075 28,59019 5,239443 -0,5878 1,502951
scr 23,35957 29,22909 5,869524 | 0,042283 | 0,971117
H20 23,13449 28,96173 5,82724 0 1

5.tablazat A LBD15 mRNS expresszids szintje két napos ODN kezelés utan

jI|I|E

15-43 15-497 15-756 15-904

1,6

1,4

=
= N

~

Relativ expresszid
o o 9o 9
o N A O o
1

LOB15-6s mintak

2. diagram A LBD15 mRNS relativ expresszios szintjének valtozasa az két napos
AS ODN kezelések hatasara

A 2. diagramon lathato, hogy a 15 43 és a 15 497 ODN-nel kezelt gyokerekben az
LBD15 mRNS mennyisége kisebb, mint a kontrollnak hasznalt scramble és csak vizzel
kezelt ndvények transzkript mennyisége. Ezt a csokkenést azonban nem tekinthetjiik még
szignifikans valtozasnak, mert a 904-es ODN esetén hasonldo mértékii, de pozitiv iranyu
véltozas lathatd. Annak eldontéséhez, hogy valoban tortént-e géncsendesités, az LBDI15
esetén is biologiai ismétlések sziikségesek.

Mivel a LOBI15 legerételjesebb kifejezddése azonban a generativ szervekben ¢€s a
fejldodd magokban figyelheté meg, igy megvizsgaltuk a csendesités mértékét a

hajtaskezdeményekben is. (Gombos Magdolna, 2012.)
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) Reverenciagén
Minta LOB15 AACH
Ct értékének ACt AACt 2N-(A4C0
roviditése Ct értékei
atlaga
15_43 levél 24,65744 30,70895 | 6,051509 | -0,97942 | 1,971672
15_497 levél 25,50767 30,76262 | 5,254956 | -0,46146 | 1,376938
15_756 levél 23,72062 32,21311 | 8,492486 | 1,461558 | 0,363101
15_904 levél 24,13909 30,1095 |5,970411 | -1,06052 | 2,085679
scr levél 24,24894 29,96536 | 5,71642 | -1,31451 | 2,487176
H2O0 levél 24,41418 31,44511 | 7,030928 0 1
6. tablazat LBD15 mRNS expresszios szintje hajtaskezdeményekbenkét napos AS
ODN kezelés utan
3
2,5

N

[any

relativ expresszio
=
(03]

o
(2}

O|I.||[

15-43-leaf 15-497-leaf 15-756-leaf 15-904-leaf  scr-leaf H20-leaf

Levélbdl vett mintak

3. diagram A LBD15 mRNS relativ expresszios szintje két napos AS ODN-nel

kezelt hajtaskezdeményekben

A diagrambol az lathaté, hogy a pozitiv irdnyt eltérések miatt nem
kovetkeztethetiink géncsendesitésre a 15 756-os kezelésnél sem, még akkor sem, ha a
transzkript mennyisége 64%-kal kisebb a scrambled és H2Okezeletlen kontrollokhoz
képest.

5.4.3. IdJd fiiggvényében vizsgalt géncsendesités
Kovetkez6 mintasorozatnal az oligonukleotidokat nem steril vizben oldottuk fel,

hanem 1-szeres Hoagland oldatban, hogy az oldat egyéb Osszetevéiben bekovetkezd
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esetleges valtozas hatasat kikiiszoboljiik. Ezutan a novényeket a LOB13 mRNS-re
tervezett (13MIX) és a LOB15 mRNS-re tervezett (15MIX) oligonukleotidok keverékével
kezeltiik az id6 fiiggvényében. Fél, 1, 2 és 3 napon keresztiil hagytuk az ODN-o0s oldatban,
majd RT-PCR-rel vizsgaltuk a transzkript mennyiségét. A génkifejez0dés mértékének
viszonyitasi alapjaul O.-napon is izolaltunk RNS-t a névények gyokereibdl, ezek nem

voltak antiszensz oligonukleotidokkal kezelve.

o Kezelés a LBD13-ra tervezett oligonukleotidok keverékével

A kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy a kontrollnak hasznalt,
antiszensz oligonukleotiddal nem kezelt Hoagland-os mintanak és a LOB13 Mix-el kezelt
mintanak hasonlo lefutasi gorbéje van az id6 fliggvényében. Fél napndl mindkettd
transzkript szintje megemelkedett, ami feltevésiink szerint lehet azért is, mert a LBD13
génnek valtozik az expresszids szintje az id6 fliggvényében. A masik lehetséges ok az,
hogy a fél napos kezelésbol kora reggel vettiink mintat, az egész napos kezelésekbol pedig
délutan. Mivel az LBD13 gén expresszidjanak napszak szerinti valtozasat még senki nem
vizsgalta, igy akar fény/sotét szabalyozas, akar cirkadian ritmus is okozhatja a kimutatott
valtozast.

Mivel a scramble lefutasi mintazata nem hasonlit a masik kettd mintaéhoz, emiatt
biologiai ismétlés nélkiil, egyértelmiien nem mondhatjuk ki az atmeneti géncsendesités
sikerességét, annak ellenére, hogy a harmadik napon mar nagy kiilonbség figyelheté meg

a Hoaglandos kontroll és a 13-as MIX-vel kezelt mintabol izolalt transzkript mennyiségei

kozott.
) Reverenciagének
Minta LOB13 Ct AACE
Ct értékének ACt AACt 2N-(AACH
roviditése értékei
atlaga
0-nap 23,71127 27,74027 | 4,029007 0 1
13-0,5 23,19409 2555905 | 2,364957 | -1,66405 3,169048
13-1 23,3657 27,29399 | 3,928295 | -0,10071 1,072302
13-2 22,85155 26,19125 | 3,339697 | -0,68931 1,612512
13-3 23,10187 26,28846 | 3,186591 | -0,84242 1,79305
scr-0,5 23,5379 28,1874 4,649503 0,620497 0,650447
scr-1 22,8821 25,80421 2,922108 -1,1069 2,153821
scr-2 22,76291 25,66113 2,898216 -1,13079 2,189787
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scr-3 22,78681 26,2413 3,454488 | -0,57452 1,489181
H,0-0,5 22,71035 25,351 2,640657 | -1,38835 | 2,617791
H,O-1 22,63731 26,21694 | 3579629 | -0,44938 1,365451
H,0-2 22,88398 25,39127 2,507285 | -1,52172 2,871336
H20-3 22,90847 2518476 | 2,27629 -1,75272 | 3,369925

7. tablazat A LBD13 mRNS relativ expresszids értékeinek valtozasa az id6

fliggvényében a LOB13Mix ODN kezelés hatasara

4
3,5
s 3 A _
2 25 /A\ // —+—LOB 13 MIX
g 2 // \ F—7LK —=—scr
E 1,5 // X / )><‘F—A—hoagland
205
0
0 0,5 1 2 3
day

4. diagram LBD13 mRNS relativ expresszios értékeinek valtozasa az ido
fliggvényében a LOB13Mix ODN kezelés hatasara

° Kezelés a LBD15-re tervezett oligonukleotidok keverékével

A LBD15re tervezett antiszensz oligonukleotidok keverékével kezelt gyokerekben
mért relativ expresszios szinteket a 8. tablazat foglalja ssze.

Hasonld mértekli expresszio-valtozasok tapasztalhatok a LBD15-0s keverék
hasznalatakor is. A Hoagland-os ¢és a LOBI5-ODNmix kezelések transzkript
mennyiségeinél is megfigyelhetd a harmadik napon egy mintegy kétszeres kiilonbség. Az
LBD13-as kezeléshez viszonyitva eltéré a scrambled ODN-s kezelés lefutasi gorbéje.

Errdl kovetkeztetést csak biologiai ismétlések utan lehet levonni.
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) Reverenciagének
Minta LBD15 AACt
Ct értékének ACt AACt 2N-(AACY
roviditése Ct értékei
atlaga
0-nap 23,10325 30,92722 7,823966 0 1
15-0,5 24,21601 30,14989 5,933885 -1,89008 3,706559
15-1 23,79782 30,26354 6,465716 -1,35825 2,563739
15-2 23,03744 29,09158 6,054145 -1,76982 3,410117
15-3 23,95658 30,04855 6,091971 -1,73199 3,321868
scr-0,5 23,78452 30,45179 6,667275 -1,15669 2,229455
scr-1 23,12502 29,31909 6,194069 -1,6299 3,09491
scr-2 23,16424 29,26314 6,098901 -1,72507 3,30595
scr-3 23,00264 29,32192 6,319272 -1,50469 2,837645
H,0-0,5 22,99387 28,53839 5,54452 -2,27945 4,854915
H,0O-1 23,06031 29,92569 6,865379 -0,95859 1,943406
H,0-2 23,05749 29,40122 6,343728 -1,48024 2,789947
H,0-3 23,48515 28,96931 5,484162 -2,3398 5,062339
8. tablazat LBD15mRNS relativ expresszids értékeinek valtozasa az 1d6
figgvényében aLOB15Mix kezelés hatasara
6
5 A
c /
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3 ——LOB15
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o
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5. diagram LBD15 mRNS relativ expresszios értékeinek valtozasa az id6

fliggvényében aLOB15Mix kezelés hatasara
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5.5. A LBDI13 és LBD1S gének expressziojanak osszehasonlitasa

Az LBDI13 ¢és LBDI5 gének expresszidjanak valtozasait antiszensz
oligonukleotidok hatasara csak biologiai ismétlések utan tudjuk értékelni, ugyanis a
kiilonboz6 helyre kotddd oligonukleotidokkal torténd kezeléseknél nagymértékii pozitiv
iranyl expresszids valtozasokat is tapasztaltunk. Azonban az AS ODN keverékeivel valo
kezelés id6 fliggvényén a harmadik napnal tapasztalt transzkript mennyiségének
csOkkenése biztatd a tovabbi kisérletek folytatdsdhoz, reprodukalhatésdganak igazolasa a
jovoben feltétlentil sziikséges.

A bioldgiai ismétléseken tul tisztaznunk kell a LBDI13 és LBDI15 gének
expressziojanak 1dotdl és napszakoktol valo fliggését is. Természetesen tovabbra is fennall
annak a lehet6sége is, hogy az LBD gének esetén csak fehérje szinten lathatunk
csendesitést, mRNS szintjén nem, azonban a LOB domén fehérjék mennyiségének

mérésére jelenleg még nincs lehetdség.
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OSSZEFOGLALAS

A mezOgazdasag szdmara egyre nagyobb kihivast jelentenek az élelmiszer-
termelés fenntarthaté noveléséért folytatott kiizdelemben a ndvekvd népesség, a véges
termofoldteriiletek és a szélsOséges éghajlatvaltozas. A ndvénybioldgiai kutatas egyike
azoknak az eszkozoknek, amelyek segithetnek e kihivasok lekiizdésében. Mivel
Europadban a leger6ésebb a bizalmatlansdg a genetikai modositott ndvényekkel
kapcsolatban, igy més alternativat is célszerli kidolgozni és alkalmazni.

A vilag népessége tovabbra is folyamatosan ndvekszik és a mezdgazdasagnak
ezzel 1épést kell tartania. Emellett a szélsdséges 1ddjarasi viszonyok is dontéen nehezitik a
mezdgazdasag dolgat. Ezért sziikséges olyan fajtadk nemesitése, amelyek jol toleraljak a
vizellatasbeli ingadozast ¢és emellett stabilabb terméshozamot produkalnak.
Kutatdmunkank soran a gabonaféléket emeltiik ki, mint alapvetd, nélkiilozhetetlen
taplalékunkat.

Gabonanovényeink komplex genetikai allomannyal rendelkeznek és relativ hossza
tenyészidejiikbol adddéan nem lehet hatékonyan ¢és gyorsan tanulméanyozni a
fejlodésbiologidjukat. Sziikségiink van egy olyan modellrendszerre, aminek rovid
tenyészidejével  és egyszerli  felépitésével = megismerhetjik  bonyolultabb
gabonandvényeink életmitkddéseit is.

Munkénk soran, egy olyan modellszervezetet valasztottunk, amely szoros
rokonsagban all a gabonandvényeinkkel. A szalkaperje (Brachypodium distachyon) a
buzdhoz hasonldéan a pazsitfiifélék (Pooideae) alcsaladjaba tartozik és kedvezd
tulajdonsagai kozé sorolhatjuk, hogy az ismert fliféelek kozil az egyik legkisebb
genommeérettel rendelkezik, rdadasul sokkal kozelebbi rokona a kaldszos gabondinknak,
mint a rizs.

A széalkaperjén végzett kutatasok egyik fontos kérdése, hogy a gabonafélék és a
fiivek hogyan alakitjdk at a gyokérzetiik felépitését a korlatozott vizellatdshoz valo
alkalmazkodasuk soran. Ezt a szervfejlodésben szerepet jatszO LATERAL ORGAN
BOUNDARY DOMAIN (LOB-domén, LBD) transzkripcids faktorok tanulmanyozasaval
szeretnénk megérteni.

Az LBD gének egy ndvényspecifikus, konzervalt géncsalad tagjai, melyek a
legkiilonb6zobb fejlodési folyamatokban vesznek részt. Az altalunk vizsgalt két gén, az

LBDI13 ¢és az LBD15szerepe egyrészt valdszintisithetd a sejtosztodds szabalyozéasaban,

crer
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A génmodositas egyik alternativ modszere az antiszensz oligonukleotidokkal valo
atmeneti géncsendesités, amivel a LOB-domén transzkripcidés faktorok miikodését
céloztuk megvaltoztatni. Az antiszensz oligonukleotidok (AS ODN) olyan 15-20
nukleotidbdl all6 egyes szalu szintetikus nukleinsav molekuldk, amik a hirvivé vagy mas
néven messenger RNS-ek hozzaférhetd szakaszaval komplementer szekvencidjuak és
ezaltal képesek specifikusan kapcsolodni hozzajuk. Ennek a moddszernek egyik nagy
elonye, hogy az antiszensz ODN-kal kezelt ndvények nem lesznek genetikailag
modositottak, igy a GMO-k korili vitdk semmilyen moédon nem érintik ezeket a
kutatasokat.

A szalkaperjén valo sikeres géncsendesitéshez eldszor ki kellett dolgozunk egy
olyan moédszert, amivel a modositott oligonukleotidok a névény gyokereinek a sejtjeibe
jutnak. Ezutdn az antiszensz oligonukleotid tervezése és szintézise kovetkezett, amit a
szalkaperje gyokerek kezelései €s az elsd eredmények kiértékelése kovettek.

Az atmeneti géncsendesités mértékét gy hataroztuk meg, hogy a kezelt
gyokerekbdl RNS-t izoldltunk, majd meghataroztuk azok mennyiségét valos ideji
kvantitativ PCR-ral. Célkitiizésiinkben két homolog LBD gén, a Bd2g34520 (LBD13) és a
Bd2g53690 (LBDI15), transzkripciés szintjét probaltuk csokkenteni antiszensz
oligonukleotidokkal. A tervezett ODN-kal vald csendesités mértéke a jelenlegi
eredményeink alapjan nem hatdrozhat6 meg. Azonban az AS ODN keverékeivel valo
kezelés 1d0 fliggésében a harmadik napnal tapasztalt csokkenések a transzkriptek
mennyiségében, biztatdak a tovabbi kisérletek folytatdsdhoz.

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy lehetséges az 4atmeneti
géncsendesités antiszensz oligonukleotidokkal, de a megbizhat6 eredmény eléréséhez
tovabbi finomitas szilikséges, emellett az eddigi eredmények bioldgiai ismétlését érezziik

fontosnak a kovetkezd kisérleteinkben
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ROVIDITESJEGYZEK

A —adenin

AS ODN -antiszensz oligonukleotid

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

C —citozin

cDNS — complementary DNA - kiegészité vagy komplementer DNS
DEPC — dietil-pirokarbonat

DNS — dezoxiribonukleinsav

EDTA — etilén-diamin-tetraecetsav

G — guanin

GM- genetikailag modositott

HPLC — nagy teljesitményti folyadékkromatografia

MRNS — messenger RNS — hirvivo RNS

MS — Murashige & Skoog

ND — Nanodrop

OD  optikai stirliség (d= density)

ODN- oligonukleotid

PCR — Polymerase Chain Reaction — Polimeraz Lancreakcio
Rnaz — ribonukleaz

RNS — ribonukleinsav

RT PCR — REAL TIME PCR-val6s idejti polimeraz lancreakcio
SDS — sodium dodecil szulfat

T —timin

TF-transzkripcids faktor
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