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Osszefoglalas

A sziirkenyar (Populus x canescens) gst (glutation S-transzferdz) génexpresszidjat
noveltik meg DHAC-indukalt (5,6-dihidro-5'-azacitidin ~ hidroklorid) DNS-
demetilacioval. Harom klént vizsgaltunk, a természetes (WT) és két glutation-
taltermelé 35S-gshl nyarfaklont (11ggs, 6lgl) RT-gPCR elemzésben. A gst gén
megemelt expresszids szintje a DHAC-kezelt kontroll novényekben 4,9-szeresre
emelkedett, amely tovdbb nétt paraquat stresszben (11,2-szeres), amely eredmény azt
bizonyitja, hogy a DNS demetiliciéjaval az endogén gének expresszids szintje
nagysagrendekkel emelhetdé meg. Ismert, hogy a DNS demetilicié a vegetativ
klénokban o6roklédik (epigenetikus memoria), ezért a demetildcids eljards (gén up-
regulacid) 4j lehetdséget ad stressztlird nyarfaklénok eldallitasara.

Summary

In the study presented gst (glutathione S-transferase) gene expression levels of
poplar (Populus x canescens) were analyzed in response to the DNA demethylating
agent DHAC (5,6-dihydro-5'-azacytidine hydrochloride). Aseptic leaf discs cultures of
wild type (WT) and two gshl-transgenic clones (6/g/ and 11ggs) clones were analyzed
by RT-qPCR. High expression levels of DHAC treated control plants (4.9-fold
increment, and a further 11.2-fold increment after paraquat treatment) proves that DNA
demethylation provides powerful tools in gene-upregulation. As DNA methylation
patterns are inherited (‘epigenetic memory’) novel poplar plant sources are provided
with increased gst gene expression levels.

Bevezetés

Az ontogenezis sordn a kiilonbozé fejlodési szakaszokban expresszalodd
gének ki vannak téve a gén-csendesités (gene silencing) hatdsdnak, amely
elsdsorban a DNS metildciéjan keresztiil megy végbe a DNS metiltranszferaz
(CMT) enzimek katalizisével (WOLFFE & MATZKE, 1999). A DNS citozin
nukleotidjanak metildciéja 5S-metil-citozinnd (5-mC) egyben a ndvények
természetes molekuléris védekezési mechanizmusa (LINN et al., 1990), valamint
kromoszoma szervez0dési folyamata (ld. hiszton metiltranszferazok)
(CHANVIVATTANA et al., 2004). Az ellentétes irdnyud folyamatokban, a CMT-
inhibitor kezelésekben, a ndvények metilacids szintje csokken, dj metildcids
mintdzat alakul ki, és az elhallgattatott gének reaktiviciéja megy végbe
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(FINNEGAN et al., 1998; FINNEGAN & KOVAC, 2000; GOFFIN & EISENHAUER,
2002; HORVATH et al., 2003).

Vizsgalatainkban a gst gén aktivacidjat (up-regulacid) értiik el a DNS
metiltranszferaz (CMT) enzim gatldsan keresztiil hat6 DHAC (5,6-dihidro-5'-
azacitidin hidroklorid) (SHEIKHNEJAD et al., 1999) alkalmazisdval. Harom
nyérfaklont vizsgéltunk, a 11ggs és 6lgl 35S-gshl klénokat (GULLNER et al.,
2005; GYULAI et al., 2005; BITTSANSZKY et al., 2007), valamint a természetes
(WT) klént. A génexpresszié mérésére reverz transzkripcids kvantitativ PCR-t
(RT-gPCR) alkalmaztunk.

Anyag és modszer

Novényanyag: A vizsgdlatokhoz a sziirkenydrhibrid (Populus tremula x
Populus alba = Populus x canescens) klonjait alkalmaztuk (INRA N° 717-1-
B4) (ARISI et al., 1997; NOCTOR et al., 1998). A klonok felnevelését in vitro
végeztiik (KISS, 1999). A levélkorong tenyészetet GYULAI et al. (1995, 2005)
moédszere szerint végeztik 2 % szachardzzal kiegészitett WPM taptalon. A
paraquat kezelést 4 x 107 M koncentriciéban, a DHAC-kezelést 10" M-ban
alkalmaztuk (BITTSANSZKY et al., 2005a, b; 2006; 2007a, b). A tenyészeteket
22+2°C -on, 16 h fény (40 uEm’s™) / 8 h s6tét fotoperiédus mellett, 7 napon
keresztiil inkubaltuk.

In vitro tdptalajok: A nyarnovények in vitro fenntartdsidhoz, mikro-
szaporitdsdhoz, valamint a stressz kisérletekhez WPM (Woody Plant Media)
tdptalajt (LLOYD & MCCOWN, 1980) haszndltunk. A hajtdsregenerdlashoz,
valamint a levélkorong-tesztekhez a taptalajt novényi hormonokkal egészitettiik
ki: 1 mg/l benziladenin, 0,2 mg/l naftilecetsav. A tiptalajok pH értékét 5,6-5,8
kozé allitottuk be, autoklavozassal sterilizaltuk (GYULAIL 2007; GULLNER et al.,
2005).

Molekuldris médszerek. DNS-izoldlds: Genomikus DNS izolalast 0,1 g friss
levélszovetbdl végeztik CTAB (cetil-trimetilamménium-bromid) extrakcids
pufferrel. RNS izoldlds, ¢cDNS szintézis: Az RNS izoldlast Absolutely RNA
Miniprep Kit-tel (# 400800, Stratagene, USA — Biomedica, Hungary) végeztiik.
A kivont RNS mintdk mindségét és mennyiségét (2 ul RNS) NanoDrop ND-
1000 UV-Vis spektrofotométerrel (NanoDrop Technologies, Montchanin, DE,
USA - BioScience, Budapest, Hungary) hatdroztuk meg. cDNS szintézis. Az
egyszali cDNS-t az mRNS templaton reverz transzkripciéban oligo(dT)g
primer alkalmazédsaval szintetizatuk (Fermentas — Biocenter (Szeged, Hungary;
# K1622). A reakcidt 20 pl végtérfogatban végeztiik, a reakcidelegy tartalma a
kovetkez6 volt: 3 pg totdl RNS; 0,5 pg oligo(dT),g primer; 1x puffer; 2 mM
dNTP mix; 20 egység RiboLock ribonukledz inhibitor; 200 egység RevertAid
M-MuLV reverz transzkriptdz. A cDNS szintézist 42°C-on 60 percig végeztiik,
majd a reakciét 70°C-on 10 perces reakcididdvel allitottuk le. Primerek: A
c¢DNS (2,5 pl) mintdk génexpresszids analiziséhez gén-specifikus primereket
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terveztiink a ,, Primer3” program segitségével (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi). A gst génszakaszra (232 nt): az 5’-aca aga aag
agc c(a/g) ttc ¢ -3’ / 5’-agc tcc cag ttc agc ttt ga-3’ primerpart alkalmaztuk.
Belsé kontrollnak a konstitutivan expresszdlédd a-tubulin gén expresszidjat
mértiik az 5°-taa ccg cct tgt ttc tca gg-3’ / 5’-cct ggg gta tgg aac caa gt-3’
primer-par alkalmazdsaval. Ct értékek (threshold cycle): A vizsgalt gének
expressziGs szintjeit a 27*“" mddszerrel hatdroztuk meg (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001). Ct értékek: A felszaporitott PCR termék kiiszobérték
ciklusszdmat (threshold) fluoreszcencia értékeit (Ct) manudlisan hatdroztuk
meg. ACt értékek: Minden cDNS reakcié ACt értékeit a (Ctyy - Ctappuin,) képlet
alapjan kalkulaltuk, majd a ACt értékek atlagait (atl. ACt,e,) hatdroztuk meg.
AACt értékek: AACt étékek meghatdrozdsa soran a kezelt mintdk (atl. ACtgs,.
rezel) €rtékeit a kezeltetlen kontrollhoz (atl. ACtyen keseleren) Normalizaltuk (4tl.
ACtgenkeretc - atl. ACtgenkeseletien). Mind a reakcié kalibraciéjdhoz, mind a
kvantifikdldsghoz a cDNS-bdl tizszeres higitdsi sorozatot (1, 107, 107, 107
készitettiink, és NTC-t (nem-DNS templét kontroll) alkalmaztunk.

A GST enzimaktivitas mérése: A GST enzimaktivitds méréséhez a
fagyasztott levélmintdkhoz 1:6 ardnyban 0-4°C-os 0,2 M TRIS/HCI puffert (pH
7.8) adtunk, amely 3% oldhat6 polivinil-pirrolidont és 0,1 mM EDTA-Na,-t is
tartalmazott, majd a mintdkat elohiitott dorzsmozsarban eldorzsoltik. Az igy
kapott szuszpenziét centrifugaltuk (10 000 g, 20 perc, 4°C). A feliiltisz6 aliquot
mennyiségeit haszniltuk az oldhaté fehérjetartalom és az enzimaktivitds
méréséhez. A GST enzimaktivitisokat spektrofotometrids moddszerrel
hatdroztuk meg. A mérés sordn szubsztratumként 1-kl6r-2,4-dinitrobenzolt
haszndltunk, ¢és az enzimreakciéban keletkez6 termék (konjugdtum)
abszorbancidjat kovettiik 340 nm-en (GULLNER et al., 2005).

Eredmények és megvitatasuk

A novény szdmdra mérgezd exogén vegyiiletek lebontdsa harom 6 1épésben
megy végbe. A mérgezd anyag el6szor aktivalddik, rendszerint hidrolitikus
vagy redox folyamatok révén, majd a termékbdl konjugatum képzddik, amely
kivalasztodhat a sejt vakudlumba (illetve a sejtfalhoz kdtédve immobilizalédik),
vagy tovédbbi katabolikus reakcidok sordn elbomlik. A konjugdtumképzés egyik
legfontosabb komponense a tripeptid szerkezeti glutation (GSH). A GSH-toxin
konjugatumok joval vizoldékonyabbak és sokkal kevésbé toxikusak, mint az
eredeti molekuldk (BARNA et al., 1993; KIRALY et al., 1997; KOMIVES et al.,
1998; GULLNER et al., 2005). A konjugdtum képzést a glutation S-transzferdz
(GST, EC 2.5.1.18) izoenzimek katalizdljadk, melyek nagy szdmban vannak
jelen a novényi szovetekben, a kukoricdban (Zea mays) példaul 42, az
Arabidopsis thalianaban 47 GST-izoenzim ismert (BOUCHEZ et al., 1989;
EDWARDS et al., 2000).
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Az expresszids vizsgdlatokban technikailag a génrél atirdd6 mRNA
mennyiségét hatdrozzuk meg egy cDNA szintézis 1épést kovetden,
génspecifikus PCR primerek alkalmazdsaval. A vizsgdlatokban relativ
expressziés mérést alkalmaztunk a konstitutivan expresszalédé a-tubulin gén
kontrolljdban, mert a kezelések hatékonysdga pontosabban hatdrozhaté meg
relativ  vizsgdlati rendszerben, mint abszolit expressziés  szintek
meghatdrozasaval (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). A mérések sordn ezért a gst-
mRNS mennyiségét az a-tubulin-mRNS kontrolljaban mértiik, gén serkentésnek
(DHAC-induk4lt DNS-demetildcié) és paraquat-stressznek kitett mintdkban (1.
abra).
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1. dbra. A sziirkenyar (P. x canescens) gst (glutation S-transzferaz) gén relativ

expressziéja a DHAC (10™ M, 7 nap) és kombinalt DHAC - paraquat (PQ: 4 x

10”7 M) kezelés alatt, az a-tubulin gén kontrolljaban, a természetes (WT) és két
35S-gshl (11ggs, 6lgl) klénban (n.t. - nem mért adat).

Szamos eredmény ismert az egyes stressz-vdlasz gének expresszids
szintjének novelésére abiotikus és biotikus stressz koriilményekben. A Brassica
(SCHAFER et al., 1998; SUN et al., 2005) és Arabidopsis fajokban (XIANG &
OLIVER, 1998) tobbszordsére emelkedett a gsh-mRNS mennyisége stresszhatés
alatt. A Physcomitrella patens mohdban 5,7 - 7,9-szeresérre emelkedett a gsh-
mRNS expresszids szintje nehézfém-stresszben (10 uM Cd**, 3 napos kezelés)
(ROTHER et al., 2006).
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1. tablazat. A gst (glutation S-transzferdz) génexpressziéjanak novelése (2744
értékek) a DNS-demetildlt (DHAC-kezelt) és a paraquat stressznek kitett
természetes (WT) és két 35S-gshl (11ggs, 6lgl) sziirkenyar (P. x canescens)
klénban, az a-tubulin gén kontrolljaban.

(a) nem-kezelt n6vények

klénok Ct (gst) Ct (a-tubulin) ~ Ctiilonbség  AACt A
# SD # SD ACt SD tlag - +
WT 18,53 20,92 2,39
18.8 20,92 2,12
18,83 21,2 2,37
tlag 18,72 0,17 21,01 016 -229 0,15 0 1,00 0,90 1,11
l1ggs 17,91 21,91 -4
18,11 22,02 3,91
18,13 22,12 -3,99
tlag 18,05 0,2 2201 011 -396 005 -1,67 3,19 3,08 330
6lgl 17,5 21,23 3,73
17,65 21,29 -3,64
17,78 21,23 -3,45

atlag 17,64 0,14 21,25 0,03 -3,60 0,14 -131 249 225 274

(b) kezelés:10* M DHAC, 0 M PQ

WT 16,19 21,01 -4,82

16,62 21,24 -4,62

16,87 21,19 -4,32
atlag 16,56 0,34 21,14 0,12 -458 0,25 -229 490 4,12 584
11ggs 17,64 21,39 -3,75

17,87 21,49 -3,62

17,96 21,52 -3,56
atlag 17,82 0,17 21,46 0,07 -3,64 0,10 -1,35 2,55 2,38 2,73
6lgl 16,6 21,93 -5,33

16,82 21,97 -5,15

16,89 21,89 -5

atlag 16,77 0,15 2193 0,04 -516 0,17 -286 7,29 6,50 8,18

(c) kezelés: 10* M DHAC, 4x10”" M PQ

WT 16,4 22,34 -5,94

16,6 22,44 -5,84

16,75 22,34 -5,59
atlag 16,58 0,18 2237 006 -579 0,18 -349 11,3 9,96 12,7
11ggs 16,21 21,81 -5,6

16,48 21,79 -5,31

16,73 21,88 -5,15

atlag 16,47 026 21,82 0,05 -535 023 -3,06 834 7,12 9,77
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A harom 6 novényi gst géntipus (gst multigén géncsaladok) elkiilonitése is
expresszids vizsgilatokhoz kotddik. A harom exonos gst-1 tipusi gének
herbicid detoxifikdciéban indukdl6dnak. A két exonos gst-111 tipusba tartozo gst
gének auxin-induktivak. A gs#-1I tipus génjei kozel dllnak az emlds gst gének
felépitéséhez és 10 exont tartalmaznak (EDWARDS et al., 2000). A gst gének 6si
jellegére utal, hogy szdmos tagjuk ocs (octopin synthase gene) -tipusi
enhancereket is tartalmaz, amelyet eldszOr az oktopin szintdz gén promoter
régidjaban azonositottak (BOUCHEZ et al., 1989).

Vizsgélatainkban a nydrfa gst gén expresszids szintjét (gst-mRNA) kozel
otszorosére noveltiik a DHAC kezeléssel (1. tablazat), amely expressziés szint
tovabb ndtt a paraquat stressznek is kitett mintdkban (11,2-szeres novekedés).
Az eredmények igazoljdk, hogy a DHAC-indukélt DNS-demetildcié igen
hatékony moddszere a gének aktivacidjanak, a génexpressziéd novelésének
(GYULAL et al., 2008). Egyben bizonyitjdk, hogy a gst gén promdtere stressz
induktiv. Ismert, hogy a DNS demetildcié a vegetativ klénokban o6roklédik
(epigenetikus memoria), ezért a demetildcids eljardsunk (gén up-regulicid) dj
lehetdséget ad stressztiird nyarfaklénok eldallitdsara és ezek fitoremediacids
alkalmazdsara.

Kovetkeztetések

A DNS demetilaciéjaval serkentett gének és transzgének Uj molekularis
eszkozei a biotechnoldgiai novénynemesitésnek. Az eljards tovabbfejlesztésével
(génspecifikus  demetildcié) forradalmi 4ttorés véarhaté az irdnyitott
novénytermesztésben és talajvédelemben.
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