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Gyakorlatban alkalmazhato transzgénikus novények létrehozasanak alapfeltétele:
a genomban kédolt gének funkcionalis ismerete - funkcionalis genomika

Funkcionalis annotacid: in silico predikcié (homoldgia alapjan), génexpresszié (korrelacid
alapjan), fehérje-fehérje interakcio (,,guilty by association”) — kozvetett médszerek

Génfunkcidé megbizhatd megérétéséhez mutans génvaltozatokra (természetes vagy
indukalt) van szlikség.

e Forward genetika: mutans fenotipust okozo gént keressuik
e Reverz genetika: az ismert génhez keresstk a funkciot — pl. knockout technika

A ,large-scale” kisérleti technikak (transzkriptém, protedm analizis, etc.) kombinacidja a
genom ismeretére épuld genetikai eszkdzokkel

A kérdéses génekben elGidézett mutaciok jellemzése: klasszikus fenotipus analizis (pl.
fejlédési rendellenességek)



Transzgénikus névények a funkcionalis genomika szolgalataban

Allati kisérleti rendszerekben (egér) iranyitott knockout mutansok hozhatdak létre:
helyspecifikus homolog rekombinacié mikodik.

Novényekben nem, a transzgén beépilése random.

A reverz genetika lehet6ségeinek kihasznalasa a novénybioldgiaban csak nagyszabasu
projektek keretében valosulhattak meg:

T-DNS inszercios mutanskollekcidk kialakitasa: tobb tizezer fliggetlen transzformacio, a T-
DNS beépiilés helyének utélagos megallapitasa a hatarolo szekvencia alapjan.

Nyilvanos projektek: a vonalak szabadon hozzaférhet6ek a tudomanyos kozosség szamara.

A transzgénikus novények igazi sikertorténete.



A modellnovény Arabidopsis thaliana — a névénybioldgia , egere”

e kis méret (5-10 cm atmérdjli rozetta, 20-25 cm magas)

e rovid generacios id6 (6-8 hét alatt magok foghatdak)

e Onporzo, de idegentermékenyuld is — idealis genetikai analizis céljabdl

e kis genom méret (120Mb, 5 kromoszéma, 27 000 gén)

e teljes genom szekvencia ismert 2000 6ta (elsé névényi genom) — a szekvencia
kozzétételekor a kddolt gének minddssze 10%-anak volt ismert funkcidja

e egyszerd, gyors, hatékony transzformacioé (flower dip - virag merités)




Arabidopsis thaliana transzformacidja virag meritéses moédszerrel (flower dip): egyszer( és
hatékony transzformacios moddszer transzgénikus novények elballitasara szazezres
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T-DNS inzercios mutagenezis (,,knockout” technika)

vizsgalt gén genomi DNS - vad tipus

RS Arabidopsis atlagos gén méret: 1,5-2 kb
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genomi DNS — T-DNS
beépuléssel

A beéplilt 4-5 kb méretl T-DNS képes drasztikusan csokkenti a transzkripcid hatékonysagat
(kimutathatésagi hatar ala).
A keltkezett transzkriptumok korai STOP kodonokat tartalmaznak.

jelenleg kozel 400 000 T-DNS inzercids Arabidopsis vonal elérhet6



T-DNS inzercios mutageneazis (,,knockout” technika)

SIGnAL: SALK Institute Genomic Analysis Laboratory

http://signal.salk.edu/

T-DNA express

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpresshttp://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
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SALK vonalak el6allitasahoz hasznalt pROK2 vektor T-DNS konstrukcio


http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpresshttp://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpresshttp://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress

T-DNS inzercios mutagenezis: tobb mint knockout

vektor (gytlijtemény)
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knockout novényanyagok genotipizalasa: beépiilési hely azonositasa szekvenalassal

restrikcios adaptor
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genomi DNS
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knockout novényanyagok genotipizalasa és nyilvanos disztribucidja

Szekvencia adatok feldolgozasa:

e adaptor és T-DNS szekvencia eltavolitasa
e BLAST, p érték: a beéplilés helyének azonositasa az ismert genom szekvencia alapjan

elosztas: stock centers (torzsgyljtemények)

Arabidopsis Biological Resource Center, Ohio State University
http://abrc.osu.edu/

Eurépaban:
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC)
http://arabidopsis.org.uk/

regisztraciot kovetéen a kivalsztott vonalak online megrendlehetdk,
jelképes OGsszegért: jelenleg £3.50/vonal + £10.00 ,batch fee” rendelésenként


http://abrc.osu.edu/
http://arabidopsis.org.uk/

knockout névényanyagok genotipizalasa: 3 primeres PCR
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inzercids novényanyagok kisérleti felhasznalasanak kovetelményei

Egy T-DNS mutagenizalt novényvonalban tobb mint egy, egymastdl fliggetlen beéplilés is
lehet — a SALK vonalak atlagos inzert szama 1,5

igazolni kell, hogy a megfigyelt fenotipusok valdban a vizsgalt génben bekovetkezett
mutacié okozza:

* fliggetlen mutans vonalak fenotipusainak 6sszehasonlitasa — az Arabidopsis genom
megfelben telitett T-DNS mutdnsokkal, hogy két vagy tobb fliggetlen T-DNS mutans
elérhetd legyen egy génben

e komplementacio: a mutans vonal felliltranszformacioja a vizsgalt gén vad tipusu
valtozataval (fenotipus visszaallitasa) — eltéré rezisztencia marker fontos!
* kondicionalis komplementacio: a knockout hattérbe transzformalt konstrukcid csak
részleges funkciovesztést okoz (pl. csokkent enzimaktivitas, kot6hely megsziintetése) —
specifikus funkciok részletes analizisét teszi lehetévé

e tultermeltetés: vad tipusu hattérben erds konstitutiv promoterrel (pl. 35S)
expresszaltatott transzgén — ellentétes fenotipus a KO vonalhoz képest

e visszakeresztezés vad tipusba: egyutt szegregal-e a fenotipus és a genotipus?



Alternativ transzgénikus génfunkcio vizsgalati mdadszerek I.

Knockout mutans hidanyaban: géncsendesitésen alapuld mddszerek: antiszensz, siRNA,
amiRNA — hatranya: nem teljes expresszidvesztés, fliggetlen vonalakban a géncsendesités
mértéke eltérd, generacionként szintén valtozé mértékd a transzformans névényanyagok

gondos jellemzése elengedhetetlen

tultermeltetés: 6nmagaban kevésbé elfogadott bizonyiték — a nagy mennyiségben
jelenlévo fehérje aspecifikus hatasokat okozhat; megjelenik olyan sejttipusokban, és
fejl6dési stadiumokban is, amikor a vad tipusban nem



Alternativ transzgénikus génfunkcio vizsgalati mddszerek Il.

promater:riporter konstrukco alkalmazasa: a génexpresszios vizsgalatok transzgénikus
novények létrehozasan alapuld specialis mdédszere:

kozvetett (korrelativ természetl) informaciét nyerhetlink — 6nmagaban nem funkcionalis
bizonyiték, segiti a génmutacion alapuld eredmények értelmezését; kiegészitd informacid

iporter SE—

sajat promoter szekvencia altal szabalyozott riporterfuzio: a riporter segitségével a gén
expresszidjat, a fehérje stabilitasat és sejtbéli lokalizacidjat is nyomon kovethetjik

ATG (START) <D STOP

promoter GEN riporter m—



Génfunkcio vizsgalat egysejtii fotoszintetikus mikroalgaban

A modell alga Chlamydomonas reinhardtii — a novénybioldgiai , éleszt6”

e mikrobioldgiai mdédszerekkel tenyészthetd
e sejtciklus ~ 24 h

e fotoszintézis, sejtciklus, fla
modell

o hatékony transzformacié (plazmid DNS bejuttatasa elektroporacidval)

e kis genom méret (haploid, 120 Mb, 17 kis kromoszéma, 15 000 gén)
e teljes genom szekvencia ismert 2007 6ta



Chlamydomonas reinhardtii inszerciés mutans konyvtar: Plant Cell 2016 28:367-87.

LEAP-Seq (Linear and Exponential Amplification of insertion site sequence coupled with Paired-end Sequencing)
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A MAP (mitogén aktivalt protein) kinaz kaszkadok alapvet6 fontussagu jelatviteli
mechanizmusok minden eukariétaban
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A hideg és sédtiirésben kozponti szabalyozé mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz, MKK2
funkcidjanak igazolasa transzgénikus kisérleti technikakkal

A felhasznalt transzgénikus novényanyagok:

MKK?2 tultermel6

ATG (START) PSR STOP myc epitdop fuzio: a transzgénrdl keletkez6 fehérje
pro3ss MKK2 NosT egyszer(i kimutatdsara (MKK2 antitest termeltetése
nélkdl)
mkk2 knockout:
LB 1
MKK2 Nt K2 Ct
e -
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Teige et al. (2004) Mol Cell 15, 141-52



A hideg és sotlirésben kozponti szabalyozé mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz, MKK2
funkcidjanak igazoldsa transzgénikus kisérleti technikakkal
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Teige et al. (2004) Mol Cell 15, 141-52



A patogénvalaszban kozponti szabalyozo mitogén-aktivalt protein kinaz kindaz, MKK3
funkcidjanak igazolasa transzgénikus kisérleti technikakkal

A felhasznalt transzgénikus névényanyagok:

MKK3 promoter GUS riporter fuzio:

proMKK3

mkk3 knockout:

ATG TAG

100 bp

At5g40440

MKK3 tultermeld:

ATG (START) STOP

Déczi et al. (2007) Plant Cell 19, 3266-79



A patogénvalaszban kozponti szabalyozo mitogén-aktivalt protein kinaz kindaz, MKK3
funkcidjanak igazolasa transzgénikus kisérleti technikakkal

Patogén baktériumok szaporodasa levélmintakban
Pseudomonas syringae fert6zés utan
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promoter erésen indukalodik bakterialis
fert6zés hatasara — mas stresszekre nem

Korrelativ természetl indikacio: valoszini

funkcio a patogénvalaszban
Gyorsabb bakterialis ndvekedés a knockout, mig lassabb a
konstitutivan aktiv MKK3 format tultermel® vonalakban.

Ddczi et al. (2007) Plant Cell 19, 3266-79



A polaris auxin transzport mechanizmusinak feltérképezése: példa a génfuzios
riporterkonstrukciok hasznalatara

auxin

Auxin: névényi novekedési hormon,

kulcsfontossagu a szervek normalis AUXl
morfoldgiai felépitéséhez.
sejtmembran
Poldris Auxin Transzport (PAT):
az auxin egyiranyu aktiv aramoltatasa, a sejt
kovetkeztében kialakuld auxin koncentracio
maximumok és minimumok iranyitjak a

szervfej6dési mintazatok kialakuldsat.

PAT kialkitasat auxin transzporter fehérjék AUXl
végzik, pl. PIN.
sejt
PINl



A polaris auxin transzport mechanizmusinak feltérképezése: példa a génfazids
riporterkonstrukciok hasznalatara

A PIN géncsalad sejtspecifikus expresszids mintazata és

Y ., ., lokalizacidja alakitja ki a PAT utvonalait
ProPIN1:PIN1:GFP fuzids konstrukcié —a PIN1 expresszid a

gyokér szallitdszovetre korlatozédik, sejten beldli
lokalizacidja polaris
Blilou et al. (2005) Nature 433, 39-44



A polaris auxin transzport mechanizmusinak feltérképezése: példa a génfazids
riporterkonstrukciok hasznalatara

pin2pm3doin’

ProDR5:GFP fuzids konstrukcié — auxin reszponziv promater:
magas auxin koncentracio indukalja.

A fejl6édé gyokerek gyokércsucsaban kialakuld jellegzetes
auxin maximumot jelzi.

pin2xpin3xpin7 tripla mutansban az auxin maximum
kialkitasa séril, ami gyokérfejl6dési abnormalitasokhoz vezet.

Blilou et al. (2005) Nature 433, 39-44



Tudéastranszfer:
T-DNS kollekcidk készitése mas fajokban is megkezd6dott
feltétel: szekvenalt genom — pl. rizs, Brachypodium (modell gabona)

ismert genek (pl. Arabidopsis ortoldgok) tultermelése vagy csendesitése
gazdasagi ndvenyekben

Géncsendesitési modszerek kozul jelenleg a leghatékonyabb: mesterséges mikro
RNS (amiRNA) konstrukcio bejuttatasa

WMD3 Web MicroRNA Designer:
90 ndveényfaj — egyedi vagy tobb gén ellen tervezhet6 amiRNA szekvenciak

http://wmd3.weigelworld.org/cqi-bin/webapp.cai

gencsaladok parhuzamos csendesitéseére is alkalmas technika
Arabidopsis KO vonalak keresztezése redundans genek funkcionalis vizsgalatara
bevett gyakorlat


http://wmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi
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