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OSSZEFOGLALAS

A RET — Regiondlis Tuddskozpont — ,,Molecular farming”
program  (gyogyszer transzgénikus
novényekkel) keretében 2007-ben PAF antifungdlis proteinnel
transzformdlt dohdny novény elddllitdsi kisérletek indultak meg a
DE AMTC Kertészettudomdnyi
Intézetben. A cél a transzformdcios mddszerek elsajdtitdsa volt.

molekuldk  elddllitdsa

és Novényi Biotechnologiai
Ehhez egy modell szervezetet (Nicotiana tabacum) és egy modell
fehérjét (PAF) vdlasztottunk.

Munkdnk sordn a paf gént kiilonbozo vektorkonstrukciokban
dohdnyndvénybe  transzformdltuk  nukledris és  kloroplaszt
transzformdcios technikdval, majd DNS, RNS és fehérje szinten
kimutattuk a transzgén jelenlétét, amit PCR technikdval és

szekvendldssal igazoltunk.

Kulcsszavak: GMO, PAF, Nicotiana tabacum, Agrobacterium
tumefaciens, nukledris transzformdlds, kloroplaszt transzformdlds

SUMMARY

Under the ,,Molecular farming” research program (product
vaccines and substances for medical use with gene manipulated
plant) in 2007 in UD Centre for Agricultural Sciences and
of

Horticulture Department of Plant Biotechnology experiments were

Engineering Faculty of Agricultural Science Institute
launched to transform tobacco plant by PAF antifungal protein.
Our aim was to learn the transformation technics. We chose the
Nicotiana tabacum and PAF as model systems.

Our work was to express several different paf constructions in
plants with nuclear and plastid transformation too. After that we

confirmed the presence of paf gene in the level of DNA and RNA.

Keywords: GMO, PAF, Nicotiana tabacum, Agrobacterium
tumefaciens, nuclear transformation, plastid transformation

BEVEZETES

A munkacsoportunk célként tizte ki, hogy
Magyarorszdgon adaptdlja a dohdny kloroplaszt
transzformacios technikat, amit mar az Amerikai
Egyesiilt Allamokban (Waksman Institute, Rutgers,
The State University of New Jersey) Prof. Maliga P4l
vezetésével alkalmaznak. Emellett célunk volt, hogy
sikeresen alkalmazzuk a Debreceni Egyetemen a

nukledris transzformacids technikdkat. Munkank
sordn modellnovényként a dohdnyt (Nicotiana
tabacum) vélasztottuk. Transzgénként egy

antifungdlis hatdsd Penicillium chrysogenum gomba
fehérjéjét (PAF) hasznéltuk.

Penicillium fehérje

(PAF)

chrysogenum antifungalis

PAF (Penicillium Antifungal Protein) egy kis
molekulatdmegli, ciszteinben gazdag  bazikus
antimikrobidlis protein, mely nagy mennyiségben
valasztédik ki a Penicillium chrysogenum fonalas
gomba altal (Marx et al., 1995). A PAF gatolja tobb
gazdasagilag jelentés novény- és dllat patogén
fonalas gomba novekedését (pl. Aspergillus
fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger,
Botrytis cinerea, Trichoderma koningii). Ezekben a
gombafajokban oxidativ stressz keletkezik a PAF
fehérje hatdsdra, ezen tdl rendellenes hifdk alakulnak
ki, és gatolt a szaporodds, azonban nem mutat
semmilyen hatdst élesztokon és baktériumokon
(Kaiserer et al., 2003). A PAF az érzékeny
gombdkban K*-effluxot (10 pg/ml PAF esetén),
reaktiv oxigénformdk (ROS) akkumuldlédasat és
csokkent  metabolikus  aktivitdst eredményez
(Kaiserer et al., 2003). Ugyanakkor hasonl6an mads
antimikrobidlis fehérjékhez, a PAF kdros hatdsa
latvanyosan kivédhetd kationok jelenlétében (pl.
Mg**, K* és Na'). Immunfluoreszcens festéssel
kimutattdk, hogy a PAF bejutdsa aktiv transzporttal,
endocitézissal torténik, amely megakadélyozhaté a
1égzési lanc gatlasaval, konkrétan a KCN és NaNj
alkalmazasaval (Oberparleiter et al., 2003).

A PAF fehérjét 276 bazisparbdl 4ll6 gén kdédolja.
A PAF egy 18 aminosavbdl 4ll6 preszekvenciit,
19 aminosavbdél 4ll6 proszekvencidt és 55
aminosavbdl allé ,,mature” szekvencidt tartalmaz. A
preszekvencia a PAF extracelluldris térbe jutdsaért, a
proszekvencia  pedig a  fehérje  normadlis
térszerkezetének kialakitdsdért, mig a ,mature”
szekvencia a PAF tulajdonsigaiért felelds (Kaiserer
et al., 2003; Marx et al., 2005). Az 1. dbrdn lathatd
PAF szerkezete.

1. dbra: A PAF génszerkezete

PAF

>
Pre - Mature PAF
‘ 276 bp
Lokalizacié(1), 96 aa
Osszeszerel3dés(2)

Figure 1: PAF gene structure
Localization(1), Folding(2)
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Nuklearis transzformacio

Nukledris transzformdciét tobb moddszerrel is
lehet végezni, a legelterjedtebb az Agrobacterium-
mal torténd transzformdlds. Ez a természetben is
eléfordulé baktérium a citoplazmdjdban hordozott
plazmidon kédolt génekkel tumor képzddést indukal
a novényeken (Matthysse és Stunp, 1976). A
baktériumok patogenitdsa a tumorindukdlé (Ti)
plazmiddal fiigg 6ssze. A Ti plazmid T-DNS része a
transzformdlds sordn dtkeriil a novényi sejtbe, és a
sejtmag DNS-4llomdnydba integrdlédik. A T-DNS
szakaszon elhelyezkedd gének nem létfontossagiak a
baktérium szamara, ezért azt rekombindns DNS
technikdk segitségével kicserélhetjiik mas génekre is,
megteremtve ezzel a lehetdséget, hogy a novénybe
egy idegen gént juttassunk be.

A kivant génnel egyiitt antibiotikum rezisztencia
gént is beépitenek, ezért a GM novények szelektdldsa
antibiotikum tartalmu tdptalajon torténik. Kisszdmu
esetben spontdn mutécidval is 1étrejohet rezisztencia,
emiatt a rezisztencia megnyilvanuldsa O6nmagaban
nem elegendd, a transzgén jelenlétének a
bizonyitdsdra tovdbbi molekuldris bizonyitdsok
sziikségesek. DNS, RNS és fehérje szinten igazoljdk
a transzgén jelenlétét.

Kloroplaszt transzformacio

Kloroplaszt transzformdlds sordn a bevitt DNS
szakasz nem random helyre, hanem specifikus
helyre, homolég rekombinéci6val épiil be. fgy nem
johet létre nem vért fenotipus az esetleges hibds
helyre valé beépiilés miatt. A kloroplaszt nagy
mennyiségben tud fehérjét termelni. A gén nem jut
be a pollenbe, ezért csekély a lehetOség arra, hogy
novényrél novényre nem kivdnatosan terjedjen.
Legegyszeriibb a  kloroplaszt  transzformaldst
génpuskaval végezni (2. dbra).

2. dbra: Génpuska

Figure 2: Genebooster

A transzformdlé DNS-t Wolfram-részecskékhez
kotik, ezt felcseppentik a milanyag lovedékre, és
vakuumban, nagy sebességgel csapddnak a
részecskék a fiatal novényi sejtbe vagy novényi
embriéba. A szovet a transzformdlds sordn
roncsolddik, ezért regenerdltatd tiptalajra helyezik a
leveleket. A transzformdlt egyedek kivalasztdsat
szintén szelekci6s antibiotikum tartalmd téptalajon
végzik.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteinket a Sambrook: A Laboratory
Manual leirdsai szerint végeztik (Sambrook et al.,
1989). A munkdnk sordn alapvetd molekuldris
biolégiai moédszereket alkalmaztunk. Ezek kozott
fontos megemliteni a DNS, mRNS izoldldst, a
polimerdz lancreakcidt, az agaréz gélelektroforézist,
a DNS restrikcids emésztést, a ligdldst, a kompetens
Escherichia coli sejt transzformdldst, a plazmid
izolal4st.

Munkank soran Escherichia coli DHb5ao,
Agrobacterium tumefaciens EHA 101 (Waksman
Institute, Rutgers, The State University of New
Jersey) baktérium torzseket és Nicotiana tabacum
(Ottawa) dohdny novény fajtat hasznéltunk.

Az Agrobacterium-mal torténd
novénytranszformalds sordn vad tipusd
levélkorongokat a vektorkonstraktokat tartalmazé
Agrobacterium  szuszpenzidval  kezeltik, majd
regenerdcié utdn a levélkorongokat athelyeztiik
antibiotikum (kanamycin - Duchefa) tartalmi
regenerdlé tiptalajra. A  szelekciét kovetden
regenerdlt, vélhetdleg transzformdns novényeket
molekuldris biolégiai mddszerekkel vizsgaltuk (DNS,
RNS kivondsok — Fermentas kitek, PCR — Promega
enzimek, klénozds pGEM-T Easy vektorba -—
Promega, szekvendlds — Biomi Kft).

A kloroplaszt  transzformdlds  sordn a
levélkorongokat megléttiik a volframhoz abszorbedlt
DNS részecskékkel a Richter zRt. tulajdonét képezd
Genbooster (ELAK Bt.) segitségével (Maliga, 2004).
Tobbszoros szelekcidt (spectinomycin, streptomycin
— Duchefa) kovetéen a regenerdlédott novényeket a
fentebb emlitett modszerekkel vizsgaltuk, és
bizonyitottuk a transzgén jelenlétét.

EREDMENYEK
Nuklearis transzformacio

A nukledris transzformdcidhoz sziikséges bindris
vektor  megtervezésekor  pPZP100  vektorbdl
indultunk ki (Hajdukiewicz et al., 1994).

A klénozé vektor a jobb (RB) és a bal oldali hatar
szekvencidk (LB) kozott két génkazettat tartalmazott.
Az egyik kazetta felel6s a kanamycin rezisztencia
kialakitdsaért, a masik pedig a transzgént tartalmazta.
Prométerként az S35 prométert, termindtorként pedig
a Tnos (nopalin-szintetz) termindcids szakaszt (Svab
et al., 1990b; Velten et al., 1984) épitettiik be a
szelekci6s kazettdba. Az S35 egy konstitutiv, erds
promoter, amelyet a karfiol mozaik virusbé6l (CaMV)
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izolaltak. A PAF génje elé a P2’ promdtert épitettiik
be, amely az octopine tipusu Ti-plazmidbdl izolalt
konstitutiv promoéter. Itt is a kazetta a Tnos
termindcids szekvencidval végzddik (3. dbra).

3. dbra: A pPZP100 vektorbdl kiindult klénozé vektor részlete,
ami tartalmazza a kanamycin szelekcios kazettat és a paf gént
kiilonb6z6 formakban

Kanamycin
LB g35 szelekciés .. PAF Tnos RB

l marker(1) ls Plz kazetta(2) l l
[1]

| | I — [ —

Figure 3: Cloning vector from pPZP100 vector containing the
kanamycin selection cassette and different forms of the paf gene
Kanamycin selection marker(1), PAF cassette(2)

Kiilonboz6 vektorkonstraktokat hoztunk 1étre,
amit a paf kazettaba épitettiink be (4. dbra):
a. Pre-Pro-mature-PAF: A Pre-Pro-mature-PAF
tartalmazza a teljes prekurzor PAF proteint, mely
a periplazmatikus térbe valasztédik ki.

b. Pre-Pro-mature-PAF+ozmotin:  Ebben az
esetben a gén 3’ végéhez fuziondltattunk egy
vakuolaris lokalizaciéért felelds, az ozmotin
18 ill. 20 aminosavbdl all6 C termindlis részét
koédold, rovid szekvenciat (Melchers et al., 1993;
Neale et al., 1990).

c¢. GE+Pre-Pro-mature-PAF: A harmadik esetben
a paf gént tartalmaz6 bindris vektorba a gén 5’
végére a P-D-glukdn exohidroldz szignaljat
kédolé szekvencidjat  raktuk. Ez az
N-termindlison taldlhatd, és a sejten kiviilre val6
szallitasért felelés (Matsui et al., 2006).

d. 38P+Pre-Pro-mature-PAF: A kovetkezd Pre-
Pro-mature-PAF-ot tartalmazé vektorkonstrakba
a 38 kDa peroxiddz szigndljat kapcsoltuk, ami
szintén a sejten kiviilre val6 szallitdsban jatszik
szerepet, és az N-termindlison taldlhaté (Matsui
et al., 2006).

e. mature-PAF: Ez a vektorkonstrakt a pre-,
proszekvencia nélkiili mature PAF-ot tartalmazza.

f 38P+mature-PAF: Ez a konstrakt a pre-,
proszekvencia nélkiili mature PAF-ot tartalmazza,
aminek az 5° végére a fentiekben leirt 38 kDa
peroxidaz szignéljit kapcsoltuk.

4. dbra: A PAF tartalmi transzformalt kazettik szerkezete

PAF
>
Pre-Pro-mature-PAF E- Mature PAF | |
A A
P2’ Tnos
PAF
>
Pre-Pro-mature-PAF+ozmotin | Pre - Mature PAF -:I
’ i ﬂ
P2 PAF ozmotin Tnos
>
GE+Pre-Pro-mature-PAF | | Pre - Mature PAF | |
%
P2’ E ']’nos
PAF
>
38P+Pre-Pro-mature-PAF Pre Mature PAF | |
7 %
P2’ 38pP ]f“"s
PAF
>
mature-PAF | Mature PAF | |
’
T
P2 PAF nos
>
38P+mature-PAF | ‘
Mature PAF

P2 ’ﬂ ;P

Figure 4: Structure of the transformation cassette with paf
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A konstraktokat a pPZP  Agrobacterium
tumefaciens bindris vektorokba (Hajdukiewicz et al.,
1994) egy P2 prométert és egy Tnos (nopalin
szintetdz) termindtor régiét tartalmazd expresszids
kazettaba épitettiik be (Svab et al., 1990b; Velten et
al., 1984). A hat kiilonb6z6 bindris vektort tartalmazé
Agrobacterium-okkal ~dohdny  modellndvényeket
transzformaltunk (Lutz et al., 2006), majd kanamycin
rezisztencia markerrel szelektaltunk (5. dbra).

A feltételezett transzformansokbél DNS és RNS
kivondst ~ végeztink. = PCR  technikdval  és
szekvendlassal bizonyitottuk a paf gén jelenlétét,
illetve  transzkripcigjit a dohdny ndvényben
(6. dbra).

5. dbra: Kanamycin antibiotikum tartalmi taptalajon
regeneralédott paf gént tartalmazé dohany novények

Az elsé képen a transzformadlds utdn 4 hetes dllapotban regenerald
taptalajon lithatéak a novények, a mdsodik képen pedig mdr dj
taptalajon a transzformdciét kovetd 8. héten lathatéak(1)

Figure 5: Regenerated tobacco plants contain paf gene on
media with kanamycin antibiotic
The first picture shows the plants after the transformation 4 weeks,
the second after the transformation 8 weeks(1)

6. dbra: Regeneralodott novénybdél kivont genomi DNS-bél
késziilt PCR-termékek agaroz gélelektroforézis eredménye

1 kb-o0s
standard
paf
pozitiv negativ
kontroll(1) kontroll(2)

Az gélelektroforézis sordn pozitiv kontrollként egy paf gént
tartalmaz6 vektorkonstraktot,
transzformalt, vad dohdny novényt, standardként 1 kb-os DNS
1étrat hasznaltunk. A gélképen 276 bp-nyi paf gén lathat6(3)

negativ kontrollnak egy nem-

Figure 6: The result of the gelelectroforesis of the PCR
product of DNA from the regenerated plants
Positive control(1), Negative control(2), We used a vector which
contains the paf gene as positive control, a non-transformed plant
as negative control, 1kb ladder as standard. The picture shows the
276 bp paf gene(3)

Kloroplaszt transzformacié

A GENOMNANOTECH Debrecen Regiondlis
Egyetemi Tuddskdzpont (GND RET) keretében az
Egyesiilt Allamokban (Waksman Institute Rutgers
University, Piscataway, NJ) Prof. Maliga Paltdl
megtanultuk a kloroplaszt transzformaciés eljarast,
amelyet Magyarorszdgon még nem alkalmaznak.

A kloroplaszt transzformacié soran két kiilonbozo
vektorkonstraktot 4llitottunk eld. Abban kiilonbéznek
egymdstol, hogy az 1. konstrakt a PAF-mature, a
2. konstrakt a pro-PAF-mature szekvencidt
tartalmazza (7. dbra). Szelekciés markerként a
transzformdlé vektorba az aadA gén van beépitve,
amely streptomycin és spectinomycin rezisztenciaért
felelés. A konstraktokban megtaldlhat6 még a
PAF-mature, illetve Pro-PAF-mature szekvencia elott
egy konstitutiv prométer (Prrn), valamint mogott egy
termindcids szekvencia (trnC). A Prrn szerepe: rRNS
promoéter, amely konstitutivan termelddik. A trnC
szerepe:  plasztisz  tRNS  gén  termindcids
szekvenciaja. Emellett a konstraktokban megtalalhaté
az LTR (Left Target Region), és a RTR (Right Target
Region) szakasz is. Ezek a szakaszok a kloroplaszt
genomban ott taldlhatéak meg, ahovd a paf gén
homolég rekombindcidval beépiil. Az elkészitett PAF
szekvencidkat — mature-PAF (1.), Pro-mature-PAF
(2.) - tartalmazé kloroplaszt transzformacids
vektorokat bejuttattuk dohdny novénybe génpuska
(2. dbra) segitségével (Maliga, 2004; Svab et al.,
1990a; Lutz et al., 2007).

A vektorkonstraktok transzformdldsa utin a
novényeket spectinomycin, majd spectinomycin és
streptomycin  antibiotikum  tartalmd  tdptalajra
helyeztik (9. dbra). A regeneralddott feltételezett
transzformans novényekbdl genomi DNS kivondsa
utin PCR technikdval bizonyitottuk a paf gén
jelenlétét (8. dbra).
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7. dbra: A paf gént tartalmazé kloroplaszt transzformaciés
vektor elkészitése, és szerkezete

P

W el T s—

I R AT

LTR Prrn | Mature trnC RTR

aadA szelekcios l PAF \ \

l kazetta(1) *
2 ___—_lh:l-___
Az elsé kloroplaszt transzformdciés rendszer a PAF mature

szekvencidjat tartalmazza, a masodik pedig a Pro-mature
szekvenciat(2)

Figure 7: The structure of the paf plastid transformation
vectors
aadA selection cassette(1), The first plastid transformation system
contains the PAF mature sequence, the second contains the Pro-
mature(2)

8. dbra: A feltételezetten transzformalt novényekbdl kivont
genomi DNS-ekbél késziilt PCR-termékek agaréz
gélelektroforézis eredménye

1 kb-os
standard
paf
negativ
pozitiv kontroll(2)
kontrollok(1)

A gélelektroforézis sordn pozitiv kontrollként paf gént tartalmazé
vektorkonstraktokat, negativ kontrollnak egy nem transzformalt,
vad dohdny novényt, standardként 1 kb-os DNS Iétrat hasznaltunk.
A gélképen 276 bp-nyi paf gén lathat6(3)

Figure 8: The result of the gelelectroforesis of the PCR
product of DNA from the plastid transformed regenerated plants
Positive controls(1), Negative control(2), We used vectors which
contain the paf gene as positive controls, a non-transformed plant
as negative control, 1kb ladder as standard. The picture shows the
276 bp paf gene(3)

9. dbra: Spectinomycin antibiotikum tartalmi taptalajra helyezett transzformalt levélkorongok

i

A masodik képen egy feltételezett transzformans novény lathato(1)

Figure 9: Transformed leaf disk on media with spectinomycin
The second picture shows a hypothetical transformed plant(1)

DISZKUSSZIO

Munkacsoportunk elsédleges célként tlzte ki,
hogy a Debreceni Egyetemen elséként adaptilja a
nukledris és a  kloroplaszt transzformdcids
technikdkat. Tobb vektorkonstukciot —terveztiink,
melyek kiilonboz6 formdban tartalmaztdk a PAF
génjét. Ezeket  kloroplaszt  és nukledris
transzformaciés technikdkkal transzformaltuk a

dohany névénybe. Az antibiotikumos szelekci6 sordn
sikeriilt ~ valészinisitheté  paf  transzformans
novényeket regeneraltatnunk. Majd DNS és RNS
szinten bizonyitottuk a transzgén jelenlétét.

Megallapithatjuk, hogy tanszékiinkon sikeres
transzformaciés  eljardsokat adaptaltunk, mely
eszkozokkel kiilonféle vakcindk, és gydgydszatban
hasznalt anyagok novényben vald termelése valik
lehetdvé.
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