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A géntechnologia eredményességének
javitasa a gazdaszervezet modositasaval
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Az Agrobacterium kozvetitette genetikai transzformaciéo a névényi gén-
technolodgia fontos technikaja. Sok gazdasagi noveény és fafaj azonban ellenal-
|6 az Agrobacterium fert6zésével szemben. Torténtek kisérletek a transzfor-
macié hatékonysaganak javitasara a baktérium modositasaval, a sikert azon-
ban valdszinlleg a novények mdédositasa hozhatja meg. Az Agrobacterium
transzformacidval atvitt novényi gének tanuimanyozasa mutatta, hogy a meg-
kozelités igéretes lehet a transzformacionak ellenalld, de gazdasagilag fontos
novények genetikai modositasaban. A novényeknek az Agrobacterium
tumefaciens talajlaké baktérium altali transzformacioja a természetes génki-
cserélédés egyetlen ismert példaja. A fertbzés soran a baktérium eléallit egy
DNS réqiét, a T-(transferred) DNS-t a benne laké Ti (tumor-indukald) plaz-
midbdl, és ezt a T-DNS-t néhany virulencia (Vir) fehérjével egyutt atadja a be-
fogadd noveényi sejtnek. Ezek a Vir fehérjék a VirD2 (endonukleaz, amely részt
vesz a T-DNS kialakitdsaban, és amely kovalensen kotdédik a kialakuld egy-
szalas DNS-fonalhoz), a VirE2 (egy szekvenciafiiggetlen egyszalas-DNS-kotd
fehérje, amely valoszinlileg beburkolja a T fonalakat) és a VirF. Valoszin(,
hogy a VirD2, a VirE2 és a T szal alkotja a T komplexet amely a névényi citop-
lazman at a sejtmagba atadott anyag molekularis formaja. A komplex keletke-
zésének helye (baktérium v. névényi sejt) még nem igazolt. A természetben a
transzformacid tumor létrejottét eredményezi a novényben. A kutatok képesek
a T-DNS altal kodolt onkogének eltavolitdsara és agrondmiailag fontos gének-
kel vald helyettesitésére, amelyet azutan az Agrobacterium-kozvetitette
transzformacionak nevezett folyamattal atvisznek és kifejeztetnek a novenyi
sejtekben. Sokan elénydsebbnek vélik ezt az eljarast a mesterségesebb meg-
kozelitésekkel (elektroporacié, mikroinjektalas vagy a sejtek ,biolisztikus”
bombazasa nagy sebesseégl csupasz DNS-molekulakkal) szemben olcsésa-
ga, egyszerlsége €s a noveényi genomba integraldédott ép transzgén viszony-
lag alacsonyabb komplexitasa miatt. Emiatt nemcsak névények, hanem gom-
bak és emberi sejtek atalakitasara is alakalmaztak.

Bar az Agrobacterium-kozvetitette transzformaciét sokan a novenyi gén-
technoldgia eszkdzének tartjak, sok novényfaj ellenall a mddszer alkalmaza-



sanak. Kiléndsen problémas a szdja, a gyapot, a gabonafélék, sok hlvelyes
és fafaj transzformacioja. Kutaték megprébaltak Agrobacterium torzsek szelek-
talasaval javitani a modositas hatékonysagan. Bar szuper virulens torzsek és
szuper binaris vektorok (tovabbi vir kdpiakat tartalmazé vonalak) sok noévény-
nél, igy a gabonaféléknél is javitottak a transzformaciot, az eréfeszitések kor-
latai hamar nyilvanvalova valtak.

A transzformacio javitasanak egyik lehetséges modja maganak a transz-
formalandé névénynek a médositasa. Ehhez mindenekelbtt azonositani kell a
transzformacidban szerepet jatszd géneket és az altaluk kddolt fehérjéket. Az
utobbi két év kdzlései biztatdé eredményekrdl szamoltak be.

Novényi gének az Agrobacterium-kozvetitette
transzformacidéban: hiszton-T-DNS integracio

A transzformacidéban szerepet jatsz6 gének kutatdasa mutagenizalt
Arabidopsis ndvényekben kezd6dott Agrobacterium transzformacionak ellenal-
|6 (rat) mutansok keresésével. Tobb mint 16 000 mutagenizalt ndvénybdl tobb
mint 100 rat mutanst emeltek ki. Legérdekesebb a rats mutans volt, amely a
H2A-1 (HTAT) hisztongén 3' nem leforditott régiojaban egy inszerciot tartalma-
zott. Az Agrobacterium a ratb mutans novényeket atmenetileg, de nem stabi-
lan transzformalta, ami azt jelentheti, hogy a transzformaci6 gatlasa a T-DNS
beépulésének gatlasaval kovetkezik be (a T-DNS atmenetileg kifejez6dhet
anélkul, hogy integralédna a névényi genomba). A HTA1 gén vad tipusanak
kifejeztetése a rat5 mutans ndovényekben helyreadllitotta a transzformalédas
képességét. Még fontosabb, hogy a HTA1 gén kifejeztetése vad Arabidopsis
novényekben jelentésen novelte az Agrobacterium-kdzvetitette gyoker-
transzformacidé iranti fogékonysagot, és kissé novelte a transzformacié gyako-
risagat, ami azt jelezte, hogy a H2A hiszton kifejez6dése és igy a T-DNS in-
az Arabidopsis gyokerének hosszanti novekedésben lev zonaja, amelyben a
HTA1 gén kifejezédik, a legfogékonyabb az Agrobacterium transzformaciora.
A HTA1 gyokerekben tortén6é kifejezOdésének modositasa sérulés, hor-
monkezelés vagy Agrobacterium fert6zés altal ennek megfeleléen megvaltoz-
tatta a transzformacios fogékonysag mintazatat. Eszerint a HTA1 kifejez6dése
az Agrobacterium-fertézésre vald hajlam molekularis markere lehet.

A T-komplex sejtmagba szallitasanak javitasa

A Vitaly Citovsky laboratérium tovabbi, az Agrobacterium-fertézésben
szerepet jatszo fehérjéket hatarozott meg. Az éleszté kétszeres hibrid kol-
csOnhatas felhasznalasaval azonositottak az importina (AtKapaa) fehérjét,
amely specifikus kdlcsOnhatasba Iépett a VirD2-n belll talalhatd sejtmag loka-
lizacios jellel (NLS). A T-komplexnek a sejtmagba athelyezédése fontos lépé-
se az Agrobacterium-kozvetitette transzformacidonak, €s mind a VirD2, mind a



VirE2 tartalmaz NLS szekvenciakat. A Citovsky csoport azonban nem tudott
kolcsOnhatast kimutatni a VirE2 és az AtKapaa kozott. Kolcsonhatast mutattak
viszont ki a VirE2 és az Arabidopsis VIP1 fehérjéje kozott. A VIP1 segitette a
VirE2 sejtmagba valo athelyez6dését. A VIP1 gén antiszensz konstrukcidjat
kifejez6 dohanyndvények ellendlltak a tovabbi Agrobacterium-kdzvetitette
transzformacionak. Ujabban kimutattak, hogy a VIP1 kifejeztetése transzgéni-
kus dohanyban ndévelte az Agrobacterium-kdzvetitette transzformacié haté-
konysagat. A VIP1 névények nemcsak fogékonyabbak voltak a stabil transz-
formacidéra (a higromicinrezisztens hajtasok generalasanak megnovekedett a
hatékonysaga), de az atmeneti transzformaciokat is jobban fogadtak (GUS-
aktivitas ndvekedése). A VIP1 transzgénikus névényekben gyorsabban jelent
meg érett m-RNS a T-DNS altal kédolt gusA intron génrdl (4 6ra a 12 6raval
szemben), ami a T-szal gyorsabb és hatékonyabb sejtmagba jutasat igazolja.

A jovo feladatai

Az Agrobacterium-kozvetitette transzformacioban lejatszdédd folyamatok
kozul a baktériumban lejatszédd, a sérult ndvénybdl szarmazd kémiai jelek
felfogasa, a vir gén indukcidja, a T-lanc kialakulasa és a T-DNS/Vir komplex
szallitasa jol ismertek, bar a kivalasztas IV. tipusu apparatusa, ami a T-DNS
és Vir fehérje exportjahoz szlikséges, tovabbra is a kutatas homlokterében all.
Joval kevesebbet tudunk a névényekben lejatszédd olyan folyamatokrol, mint
a baktérium kapcsolédasa, a T-DNS és a Vir fehérjék szallitasa, a citoplazmas
folyamatok, a T-DNS komplex sejtmagba val6 bejutasa és a T-DNS beépulése
a novény genetikai anyagaba. Ezen folyamatok mindegyike genetikai modosi-
tas célja lehet. A gén—fehérje koélcsdnhatas vizsgalata tébb mint 100, az
Agrobacterium-kozvetitette transzformacidéban szerepet jatszd gén azonosita-
sahoz vezetett. A gének fehérjéket kddolnak, amelyek a baktérium megtapa-
dasaban, a T-DNS szallitasaban, a sejtmag célbavételében és a T-DNS be-
epulésében jatszanak szerepet. Természetesen nem vart eredmények is szu-
lethetnek. Bar a H2A-1 hisztont kddolé HTA1 gén mutacioja csOkkentette a T-
DNS beépulését, a gén fokozott kifejeztetése azonban masképpen befolyasol-
ta a transzformaciét: sok transzformaciénak ellenalldé rat mutans vonalban
helyreallithatja a transzformacio iranti fogékonysagot. Ezek a mutaciok sok-
szor olyan génekben fordulnak eld, amelyek szerepe a T-DNS beépulésében
nem ismert. Pl. a HTA1 gén ismeretlen mechanizmus utjan teszi érzékennyé a
novényt az Agrobacterium-kozvetitette transzformacio irant. A novényi gének
és kifejez6désuk jobb megismerése a novényi sejtek genetikai modositasara
alkalmas Uj eljarasokat eredményezhetnek.
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