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Gyakrabban el6fordulé roviditések

GUS

PPY/PPU

rHIS gén

DNS

RNS

MRNS

S-fazis

HEX-N::GUS, HEXd::GUS,
HEX110::GUS, HEX111::GUS,
2CT::GUS, 4CT::GUS, 6CT::GUS,
H3.1::GUS

pHEX-N::GUS, pHEXd::GUS,
pHEX110::GUS, pHEX111::GUS,
p2CT::GUS, p4CT::GUS,
p6CT::GUS, pH3.1::GUS

pBHEX-N::GUS, pBHEXd::GUS,

B-glikuronidaz riporter gén
polipirimidin/polipurin

kicserél6dési (replacement) hiszton gén
dezoxiribonukleinsav

ribonukleinsav

hirvivé (messenger) RNS

a DNS szintézis fazisa a sejtciklusban

a kisérletekben felhasznalt expresszios
kazettak elnevezései

altalanos klénozé vektorban (pUC19, Biolabs)
elhelyezked6 expresszids kazettak

un. binaris vektorban (pBIN19, Bevan, 1984)

pBHEX110::GUS, pBHEX111::GUS, elhelyezkedd expresszios kazettak

pB2CT::GUS, pB4CT::GUS,
pB6CT::GUS, pBH3.1::GUS



1. Bevezetés

Az eukariota sejt genomja a membrannal hatarolt sejtmagban helyezkedik el.
A genomalkoté DNS kromoszomalis méretl linearis kettéshélix, és un.
nukleoszomaképz6 fehérjékkel, a hisztonokkal specifikus dezoxiribonukleoprotein
(DNP) komplexet alkot. A hisztonok kis molekulatomegi, 100-200 aminosavbdl
feléplld, er6sen bazikus fehérjék. Meglehetésen konzervativ szekvenciak, ami azt
jelenti, hogy aminosav-sorrendjuk az evolucidban alig valtozik. A DNP otféle
hisztonbdl épdl fel: H1, H2A, H2B, H3 és H4.

Allati sejtekben a hiszton fehérjék szintézise szamos szinten, komplex
mechanizmusok utjan szabalyozott. A tipikus, replikaciotol fliggb kifejezé6dést mutatd
hiszton gének kivételesnek szamitanak abban a tekintetben, hogy nem tartalmaznak
intront, és nem poliadenilalt MRNS-sé irodnak at (Chaubet és Gigot, 1998). A
megfelel6 hiszton fehérjemennyiség tdbb szinten szabalyozott: a transzkripcid
elinditasa, a pre-mRNS érése, és az érett mRNS lebomlasa szintjién. A
transzkripcionalis szabalyozasban részt vevd pozitiv és negativ elemeket szamos
emberi és a két éleszt6 (H2A és H2B) hiszton génben kimutattak (Osley, 1991). Ezek
az elemek oOnmagukban elégségesek a sejtciklusspecifikus kifejez6dés
biztositasahoz, de az alapallapothoz képest csak korulbelll 6tszords erfsodést
hajtl-szeru struktura az RNS érésének és féléletidejének befolyasolasaval a hiszton
fehérje mennyiségnek tovabbi 5-10 szeres novekedését biztositia az S fazisban
(Birnstiel és mtsai, 1985).

A novények esetében a merisztéma-specifikus hiszton gének poliadenilalt
MRNS-sé irédnak at, hosszu 3’ nemkodold régidval, melyben nem talalhaté meg az
allati hiszton génekre jellemzd hajtl szerkezet. Ez arra utal, hogy a névényi hiszton
gének kifejez6désének szabalyozasa alapvetéen transzkripciés szinten torténhet
(Chaboute és mtsai, 1986; Wu és mtsai, 1989).

A sejtciklus fuggé varianson kivul a hiszton géneknek allatokban és
ndévényekben egyarant létezik egy masik csoportja, melyek konstitutivan fejez6dnek
ki, poliadenilalt mMRNS-sé irédnak at, intronokat tartalmaznak (Kapros és mtsai, 1992;
Robertson és mtsai, 1996). Transzkripcio alkalmaval az atirodott szekvenciak

elveszitik nukleoszomaikat, uUjraszervezbdésukben a konstitutiv hiszton gének



fehérje termékei vesznek részt. Mivel erre a hiszton variansra cserél6dik ki az S-fazis
specifikus géntermék, az azt kddold géneket Osszefoglald néven kicserél6dési
(replacement, rHis) hiszton géneknek nevezzik.

A lucerna haploid genom harom kicserél6édési hiszton H3 gént tartalmaz
(Robertson és mtsai, 1996). Ez a harom gén a logaritmikus novekedés fazisaban
levé lucerna sejtszuszpenzidban kétszer annyi hiszton fehérjét termel, mint a tdbb,
mint dtven sejtciklus-figgd kifejez6dési hiszton H3 gén 6sszesen (Waterborg, 1993;
Wu és mtsai, 1989).

Valamennyi ismert novenyi hiszton gén promoterében, fuggetlenul azok
kifejez6dési mintazatatol, hasonlé elemek talalhatok (Chaubet és mtsai, 1992;
Robertson és mtsai, 1997), de egyik sem tlinik felelésnek az rHis gének konstitutiv
kifejez6déséért. Felmerul tehat a kérdés, hogy melyek azok a tovabbi szabalyozé
elemek, amelyek ezt a magas szintl, sejtosztodasi allapottdl fuggetlen kifejezédést
biztositjak. A lucerna hiszton H3.2 gének 5 nem transzlalédd régiojaban és
intronjaiban nagy mennyiségben fordulnak el polipirimidin/polipurin-gazdag
szekvenciak (PPY/PPU), melyek nem gyakoriak a sejtciklus-figgé hiszton H3
geénekben (Robertson és mtsai, 1996). Feltételezhetd, hogy ezek azok az elemek,
amelyek, ha nem is kizar6lagosan, de szikségesek a magas szintl, konstitutiv
kifejez6dés biztositasahoz.

Ennek az érdekes és fontos szabalyozassal oOsszefliggb kérdésnek a
tanulmanyozasahoz laboratériumunkban megvannak a feltételei, amelyeket jol
kiegészit eredményes egyuttmikodésunk Jakob H. Waterborg és Kapros Tamas
munkacsoportjaval (University of Missouri-Kansas City, Kansas City, USA).

A rekombinans DNS moddszerek és a hatékony transzformacié kilondsen
kedvezé lehetéséget kinal e bioldgiai probléma tanulmanyozasahoz.

A génkifejez6dés  szabalyozasaban  fellelhet6  torvényszerliségek
megismerésen tul az el6allitott vektorkonstrukciok széleskorien felhasznalhatdk
idegen gének magas szintl kifejeztetésére transzgénikus noévényekben. Ez kildn
jelentéséggel bir, ha el kivanjuk Kkerulni a virdlis DNS-ek hasznalatat a

géntechnologiaval torténé ndvénynemesités soran.



2. Irodalmi attekintés

A sejtciklus szabalyozasanak alapmechanizmusai az eukariéta rendszerekben
nagyfoku konzervaltsagot mutatnak. Az utdbbi idében jelentés eréfeszitések
torténtek a sejtosztodasi folyamatok megértésére. A sejtciklus egyik ellen6rzé pontja
a G1/S fazis hataran van, ez az atmeneti pont nagyon fontos a sejtciklus szabalyos
mikodése szempontjabdl. Itt fehérjék nagy tomegére van szikség a tokéletes
mukodéshez (Doonan és mtsai, 1997; Dudits és mtsai, 1998). Ezen fehérjék
legnagyobb tdmegét a hiszton fehérjék adjak, melyeknek intenziv szintézise
szukséges a sejtciklus S-fazisaban, és amelyek a megfelel6 kromatinszerkezet
létrehozasaban jatszanak szerepet. Ezeket a fehérjéket 6t alcsaladba soroljuk: a
négy ,core” hiszton H2A, H2B, H3 és H4, amelyek a kromoszémalis DNS-sel a
nukleoszomat hozzak létre és az ugynevezett ,linker” hiszton H1 fehérje, amely a
nukleoszoman kivul kapcsolodik a DNS-hez, és a nukleészomak magasabb szinti
bepakolédasaért felelés (Wolffe, 1995; Crane-Robinson, 1997).

A hiszton gének kifejez6dése allati sejtekben

Allati sejtekben a hiszton fehérjék bioszintézise kiilénbdz6 szinteken
szabalyozott. A replikacio-fuggd hiszton gének a Il csaladba tartoznak, intront nem
tartalmaznak, a transzkricid utjan képz6dott mRNS-Uk nem poliadenalt. A fehérje
termelédése harom kulonb6zé mdodon szabalyozott: a transzkripcié meginditasa, a
pre-mRNS moédositasa és az érett mRNS lebomlasa szintjén (Chaubet és Gigot,
1998). Allati hiszton gének prométer régidiban kimutattak olyan pozitiv elemeket,
amelyek a transzkripcidos szabalyozasban vesznek részt (Heintz, 1991; Osley, 1991),
ezenkivul pozitiv és negativ elemek talalhatdék az éleszté hiszton H2A és H2B gének
promoter régidiban (Osley, 1991). A cisz-elemek jelenléte altalaban elég ahhoz, hogy
a genek sejtciklus fuggd expressziodjat biztositsa, bar az S-fazisban az expresszid
novekedése csak korulbellil 5-szordés mint az alapallapotban. Az mRNS szint
ndovekedéshez ezenkivil még hozzajarul az mRNS mddositasa és az mRNS

féléletidejének novekedése. Az mRNS 3’ nematir6do végeén jellegzetes hajtiihurok



szerkezet alakul ki. Ezek a tényez6k még tovabbi 5-10-szeres ndvekedést jelentenek
az S-fazisban a hiszton mRNS-ek akkumulacidjat tekintve (Birnstiel és mtsai, 1985).
Ismert, hogy a replikacio-fliggd hiszton gének mellett létezik a hiszton gének
egy kisebb csaladja is, amelyek konstitutiv moédon és alacsony szinten irédnak at. Ok
az ugynevezett kicserél6dési (replacement) hiszton fehérjéket kdédoljak melyek a
nem osztodo szovetekben halmozédnak fel. Ezek a gének felépitésikben
hasonlitanak az eukariéta gének alaptipusahoz, altalaban a gén intront tartalmaz és
a geénrdl keletkezett mMRNS poliadenalt. Ezenkivil megkuldnbdztetnek még fejlédés-

illetve szovetspecifikus kifejez6désl hiszton géneket (Meshi és mtsai, 2000).

A novényi hiszton gének kifejez6dése

A novényi hiszton gének tobbszordsen kuldnbdznek az allati hiszton génektél.
Mig az allati hiszton gének altalaban egy bizonyos kromoszéma terlleten
csoportosulnak, addig a névényi hiszton gének a kromoszoman kulonb6zé helyeken
szétszorodva egy-egy multigén csalad tagjaiként helyezkednek el. A masodik
jelentés kuldnbség az, hogy az allati, replikaciétol-fuggetlen hiszton génekhez
hasonléan, a transzkripcid soran hosszu 3’ nem transzlalodé régiot tartalmazo,
poliadenialt mMRNS-ek képzédnek (Chaboute és mtsai, 1986; Wu és mtsai, 1989). A
MmRNS-ben nem talalhaté meg az allati replikacié-fuggd hiszton génekre jellemzé
palindromikus szerkezet. A ndévényi hiszton fehérjek mennyisége az allatiaktdl
eltéréen, alapvetéen transzkripcionalis szinten szabalyozott. Ezért a funkcionalis

vizsgalatok els6sorban promoter analizisen alapulhattak.

Sejtosztédashoz kapcsolt hiszton gén kifejez6dés névényekben

A northern hibridizacios kisérletek (Minami és mtsai, 1993; Sundas és mtsai,
1993; Brandstadter és mtsai, 1994; Jayawardene és Riggs, 1994; Huh és mtsai,
1995; Szekeres és mtsai, 1995; Woo és mtsai 1995 és Kanazin és mtsai, 1996) és
az in situ hibridizaciés eredmények (Kdhler és mtsai, 1992; Fleming és mtsai, 1993;
Sundas és mtsai, 1993; Tanimoto és mtsai, 1993; Brandstadter és mtsai, 1994 és

Sundas és Engstrom, 1995) azt mutatjdk, hogy a hiszton gének fbleg a



merisztémakban és a o0sztddd sejtekben gazdag szovetekben mikodnek, mint
példaul a gyokér-, és hajtascsucsban, a fiatal levelekben, a sziklevélben, a
szallitoszdvetekben, a bimbdban, az embridban és a kallusz sejtekben. A hiszton
gének expresszids mintazata tobb kisérletben jelentés mértéki egybeesést mutatott
a DNS szintézis mintazataval. A kukorica embrio DNS szintézise és a hiszton mRNS
akkumulacioja a fejl6édés korai szakaszaban (csirazas utan 5 napig) erételjes idébeni
egybeesést mutatott (Brignon és Chaubet, 1993). A buza embrié analizise alapjan a
csirazas utan 1,5 nappal a hiszton mRNS-ek szintjének valtozasa egybeesett a DNS
szintézis valtozasaval, a hiszton H1 mRNS kivételével, amelynek a felhalmozédasa a
csirazas kezdete utan par o6raval csokkent (Minami és mtsai, 1993). Hasonlo
csOkkenés tapasztalhaté a buza egyes hiszton H2A mRNS-einek szintjében (Huh és
mtsai, 1995).

A szuszpenzidés kulturakban a hiszton mRNS-ek magas transzkripciés szintje
tapasztalhatd az intenziv ndvekedés szakaszaban és alacsony szint a stacionaris
fazisban (Callard és Mazzolini, 1997). Amikor szuszpenzids kulturat hidroxiureaval
(HU) kezelték, amely a ribonukleotid reduktaz inhibitora, a hiszton mRNS szint a
hattér értékére csokkent, mikozben a novekedés késlekedése is tapasztalhatd volt
(Atanassova és mtsai, 1998). Mezofill protoplasztok megfeleld, auxinnal és
citokininnel kiegészitett tapoldatban val6 tenyésztésének vizsgalata hasonlé modon
alatamasztotta, hogy kapcsolat Iétezik a hiszton mRNS-ek felhalmozédasa és a DNS

szintézis kozott (Kapros és mtsai, 1992, 1993; Atanassova és mtsai, 1998).

A sejtciklus S-fazisahoz kapcsolodé hiszton gén kifejezodés

Az in situ hibridizaciés analizisek azt mutatjak, hogy a hiszton mRNS-ek a
merisztémakban foltos mintazatot adnak, ami arra utal, hogy ezek az RNS-ek
korlatozott ideig vannak jelen a sejtciklus soran (Fleming és mtsai, 1993; Tanimoto
és mtsai, 1993; Fobert és mtsai, 1994; Kouchi és mtsai, 1995 és Sundas és
Engstrom, 1995). A részletesebb analizis érdekében olyan homogén sejtkulturat kell
|étrehozni, ami legalabb részlegesen szinkronizalhaté. Dohanybdl (Taoka és mtsai,
1999), rizsbél (Taoka és mtsai, 1998), lucernabdl (Kapros és mtsai, 1992, 1993,
1995) és Arabidopsisbdl (Callard és Mazzolini, 1997) készllt szuszpenzids kultura

ilyen céllal. A dohany BY2 sejtszuszpenzioval kapott szinkronizalasi eredmények



kiemelked6en hatékonynak bizonyultak. Aphidicolint hasznalva, amely a DNS-
polimeraz inhibitora és a sejteket a G1/S fazis hataran gatolja, az tapasztalhato,
hogy a drog eltavolitasa utdn a hiszton mRNS szintie a DNS szintézissel
O0szhangban valtozik és a génexpresszié magas szintje tapasztalhaté a sejtciklus S-
fazisaban, azonban mas fazisokban, féleg a G2/M fazis hataran az expresszids szint
nagy mertékben lecsokken (Mikami és lwabuchi, 1993 és Reichheld és mtsai, 1995,
1998).

Replikaciotdl fliggetlen hiszton gén kifejezé6dés

Hiszton mRNS-ek fehalmozdédasa olyan szovetekben is megfigyelhetd
amelyek proliferativ aktivitasa alacsony esetleg azokban a sejtekben is, amelyek
nem osztddnak (Raghaven, 1989; Raghaven és Olmedilla, 1989; Chaubet és mtsai,
1991, 1992; Koning és mtsai, 1991; Razafimahatratra és mtsai, 1991; Joanin és
mtsai, 1992; Kapros és mtsai, 1992; Huh és mtsai, 1995; Kanazin és mtsai, 1996 és
van den Heuvel és mtsai, 1999). Az ilyen tipusu hiszton gének kulon csaladot
alkotnak expresszibjukrol elmondhatjuk, hogy a fejlédés szabalyozasa alatt allnak és
féként a reproduktiv szervekben mikodnek.

A nukleoszéma felépullése soran el6szor a H3 és a H4 hisztonok kdzott
alakul ki kapcsolat (Wolffe, 1995). A ndvényekben az Osszes hiszton H4 fehérje
aminosav szekvencidja megegyezik, mig a hiszton H3 fehérjének két-harom
variansa is ismert (Waterborg, 1991, 1992), amelyek kozul az egyiket kédolé gén
expresszioja a replikaciotél fuggetlen és szekvencigjat tekintve az allati
rendszerekbdl ismert replacement (rHis) és fejl6ddés specifikus hiszton variansokhoz
mutat hasonlésagot (Kapros és mtsai, 1992; Robertson és mtsai, 1996). A lucerna
rHis hiszton H3.2 varians mRNS-e a sejtciklus soran magas szinten, mindvégig jelen
van, és kimutathato olyan szovetekben, amelyekben alacsony az osztédas mértéke
(kifejlett level). A H3 variansok ezen tipusai intront tartalmazo lucerna gének altal
koédoltak (Robertson és mtsai, 1996). Mas ndvénybdl szarmazd, intront tartalmazoé
hiszton H3 gének hasonldé maddon replikaciotdl flggetlen expressziét mutatnak
(Kanazin és mtsai, 1996). Ugyanakkor ez a kifejez6dési mintazat nem tapasztalhato

a hiszton H1 és H2A esetében, ugyanis az intron jelenléte nem jelentett replikaciotol
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fuggetlen génexpressziét (Jayawardene és Riggs, 1994; Huh és mtsai, 1997 és
Taoka és mtsai, 1998).

A génspecifikus probaval végzett northern hibridizacios kisérletek azt
mutatjdk, hogy a merisztémaban aktiv hiszton varidnsok mMRNS-ei gyakran
kimutathatok alacsony proliferativ aktivitassal jellemezhetd szdvetekben is (Chaubet
és mtsai, 1991; Joanin és mtsai, 1992). A transzgénikus ndvények vizsgalata arra
utal, hogy a buza H3 (Terada és mtsai, 1993) és Arabidopsis H4 gének (Atanassova
és mtsai, 1992; Lepetit és mtsai, 1992) tudnak proliferaciotol-figgé és —fuggetlen

expressziot is biztositani.

A hiszton gének kifejez6désének szabalyozasa a transzkripcio szintjén

Promoéter aktivitas merisztémaban és S-fazisban

Nakamaya és munkatarsai (1989) kimutattak, hogy a buza hiszton H3 gén
(THO12) transzkripcidja soran tokéletes iniciacidé és a 3’ vég megfelel6 mddositasa
figyelheté meg napraforgd sejtszuszpenzioban. A 3’ nemtranszlalodo vég mutacioja
nem befolyasolta a transzkripcid meginditasat. A tovabbiakban a hiszton gének
aktivitasat promoter/GUS  (B-glukuronidaz) kiméra génekkel analizaltak. A
transzgénikus ndvények hisztokémiai fest6édése azt mutatta, hogy azokban a
ndévényekben, amelyek a teljes hosszusagu (0.7-1.7 kb) promoétert tartalmaztak az
osztodod sejtekben gazdag régidkban figyelhettek meg aktivitast (Medford és mitsai,
1991; Atanassova és mtsai, 1992, 1998; Lepetit és mtsai, 1992; Brignon és mtsai,
1993; Terada és mtsai, 1993; Omirulleh és mtsai, 1994; Yang és mtsai, 1995; Huh és
mtsai, 1997). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a merisztéma-specifikus
hiszton prométerekben talalhatd cisz-elemek és szabalyozé faktorok konzervaltak a
novények széles taboraban, beleértve az egy- és kétsziki novényeket egyarant.
Ugyanakkor néhany klldénbség tapasztalhaté.

A delécids analizisek azt mutatjak, hogy a TATA-boxhoz kdzeli régiok (-185 és
—219 kozotti szekvenciak) felelések a buza H3 (TH012) és az Arabidopsis H4A748
promoéterében a merisztéma-specifikus kifejezédéseért rizs (Terada és mtsai, 1993) és
Arabidopsis (Atanassova és mtsai, 1992) szovetekben. A lucerna ALH3-1.1 gén 284

bp-os promdtere szintén merisztéma-specifikus expressziot biztositott transzgénikus
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dohany szovetekben (Kapros és mtsai, 1993). Ezeket az eredményeket kiegésziti,
hogy a kukorica H3C4 gén TATA-boxhoz kozeli promaoterrégidja erés érzékenységet
mutatott a nukledzokkal szemben transzgénikus dohanyban (Brignon és mtsai,
1993).

Lucerna sejtszuszpenziéban az ALH3-1.1/GUS transzgén kifejez6dése a DNS
szintézissel egyid6ében zajlott, ugy mint az endogén H3 géné (Kapros és mitsai,
1993). Ohtsubo és munkatarsa (1993) létrehoztak egy rizs sejtvonalat, amely
tartalmazza a buza H3 prométer/GUS kiméra gént. Ezen a sejtvonalon S1 nukleaz
vizsgalattal analizaltak a GUS mRNS-szint valtozasat. Az eredmények azt mutatjak,
hogy a megemelkedett GUS mRNS-szint a DNS szintézissel egyidében fordul el6,
azaz a H3 promoéter S-fazis specifikus expresszidt biztosit. A prométer egy roviditett
valtozata, ami csak a -185 bp-t6l kezdd6d6 szakaszt tartalmazza, hasonlo
kifejez6dési mintazatot biztositott (Ohtsubo és mtsai, 1993). A buza H1 (Taoka és
mtsai, 1998) és a H2A (Huh és mtsai, 1997) gének, TATA-boxhoz kozeli régidi a
transzkripcios iniciacios helytél szamitott —128 bp-t6l (TH315) ill. =120 bp-tél (TH254)
elégségesek voltak az S-fazishoz kapcsolni a gének aktivitasat.

Mindezek az eredmények alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a novényi
hiszton gének promoéterében a TATA-box-hoz kdzeli régidbkban vannak olyan cisz
elemek, amelyek ezeknek a géneknek merisztéma és S-fazis specifikus expressziot
biztositanak és azt is megallapithatjuk, hogy a 3’ nemkdédol6 régié nem befolyasolja
ezt a génkifejez6dési mintazatot. Ugyanakkor az is megfigyelhetd, hogy a
promoterek tavolabbi szakaszaiban talalhatok olyan elemek, amelyek erésithetik,
vagy gyengithetik a promoter aktivitdsat (Atanassova és mtsai, 1992; Ohtsubo és
mtsai, 1993; Terada és mtsai, 1993; Ito és mtsai, 1995; Huh és mtsai, 1997). A
kukorica H3C4 promoterében elhelyezkedd kozeli és tavoli cisz elemek egyarant
hozzajarulnak a gén végsé kifejez6dési mintazatdhoz Arabidopsis szbdvetekben

(Atanassova és mtsai, 1998).

A novényi hiszton gének expresszidjaban szerepet jatszé cisz-elemek

Tranziens expresszios kisérletek segitségével sok pozitiv és negativ hatasu
cisz elemet hataroztak meg a novényi hiszton gének prométerében (Nakayama és

mtsai, 1992; Lepetit és mtsai, 1993; Ito és mtsai, 1995; Yang és mitsai, 1995;

12



Sakamoto és mtsai, 1996; Huh és mtsai, 1997; Taoka és mtsai, 1998). Ezek kozul
tobb motivum erds konzervaltsagot mutat és az in vivo footprinting kisérletek
eredményei megerdsitik, hogy a hiszton gének szabalyozasaban szerepet jatszanak
(Brignon és Chaubet, 1993; Chaubet és mtsai, 1996; Reichheld és mtsai, 1998).

Tobb mint 10 évvel ezelbtt el6szor az ugynevezett oktamer (Oct) motivumot -
szekvenciaja: CGCGGATC - azonositottak tobb hiszton gén prométerében (Chaubet
és mtsai, 1986). Az6ta szinte valamennyi hiszton gén promoterében (> 40 gén)
kimutattak legalabb egy Oct motivumot (Meshi és mtsai, 1998), sé6t a lucerna H3.1
geén promoterében is, amelyben azonban nem a tipikus felépitést mutatja (Robertson
és mtsai, 1997). A mutacios analizisek azt igazoltak, hogy az Oct motivum fontos
szerepet jatszik az osztddas-specifikus és az S-fazis specifikus expresszidoban
(Nakayama és mtsai, 1992; Terda és mtsai, 1995; Chaubet és mtsai, 1996; Ohtsubo
és mtsai, 1997; Taoka és mtsai, 1999). Az Oct motivum hatarolé szekvenciai is
erbteljes konzervaltsagot mutatnak és ennek alapjan harom alcsoportba sorolhatéak,
az |-, ll-, lll-elem (Mikami és lwabuchi, 1993; Yang és mtsai, 1995; Taoka és mtsai,
1998). Mindharom fajta Oct képes S-fazis specifikus expressziét biztositani a
promoéter mogott elhelyezkedd gén szamara (Taoka és mtsai, 1999).

A hat bp-t tartalmazé hexamer (Hex) szekvencia elem (ACGTCA), amelyet
elészér a buza H3 és H4 gének promdterrégidiban azonositottak, buzasejt nuklealis
kivonatabdl szarmazé fehériékhez kotdédott (Mikami és mitsai, 1987). Késbbbi
eredmények szerint a motivum & hatarolo szekvenciainak két citozinja fontos
szerepet jatszik a feltételezhetéen DNS-kot6 fehérjékhez valé kapcsolodasban, ezért
a hosszabb, 8 bp-os szekvencia, a CCACGTCA (bdvitett hexamer) tlnik inkabb
jellemzd motivumnak az eredeti Hex motivummal szemben (Brignon és Chaubet,
1993; Reichheld és mtsai, 1998). A buza H3 promdter Hex motivumanak mutacioja
vagy delécioja a promoter szOvetspecifikus vagy sejtciklus fuggd expressziojat
megvaltoztatta (Nakayama és mtsai, 1989, 1992; Terda és mtsai, 1995; Taoka és
mtsai, 1999). Azt is fontos megjegyeznunk, hogy a hiszton promoéterekben a Hex
motivum altaldban a forditott Oct elemmel egyutt helyezkedik el és ez a motivum
egyuttes alkotja | tipusu elemet, ezért a Hex motivum funkciojat ilyen komplex
formaban is fontos vizsgalni (Meshi és mtsai, 2000).

Az eredetileg 9 taguként leirt nonamer szekvencia CATCCAACG (Nona), vagy
ennek kozeli valtozata a hiszton gének prométereinek felében talalhatdé meg (Meshi

és mtsai, 1998). Az els6 Nona motivum felismerése a buzasejtek sejtmagi
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extraktumaban talalhaté DNS-kotd fehérjéknek vizsgalata soran tortént (Kawata és
mtsai, 1988), majd mutaciés analizisek tamasztottak ala ennek a motivumnak a
fontossagat buza H3 és kukorica H4 gének promoéterében (Nakayama és mitsai,
1992; Lepetit és mtsai, 1993). A Nona motivum konzervaltsagi foka elég alacsony
(Brignon és Chaubet, 1993; Chaubet és Gigot, 1998): CCATC(-/N)CAACG vagy
CCATC(-/N)CAACGGCR az egysziki novények, és CAATC(-/N)CAACGRYY a
kétsziki novények esetében, ahol az (-/N) bazis hianyt vagy barmilyen mas bazis
jelenlétét jelzi (Brignon és Chaubet, 1993). A Nona motivum és az ahhoz hasonlé
szekvenciak megtalalhaték a nuklealis faktor koté helyeken. A dohany génekben
talalhato ugynevezett NON motivumok CAATCG(G/C)CCACG, kulénboznek a Nona
szekvenciaktdl (Reichheld és mtsai, 1998). A H4A748 promoterben mutattak ki
el6sz6r a NON motivumot (AGATCGACG) és in vivo footprinting kisérlettel igazoltak,
hogy ennek a szekvencianak szerepe van a gén merisztéma-specifikus
expresszidjaban (Chaubet és mtsai, 1996). Meg kell jegyeznink, hogy a NON
motivum egyarant hasonlit az Oct és a Nona szekvenciakhoz.

A CCGTC vagy CCGTC(C/T) motivumok szintén kimutathatok kulonb6zé
promoterekben. El6szor nuklealis faktor kotd helyként irtak le a kukorica H3 és H4
gének (Brignon és Chaubet, 1993), majd Arabidopsis H4 gén promodterében
(Chaubet és mtsai, 1996). Meglepé mdédon a CCGTC és a Nona motivum egyes
gének promoéterében egyutt helyezkednek el, mégpedik ugy, hogy a két motivumot
10 bp valasztja el egymastdl, feltételezhetben a két cisz elem egymast segitve
biztositja a szabalyozott mikodést (Brignon és Chaubet, 1993; Chaubet és Gigot,
1998).

A CCAAT motivum szintén egy jol ismert szekvencia-elem. Allati sejtek
vizsgalata szerint ehhez a szekvenciahoz DNS-k6t6 fehérjék kapcsolédnak (Maity és
de Crombrugghe, 1998; Mantovani, 1998). Novényi hiszton gének promédterében egy
ehhez hasonl6 8 bp-os szekvencia ACCAATCA mutathatd ki (Yang és mtsai, 1995;
Taoka és mtsai, 1998), ez a lll-as tipusu elem alkotorésze, ahol az Oct motivum
forditott orientacioju szekvenciajaval talalhatdé egyuitt. Ezekben az elemekben 8 bp
valasztja el a két motivumot. A buza H1 gén promoterében talalhato CCAAT boxrdl
Taoka és munkatarsai (1998) kimutattak, hogy cisz aktivalé elem.

Az eredeti CCAAT-box-tél kilonb6zd, de CCAAT tartalmu szekvencia
talalhaté (CAT) a kukorica H3C4 promoéterében is, amelyrél in vivo footprinting

kisérlet segitségével kimutattdk, hogy ehhez az elemhez nuklealis faktorok
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kapcsolédnak (Brignon és Chaubet, 1993). A kukorica H4C7 gén prométerében
szintén megtalalhatd ez a szekvencia (Brignon és Chaubet, 1993).

Tobb mas tipusu cisz-aktivalo elem is ismert a novényi hiszton gének
promoter régidiban, bar ezek konzervaltsaga kisebb mértéki. llyen példaul a buza
hiszton gén promoterében kimutathatd AT-gazdag szekvencia és direkt ismétlédési
szekvenciak (Huh és mtsai, 1997) vagy az ACT-box, amelyhez a WZF1 cink-finger
fehérje kapcsolddik (Sakamoto és mtsai, 1993, 1996). Az Arabidopsis H4A748 gén
promoéterében a ll-es tipusu elemtél 3’ iranyban talalhaté a CarG (CTAATATG)
szekvencia, aminek feltételezhet6 szerepe a vaszkularis szovetspecifikus

expresszioban nyilvanul meg (Shen és Gigot, 1997; Taoka és mtsai, 1999).

A kiillonb6z6 cisz elemek egyiittmiikodése

Mar korabban emitettik, hogy a kulonb6zd cisz-elemek kozott egyuttmikodeés
tapasztalhatd. Az Oct gyakran mas motivumokkal egyutt van jelen és igy hozzak
létre a kulonbo6zd tipusu (I, I, IlIl) elemeket. Ezeket a motivumokat Oct-tartalmu
elemeknek nevezzik (OCE). Az I-es tipusu elem (CCACGTCANCGATCCGCG) egy

Hex és egy forditott orientacioju Oct motivumot tartalmaz, méghozza ugy, hogy a két

konzervalt valtozat k6zott 2 bp szunet talalhatdo (Mikami és lwabuchi, 1993). A ll-es
tipusu elem (TCACGCGGATC), egy 11 bp-os elem, amely 3 bp tulnyuld részt
tartalmaz a konzervativ région kivul (Mikami és lwabuchi, 1993). A lll-as tipusu elem
(GATCCGCG-N14-ACCAATCA) pedig egy forditott orientacioji Oct motivumot és egy
CCAAT-boxot tartalmaz 14 bp szunettel szétvalasztva (Yang és mtsai, 1995; Taoka
és mtsai, 1998). Meglep6 mdédon mindegyik eddig vizsgalt hiszton gén tartalmaz
legalabb egyet a harom kulonb6zé6 OCE-bél (Meshi és mtsai, 1998), ennek
megfeleléen mindegyik hiszton gén besorolhaté valamelyik tipusba (I, Il vagy IlI),

attol fuggben, hogy a promoterében melyik OCE-t talalhaté (Taoka és mtsai, 1998).

Az l-es tipusu elemek

A két | tipusu buza és lucerna H3 gén promoterérdl ismert, hogy S-fazis és
merisztéma-specifikus expressziét biztosit a prométer mogott elhelyezkedd génnek
(Kapros és mtsai, 1993; Ohtsubo és mtsai, 1993; Terada és mtsai, 1993). A buza H3
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promoterének pontmutacioja, amely a Hex vagy az Oct motivumot érintette,
transzgénikus rizs novények merisztéma-specifikus expressziojat (Terda és mitsai,
1995) és transzgénikus rizs szuszpenzidban a sejtciklus fuggd kifejezédést (Ohtsubo
és mtsai, 1997) megszlntette, ugyanakkor ezek a mutaciok nem befoyasoltak a
sejtosztodastol fuggetlen expressziot (Terada és mtsai, 1995).

Taoka és munkatarsai (1999) az l-es tipusu elemek és az S-fazisos
génexpresszid kozotti kapcsolatot vizsgaltak. Az I-es tipusu elem harom-négy
sejteket transzformaltak ezzel a kiméra génnel, és afidikolinnal szinkronizaltak a
sejtszuszpenziot. A transzgénrdl szarmazé GUS mRNS szint valtozasat kovették
nyomon a sejtciklus soran RT-PCR segitségével. Az eredmények azt mutatjak, hogy
az l-es tipusu elemek S-fazis specifikus expressziot biztositanak a heteroldg
promoéter szamara. Transzgenikus dohany novényekben GUS aktivitas a
merisztématikus  szOvetekben: a gyOkércsucsban, levél és oldalgyokeér
kezdeményekben és fiatal sziklevélben volt tapasztalhaté (Kapros és mtsai, 1993;
Ohtsubo és mtsai, 1993; Terada és mtsai, 1993; Taoka és mtsai, 1999). Az S-fazis
specifikus expressziohoz az Oct és a Hex motivumra egyarant szukség van, ez is az

I-es tipusu elem Osszetett funkciojara utal.

ll-es tipusu elemek

A ll-es tipusu elemek direkt és forditott orientacioban is elhelyezkedhetnek
(Mikami és Iwabuchi, 1993; Meshi és mtsai, 1998). Az Arabidopsis H4A748 gén
TATA boxhoz kozeli régidjanak expressziora gyakorolt hatasat kulonbozé
merisztématikus szovetekben vizsgaltak. Az aktivitas a két Oct tartalmu motivum (ll-
es tipusu elem és a ll-es tipus-szeri egyedulallé Oct motivum (aCACaCGGATC))
mutacioja soran elveszett (Chaubet és mtsai, 1996). Egy masik ll-es tipusu elem
promoéter aktivalasat (buza H2A gén TH254 promotere) transzgénikus dohany
ndévényben vizsgaltak, ahol a prométer S-fazis specifikus expresszidjat tapasztaltak
(Huh és mtsai, 1997). A kukorica H3C4 promotere szintén ll-es tipusu elemet
tartalmaz, amely merisztéma-specifikus expressziét biztosit Arabidopsis

novényekben (Atanassova és mtsai, 1998).
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A mutacios kisérletek azt mutatjak, hogy a ll-es tipusu elem szintén egy
Osszetett elem és S-fazis specifikus expressziot képes kialakitani (Taoka és mitsai,
1999), ugyanakkor sejtszinkronizacios kisérletekben az afidikolin eltavolitasa utan az
aktivitas a masodik S-fazisban viszonylag alacsony. A transzgénikus dohany
novenyek hisztokémiai festdése a fiatal sziklevélben és a fejl6dd segitésejtekben
volt magas, ugyanakkor mas merisztématikus sejtek nem mutattak a transzgeén
mikodését (Taoka és mtsai, 1999). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ll-es
tipusu elem mikodése eléggé korlatozott és feltételezhetben mas cisz-elemek is

felel6sek a kifejezbdésert.

lll-as tipusu elemek

Az Osszes vizsgalt hiszton gén tartalmaz valamilyen lll-as tipusu elemet direkt
vagy forditott orientacioban (Meshi és mtsai, 1998). Vannak olyan hiszton
génvariansok, amelyek napi ritmus altal szabalyozott vagy szarazsagindukalt H1
geént tartalmaznak (Wei és O’Connel, 1996; Ascenzi és Gantt, 1997) és bennlk olyan
valtozatai talalhatok meg a lll-as tipusu elemnek, amelynél a két motivum kozotti
tavolsag eltér az eredeti motivum esetében megfigyelttél (Taoka és mtsai, 1998).
Olyan hiszton gének expressziojat vizsgaltak transzgénikus dohany novényekben,
amelyek lll-as tipusu elemet tartalmaztak, mint a buza H2B gén TH123, és TH153
promoétere (Yang és mtsai, 1995) és a buza H2A gén TH274 prométere (Huh és
mtsai, 1997). Ezek a promoéterek merisztématikus régidkban mutattak aktivitast. A
TH153 és a TH274 promoter a |l mellett | és 1l tipusu elemet is tartalmazott.

A mutacios eredmények azt mutatjak, hogy a lll-as tipusu elem egyedul képes
osztodod sejt és S-fazis specifikus expressziét biztositani, noha a benne eléforduld
CCAAT box egyedul nem képes kimutathatd aktivitast indukalni (Taoka és mtsai,
1999). Az altalanos expresszids mintazat azokéra a novényekére hasonlitott,
amelyek l-es tipusu elemet tartalmaznak. Ugyanakkor a lll-as tipus mukodéserdl
elmondhatjuk, hogy ennek a promoéternek az expresszidja szinkronizalt
sejtkulturaban az afidikolin eltavolitasa elétt kezd6édik, ami arra utal, hogy a lll-as
elem képes aktivalni az expressziot a replikacié kezdete el6tt, és magas szintet tud

biztositani végig a DNS szintézis soran (Taoka és mtsai, 1999).
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Nona, CCGTC és szo6l6-Oct; modulator elemek

A Nona és a CCGTC motivum sejtosztdédas-specifikus szabalyozé szerepére
utalnak a nyugalmi allapotban 1évd, és az osztodd kukorica sejtek H3 és H4
génjeinek promoterein végzett in vivo footprint kisérletek (Brignon és Chaubet,
1993). Az Arabidopsis H4A748 gén analizise azt mutatja, hogy a Nona szeri
szekvenciaknak és a CCGTC motivumnak merisztéma-specifikus muikodeést
el6segqitd szerepuk van (Chaubet és mtsai, 1996). Azonban ha az I-es tipusu elemet
eltavolitottak a buza H3 gén promaéterébdl a Nona és CCGTC elemek jelenlétének
ellenére nem volt medfigyelheté az S-fazis specifikus expresszidé (Ohtsubo és mtsai,
1997), ami arra utal, hogy ezek az elemek modulator szerepet tolthetnek be, erésitve
az OCE elemek hatasat.

Poszttranszkripcionalis szintii szabalyozas

A hiszton transzkriptumok S-fazis specifikus felhalmozédasahoz sziukséges a
hiszton mRNS-ek lebomlasa az S/G2 hatar kdrnyékén. Allati, merisztéma-specifikus
expressziot mutatd hiszton gének esetében az mRNS 3’ vége nem poliadenilalt,
hanem egy hajtliszeri struktura figyelhet6é meg ezen a szakaszon. Ez a specialis
struktura és az ehhez szorosan kapcsolédd szekvenciak szukségesek az mRNS
megfelel6 éréséhez és a sejtmagi transzporthoz (Marzluff és Pandey, 1998; Heintz,
1991; Osley, 1991), és ez a hajti felelés az mMRNS megfelelé lebomlasaért (Osley,
1991). Ezzel ellentétben a névényi hiszton gének poliadenilaltak (Chaboute és mtsai,
1988; Chaubet és mtsai, 1988; Wu és mtsai, 1989; Mikami és lwabuchi, 1993), ezért
a noveények esetében az allatitdl eltér6 mechanizmus kell, hogy biztositsa az mRNS
destabilizaciéjat a megfelel6 idépontban.

Részletesen vizsgaltdk a lucerna H3 mRNS stabilitasat (Kapros és mtsai,
1995), és az S-fazison kivuli alacsonyabb hiszton H3.1 mRNS szint val6szinisitette
egy H3.1-specifikus degradaciés mechanizmus meglétét (Kapros és mtsai, 1992,
1995). A specifikus destabilizacidoban szerepet jatszhatnak a kdédolé és/vagy a 3’
nemkddold régiok, mivel az ALH3-1.1/GUS gén transzkript szintje transzgénikus
lucerna sejtekben az S-fazison tullépve sokkal stabilabbnak bizonyult, mint az

endogén H3.1 mRNS (Kapros és mtsai, 1993). Jelenleg a 3’ régidé szerepe nem
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tisztazott. Buza esetében az mRNS éréséhez sziukséges a poliadenilacios helytdl
felfelé és lefelé elhelyezkedd konzervalt ATG(-/G)AAATG és valdszinilleg a T3(N)1s-
16GATT motivum (Nakayama és mtsai, 1989; Ohtsubo és Iwabuchi, 1994).
Robertson és munkatarsai (1997) irtak le egy olyan mRNS-t, mely annak ellenére S-
fazis specifikus felhnalmozédast mutatott, hogy génje promoterében nem tartalmazta
a tipikus Oct motivumot. Ennek a szekvencianak az 6sszehasonlitasa tovabbi H3
MRNS-ekkel arra a feltételezésre vezetett, hogy valdszinlileg a 3 nemkddold
régioban talalhat6 TTAATNA szekvencia lehet az a szabalyozé elem, mely a

sejtciklus-specifikus expressziot biztositja.

ya Ve

Habar a hiszton gének transzkripcidos szabalyozasat vizsgald kutatasok még
folyamatban vannak, a meglévo ismeretek alapjan felallithatd egy modell a hiszton
gének transzkripcidés szabalyozasarol. Valamennyi ismertetett cisz elem a hozzajuk
kapcsolodd protein komplexszel egyutt, 6sszehangoltan, mint pozitiv faktor vesz
részt a végsd expresszios szint kialakitasaban, és néhanyuk befolyassal birhat az
kifejez6dési mintazat kialakulasara is. A jellemzd expressziés kép kialakitasaért
els6sorban az OCE és a modulator elemek felelések, melyek valdszinileg
egyuttesen alakitjak ki a sejtosztdédashoz kapcsolt, S-fazis specifikus mintazatot.
Mindharom OCE elem képes S-fazis specifikus kifejezédést elbsegiteni, azonban
mindegyikuk kulonb6z6 aktivitast eredményez (Taoka és mtsai, 1999). Az |-es és llI-
as tipusu elemekkel 6sszehasonlitva a ll-es tipusu 6nmagaban gyenge kifejez6dést
okoz, mely mas elemek altal kdnnyen maodosithaté. Egyedul a lll-as tipusu elem
képes a replikacio el6tti transzkripcié aktivalasra, azonban az ekkor képz&dott
MRNS-ek mennyisége még mindig alatta marad az dsszes endogén hiszton mRNS
mennyiségének.

Valoszinlleg a feltételezett OCE komplexek érzékelik a jelet a sejtciklus, vagy
az osztédas allapotardl, és az alap transzkripcios komplexszel kommunikalva
hozhatja létre az ennek megfelel§ transzkripciot. Ezzel dsszefliggésben meg kell
emliteni, hogy a HiNF-D komplex, mely kot6dik az emberi H4 gén S-fazis specifikus
eleméhez pRB rokon fehérjét, Cdc2-t és ciklin A-t tartalmaz (Stein és mtsai, 1996).

Az OCE Aaltal el6segitett expressziot modosithatjgak a Nona, CCGTC és szd6ld Oct
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motivumok, és a velluk valo kapcsolddasra képes faktorok, melyek egyéb szignalokat
kozvetithetnek az OCE komplexeknek (mint példaul az osztdédasi aktivitas).

Habar még nem vizsgaltak meg teljes mértékben a lehetéséget, de a TATA
boxot tartalmazo alap prométer is részt vehet a specifikus expresszio kialakitasaban,
ugyanis magas, funkcionalisan kulonb6z6 aktivitas volt megfigyelhetd, amikor a buza
H2A és H3 gének ezen régioit Osszehasonlitottak a 35S alap promoterével
(Nakayama és mtsai, 1995; Huh és mtsai, 1997). Osszefoglalva azt mondhatjuk,
hogy a névényi hiszton gének végsd expresszidés mintazatazatat a transzkripcionalis
€s a poszttanszkripcionalis szabalyozas 0Osszessége adja, az utdbbi magaban
foglalja az S-fazisbeli visszacsatolasos szabalyozast és a hiszton mRNS érésének
valamint stabilitdsanak kontrolljat (Ohtsubo és Iwabuchi, 1994; Kapros és mtsai,
1995; Reichheld és mtsai, 1998).

Meg kell azonban jegyezni, hogy az OCE elemek megtalalhatok a replikaciotol
fuggetlen kifejez6dési hiszton génekben is (Chaubet és mtsai, 1992; Robertson és
mtsai, 1996), ami arra utal, hogy ezeknek a géneknek a szabalyozasat a cisz
elemek, beleértve az OCE-ket, mddositd elemek, valamint eddig még nem

azonositott faktorok kombinacidja biztositja.
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3. El6zmények és célkitlizés

A Sejtosztdédasi és Differencialodasi Csoportban a 80-as évek kdzepétél
kezdve vizsgaljak a hiszton géneket, els6sorban lucernara alapozott kisérleti
rendszerekben. 1989-ben jelent meg a kozlemény, amely igazolta a H3 hiszton
génvariansok meglétét lucernaban (Wu és mtsai). Ezt kovetéen a cDNS klénok
birtokaban ki lehetett mutatni egy sejtciklus fuggé (H3.1) és egy konstitutiv (H3.2)
gén mikodését. A H3.1 genomikus kldnjat korabban szintén csoportunkban izolaltak
(Wu és mtsai, 1988), és késbbb igazoltak az osztdédasi allapottol fuggbd
promoétermikodést (Kapros és mtsai, 1992). A konstitutiv cDNS varians genomikus
megfelelbjét izolalva valt lehetévé e gén mikddését befolyasold elemek jellemzése
és felhasznalasa (Robertson és mtsai, 1996).

A szekvencia adatok alapjan elkulonithet6 az 5 végi promoter régio (a
transzkripcié kezddpontjahoz viszonyitva —482 és —1 bazisparok kozott), harom
intron (555 és 668; 746 és 962; 1053 és 1174 bazisparok kodzétt), valamint a 3’
nemtranszlalédo régié (1346 és 1676 bazisparok kozott).

Az elmult évek kutatasi eredményei alapjan bebizonyosodott, hogy a
sejtciklus-figgé hiszton gének S-fazisos és merisztéma-specifikus kifejezé6dése
meghatarozott szekvencia elemeknek koészonhetd, melyek a prométeren a
transzkripcios startponttdl szamitott 300 bazisparon beldl, 5’ iranyban helyezkednek
el (Brignon és Chaubet, 1993; Chaubet és mtsai, 1996; Kapros és mtsai, 1993;
Ohtsubo és mtsai, 1997; Shen és Gigot, 1997). Meglep6 mdédon ezen motivumok
tobbsége szintén megtalalhatdé a konstitutivan mikodé lucerna hiszton H3.2 génben
(msH3g1 genomi klon, 1. abra) (Robertson és mtsai, 1996). Ezek kozé tartozik az
ugynevezett nonamer motivum (CCATCNyCANC), egy szabalyozé elem, melyrél
kimutattak, hogy kapcsolédik egy, az S-fazis indukalta génexpresszidhoz
elengedhetetlenll szikséges fehériéhez (Brignon és Chaubet, 1993; Ohtsubo és
mtsai, 1997). Annak ellenére, hogy a H3.2 gének tartalmaznak a replikacio-fugg6
variansokra jellemz& promoter elemeket, northern analizis vildagosan mutatta ezen
gének konstitutiv kifejez6dését, egy, a sejtciklus-figgé H3.1 génekét messze
meghaladd egyensulyi mRNS szinttel (Kapros és mtsai, 1992, 1995; Robertson és
mtsai, 1996).
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1 ACTTNACTAA CGGAGTCTGC ATTTAGGTAC TAAAATGACT AATATAGTCT
51 ACATTCAGGG ACTATTTTGC AATTTACCTG CATTCAGGGA CTAAAGTGAC
CAAT
101 GACTTCTTTC CTATTCAGAG ACTAAAGTGA CCAATCTCTC AAAATGAAGA
151 TATTTTGTTT TGTTTTGGCG AGATAAGTTG CACACGATTT ACACTCACAA
CAAT
nonamer motivum

201 AAGAAACACA AATTGTCCAC GCTGGCAATC CGCAACTTTA CAAACCAACC

... oktamer motivum
251 AATCAGAAAC AAACACACGG ATCGCACTTA ATATTTTCAC TTAAAAAACT
301 CATCATTACC GTTGAAGCAT TCAAAGTCCA CGATCTCTCT ACTCTAATTA

TATA szignal
351 ACCTTCCTTA ATCATCATTA ACCCTTGCAT ATATAAACAC ACTTCTCTTC
CAP

401 AACAACCCTC ATTACACATT TCTTCTCTTT CGCTAAATCT AATCAATCTT
451 TCCCTCTCTT CGAGCTTTCT CTCTCCGATT CCATGGCTCG TACCAAGCAA
501 ACCGCTCGCA AATCCACTGG TGGTAAGGCT CCAAGGAAGC AGCTCGCCAC
551  CAAGGTAACC ACCGTTCACC GCCGTAACGG TTTTTTCTITC TTTCTGTTTT
601  CTTGATCTTA_GGGTTTCGTT TTCTTCAATT CGAATTTTTT GATTGATTTC
651  ATCGATTTTT_ TGGTTCAGGC TGCTAGGAAA TCTGCTCCTA CTACTGGAGG
701 AGTCAAGAAA CCTCACCGAT ACCGCCCTGG AACTGTCGCT CTTCGGTAAT
751  TTCCTTTTCC_CCAATTTTTA GGTTTTCGGA GTTTTGCAGT TTCTATTATT
801  AATTTTTTTT_AGGTTTTCGT TGTGTTTTGA ATATTCTATT GAATTTTATG
851  TTNNGAATTT GAATTTTGGA TTCATAATTT TTAGGAATTT GGAGTTTTGT
901  ATTCTCGGTT_TATGATTTTT AGGTTTTCGT AGTTGTTAAT TTTCAATTGT
951  TGTGATTTAC_AGTGAGATCC GTAAGTACCA GAAGAGTACC GAGCTTTTGA
1001 TCCGCAAGCT TCCATTTCAG CGTCTTGTCC GTGAAATTGC TCAAGATTTC
1051  AAGGTAAATA_TTGTTACTTA GTTTCATAAT TGATTTTGTG TGAAATCTTG
1101 TTCCTCTTTG_GTTTATTTAA TTTGTAATTG TTGTTTTTGA TATTTTTCTG
1151  ATTAATTTGC_TGTTGTTGTT ATAGACGGAT CTGAGATTCC AGAGCCATGC
1201 AGTTCTTGCA CTTCAGGAAG CAGCTGAGGC TTACCTGGTT GGATTGTTTG
1251 AGGACACCAA TCTGTGTGCA ATTCATGCTA AGAGGGTGAC AATTATGCCT
1301 AAGGACATTC AGCTTGCTCG TCGCATTCGC GGTGAACGTG CTTAGGGTGG
1351 TGAAGGCGCT TTTAGCGTTA TGGTGGATTA GTATTTTGGA AGGATTTAGG
1401 GTTTTATGAA TTGAATTTTC TTTTATGCGT TGTATAGTTC TGAACCTATA
1451 ATGTTCAATC TTTAACAACA GACATATTTT GGATTATGAT TAGTTTTTTG
1501 CGGACAAATT TGTGATGTAA TTGGTCAATT ACAATTGAAG TCTCTGCAAC
1551 TATTTTACTT ATATCTCCAT TGCTTCCTGA TTTCGTTATG CGCTTTTGAT
1601 GATGCGACTG TGGTTTCTAG CTCTGAATTC AATTTGTGAT GCGTTTCTCT

1651 CTATGGTAGT TTGTCTATCG CTGACA

1. @bra A lucerna H3.2 gén nukleotidsorrendje. A fontosabb prométerelemeket
az abran megjeloltuk. A CT gazdag 5 nemkddold régidt alahuzas, az
intronokat szaggatott vonalas aldhuzas jelzi. A poliadenilacios jeleket
kétszeres alahuzas mutatja.
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Az irodalomban szamos kozlemény foglalkozik a hiszton gének
expressziojaval, annak szabalyozasaval, a szabalyozasban részt vevé cisz és transz
faktorok azonositasaval, jellemzésével (lasd az “lrodalmi attekintés” fejezetet). Ezek
a kisérletek azonban elsésorban az S-fazis specifikus, sejtciklus fliggé kifejezé6désl
hiszton gének vizsgalatara korlatozottak. Nem vizsgaljak azt a kérdést, hogy annak
ellenére, hogy az rHis gének (a mi esetunkben a lucerna H3.2) promoéterében
megtalalhatok azok a cisz szabalyozd elemek, melyek bizonyitottan az S-fazis
specifikus kifejezédésért felelések, ezek a gének mégis konstitutivan, magas szinten
fejez6dnek ki.

A viralis promoterek hasznalata transzgénikus novények eléallitasara szamos
problémat jelenthet. Ezek kozé tartozik példaul a megemelkedett rekombinacios
gyakorisag (Kohli és mtsai, 1999), fontos transzgének elhallgatasa (silencing; Al-Kaff
és mtsai, 2000), és a virus eredetll szekvenciakkal szemben megfigyelhet6
ellenérzés. A hiszton gének tobb kdpiaban fordulnak el6 a genomban, az evolucié
soran nem valtak gén inaktivacié targyava. A replacement H3 gének valamennyi
névényfajban megtalalhatok, és magas szinten, konstitutivan fejezédnek ki. A gén
promoéterében és intronjaiban olyan szekvenciak talalhatok, melyek feltételezhet6en
megakadalyozzak az olyan kromatinszerkezet kialakulasat, amely a génmikodés
gatlasaért felelés (Robertson és mtsai, 1996; Waterborg és Robertson, 1996).

Az elmondottak alapjan munkank kezdetén kitlzott céljaink két f6 pont koré
csoportosithatok:

1. Megvalaszolandé kérdésként merult fel, hogy az izolalt lucerna H3.2
promoter is képes-e a konstitutiv, magas szintl kifejez6dést biztositani a hozza
kapcsolt riporter génnek? A gén intronja, 3’ nemkddolé régidja képes-e befolyasolni,
megvaltoztatni az expressziot? A CT gazdag szekvenciak, melyek a gén %5
nemkddold régidjaban és intronjaiban talalhatok hatassal vannak-e a merisztéma-
specifikus lucerna H3.1 promoter mikodésére?

2. Tanulmanyoztuk tovabba, hogy az emlitett szabalyozo régidk egyenként és
kombinaciokban alkalmasak-e Uj vektormolekulak kifejlesztésére, amelyek lehetévé
tehetik idegen gének muikodtetését a novényi sejtekben, szbvetekben, valamint a
sajat gének expresszids meértékének, vagy térbeli, iddbeli mintazatanak
megvaltoztatasat. Ezért célul thztlk ki, hogy az izolalt MsH3g1 génvarians
szabalyozé régidinak felhasznalasaval széles gazdaspecificitasu, konstitutiv

expressziot biztositdo novenyi expresszios vektort allitsunk eld.
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4. Anyagok és modszerek

Molekularis biolégiai és biokémiai technologiak

Baktériumos tapoldatok, torzsek és vektorok

A baktériumok szamara az antibiotikumos tapoldatot Sambrook és
munkatarsai (1989) altal leirt médon készitettik el. Baktérium térzsek kozul a
Escherichia coli-t (DH5a) hasznaltuk. A kémiai kompetens sejteket, amire a plazmid
DNS felszaporitasa érdekében volt szikségink, Inoue és munkatarsai (1990)

modszerével készitettik el.

Plazmid konstrukciok készitése

PpHEX-N::GUS

A pBI122.3 (Clonetech) plazmid Hindlll/Sacl GUS fragmentjét kicseréltik a pLP100
(Kapros és mtsai, 1993) azonos fragmentjével (pBlmod). A lucerna H3.2 promdter
(MsH3g1 genomi klon, Robertson és mtsai, 1996) mint Accl/Ncol fragmentet
épitetttk be a pBlmod plazmid Ncol és feltoltott BamH| vagodhelyeire (pHEX-
N::GUS).

PpHEX-d::GUS
A lucerna H3.2 promoter 193 bazispar hosszusagu Sspl/Ncol fragmentjét épitettuk

be a pBImod plazmid Ncol és feltéltott BamHI vagdhelyeire (pHEX-d::GUS).

PpHEX-110::GUS

Az MsH3g1 genomikus klén elsé intronjat polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével
izolaltuk. A felhasznalt primerek a kdvetkez6k voltak:
5-CATAGGTAACCACCGTTCACCGCCG-3’ és
5-GCCTGAACCAAAAAATCGATGAAA-3".

A PCR terméket Ncol hasitas utan a pHEX-N::GUS konstrukcié azonos helyére
épitettik be (pHEX-110::GUS).
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pHEX-111::GUS

A pHEX110 konstrukcié Sacl/EcoRI nopalin szintaz (NOS) terminatorat PCR reakcid
segitségével kicseréltik az MsH3g1 genomi klon 3 nematirodé régidjara
(PHEX111::GUS). A felhasznalt primerek a kdvetkez6k voltak:

5 — GAG CTC TAG GTA GGT AGC ATT CGC GGT GAACGT GCT -3

5 - GCG GCC GCT GTC ACC GAT AGA CAAACT ACC -3’

pH3.1::GUS

A Kapros és munkatarsai (1993) altal leirt konstrukciobdl, mely a H3.1 promdéter —
GUS — NOS expresszids kazettat tartalmazza a pLP100 promoter tesztel6 vektorban,
a Hindlll/Sacl prométer-riporter gén fragmentet a pB1122.3 vektorba épitettik. Az igy
létrehozott plazmid Sacl/EcoRI szakaszat (NOS terminator) kicseréltik az ALH3-1.1
klon (lucerna hiszton H3.1 cDNS; Wu és mtsai, 1989) Hinfl/HindlIll fragmentjével (3’
nematirodo régio) a megfeleld linkerek felhasznalasaval (pH3.1::GUS).

p2CT::GUS, p4CT::GUS, p6CT::GUS

A CTCTCGGCTCTC (p2CT::GUS), CTCTCGGCTCTC CTCTCGGCTCTC
(p4CT::GUS) valamint a CTCTCGGCTCTC CTCTCGGCTCTC CTCTCGGCTCTC
(p6CT::GUS) oligonukleotidok mindkét szalat megszintetizaltattuk oly médon, hogy a
két szal kapcsolédasakor mindkét oldalon GTAC szekvenciaju tualnyulé vég
képz6djon. Az oligonukleotidokat Kpnl restrikcios enzimmel hasitott pH3.1::GUS
plazmidba épitettlk be.

Expresszios kazettak binaris vektorba épitése

Stabil transzformans dohany ndvények elballitdsara az expresszios kazettakat mint
EcoRI/Hindlll fragmentet a pBIN19 (Bevan és mtsai, 1984) binaris vektor azonos
vagohelyeire klonoztuk. Az igy kialakitott konstrukciok T-DNS-eiken belul
tartalmazzak a hiszton promotereken alapuld expresszios kazettakat, az
Agrobacterium  kozvetitette  novénytranszformaciohoz  szikséges  hatarolo
szekvenciakat, valamint egy novényi kanamicin rezisztenciat biztosité gént (pBHEX-
N::GUS,. pBHEX-d::GUS, pBHEX-110::GUS, pBHEX-111::GUS,. pBH3.1::GUS,
pB2CT::GUS, pB4CT::GUS, valamint pB6CT::GUS)
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Plazmid DNS izolalas

A plazmid DNS izolalas, attol fuggben, hogy mennyi DNS-re volt szikség (mini
€s maxi preparalas) alkalikus lizis modszerével, Sambrook és munkatarsai (1989)

leirasa alapjan készlltek.

Emésztés restrikcios enzimekkel

Az enzimatikus reakciokat a gyartocég (New England Biolabs, Boehringer,
Fermentas) javaslatai alapjan a megfelel6 pufferekben végeztik el. Az emésztett
DNS-t fenol/kloroformmal tisztitottuk, majd kicsaptuk. Lecentrifugaltuk és Kkis

mennyiségl vizben oldottuk fel.

A nukleinsavak elektroforézise

A nukleinsavak frakcionalasat Sambrook és munkatarsai (1989) javaslatai

alapjan hajtottuk végre. A frakcionalast az elvalasztas céljatol fuggbéen kilonbozé

s s

fragmenteket 1%-os TBE-agardz gélben valasztottuk el egymastol és UV fény

segitségével tettlk lathatova olyan gélekben, amelyek 0,5 ug/ml EtBr-ot tartalmaztak.

PCR amplifikacio

A DNS amplifikaciét az alap protokollban szereplé modon végeztuk el. A PCR
primerek automata oligé szintetizatorral készultek. A PCR reakciot 0,2 mM dNTP, 0,1
um primer, 2,5 mM MgCl,, 2U Taq DNS polimeraz, 10 mM Tris-HCI (pH 8,8), 50 mM
KCl és 1-10 ng templat DNS jelenlétében végeztuk 50 ul végtérfogatban. Az
alkalmazott program a kdvetkezd volt: 1 x 5 perc 95 °C; 25 x 30 masodperc 95 °C, 30
masodperc 55 °C és 1 perc 72 °C; 1 x 5 perc 72 °C. A PCR fragmenteket agaroz
gélben valasztottuk el, ahonnan Uveggyongy (Amersham) segitségeével izolaltuk.
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Ossz-RNS analizis

Az 0ssz-RNS izolalasra Chomzynski és Sacchi (1987) modszerét alkalmaztuk.
A mintakat folyékony nitrogén jelenlétében tartuk fel, majd hozza megfelel6 puffert
adtunk (4M guanidium tiocianat; 25mM natrium citrat, pH 7.; 0,5 % szarkozil, 0,1 M
2-merkaptoetanol). 0,1 térfogat natrium acetat, 1 térfogat vizzel telitett fenol és 0,2
térfogat kloroform hozzaadasa utan a mintakat lecentrifugaltuk, és a feluluszébdl
izopropanol segitségével csaptuk ki az RNS. Az izolalt RNS-t fenol/kloroformmal
tisztitottuk tovabb, majd etanollal kicsaptuk. Lecentrifugaltuk és kis mennyiségl
vizben oldottuk fel. Az 0ssz-RNS-t denaturald formaldehid tartalma gélben
frakcionaltuk és Hybond N+ (Amersham) membranhoz rogzitettuk. Az RNS-t UV fény
segitségével keresztkotottuk a membranhoz és a filtereket a felhasznalas idejéig —
20 °C-on taroltuk. Prébaként a pHEX110::GUS konstrukcié Ncol / Sac | fragmentjét
(GUS) hasznaltuk. A hibridizalashoz felhasznalt probakat random primerek
segitségével *P jelenlétében hoztuk létre. A hibridizalast 65 °C-on végeztiik 0.25 M
NaHPO4 (pH 7.2), 1 mM EDTA, 20% SDS és 0.5% blokkol6 reagens (Boehringer)
tartalmu oldatban. A filter mosasa 20 mM NaHPO4 (pH 7.2), 1 mM EDTA és 1% SDS

felenlétében tortént 65 °C-on, haromszor 20 percig.

Fluorimetrikus GUS aktivitas mérés

GUS aktivitas kvantitativ kimutatasara Jefferson és munkatarsai (1987)
modszerét alkalmaztuk. A mintakat GUS extrakciés pufferben (50 mM NaHPO, /pH
7/, 10 mM B-merkaptoetanol, 10 mM EDTA, 0,1% natrium lauril szarkozin és 0.1%
Triton X-100). 20 ug fehérje kivonatot adtunk 200 ul GUS reakciopufferhez (4-
metilumbelliferil-B-D-gllikoronid az extrakcios pufferben). A sejtextraktumok fehérje
inkubalas utan a reakcioét 0,8 ml 0.,2 M-os Na,CO3 oldat hozzaadasaval allitottuk le.
A képzédott fluoreszcens 4-metilumbelliferon mennyiségét Hoefer TKO 100
fluoriméterrel mértuk (365nm gerjesztés / 465 nm emisszid). A mért értékeket a 0

id6éponthoz viszonyitottuk.
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Hisztokémiai GUS festés

A transzgénikus dohany csiranovényeket és azok gyokereit Beeckman és
munkatarsai (1994) altal kidolgozott modszerrel analizaltuk. A friss ndvényi anyagot
az X-Gluc (5-bromo-4kloro-3-indolil-B-glikoronid) tartalmu festékben (100 mM
NaH,PQ4 (pH:7,0) 1 mg/ml X-Gluc, 10 mM 2-merkaptoetanol) 37 °C-on egy éjszakan
at inkubaltuk. Utdna a szovetet, 95 % etanollal tisztitottuk meg, egy napon keresztul

4 °C-on. A festett névényi anyag hosszutavu tarolasa 95 % etanol oldatban tortént.

Szévettenyésztés

Protoplaszt izolalas és fenntartas

Kisérleteink soran Medicago varia cv. Rambler A2 sejtszuszpenziot
hasznaltunk. A kulturat MS tapoldaton 1 mg/l 2,4-D és 0.2 mg/l kinetin jelenlétében,
hetenkénti passzallassal tartottuk fenn. A protoplaszt izolalas és protoplaszt
fenntartas Bogre és mtsai (1988) valamint Deak és mtsai (1988) altal leirtak szerint
tortént. A lucerna sejtszuszpenziét harom nappal az atpasszalas utan sejtfalemészté
oldattal (2% Cellulaz RS és 0,2% pektoliaz Y23 MaCa oldatban (3,64% mannitol,
1,17% CaCl, és 0,2% MES)) kezeltik egy éjszakan at. Kdvetkezd lépésként a
protoplasztokat leszlrtuk (100-50um), majd 0,6 M-os szachar6z gradiensen
centrifugaltuk 6ket, hogy az életképes protoplasztokat elkulonithessik a
sejttormeléktdl. Az izolalt protoplasztokat MaCa oldattal val6 mosas utan K75 (Kao

és mtsai, 1974) tapoldatban tenyésztettiik tovabb 2x10° protoplaszt/ml siiriségben.

Protoplaszt transzformalas
A protoplasztok DNS felvételét polietilénglikollal (PEG) indukaltuk (Negrutiu és
mtsai, 1987). 2x10° protoplasztot 20 ug plazmid DNS-sel transzformaltunk.

Novénytranszformalas
A binaris vektor konstrukciokat kompetens Agrobacterium tumefaciens (GV
2260 torzs; Deblaere, 1985) sejtekbe transzformaltuk. A kompetens sejtek készitését

€s azok transzformalasat Holsters és mtsai (1978) mddszerével végeztik.
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A dohany novények (Nicotiana tabacum cv SR1) transzformalasat Fisher és
Guiltinan (1995) mddszerével végeztuk. A dohany novények levéldarabkait a
megfelel6 plazmidot hordozé Agrobacterium torzzsel inkubaltuk egyultt regenerald
taptalajon (MS taptalaj 1 mg/l 6-benzilaminopurinnal /6-BAP/ kiegészitve,
antibiotikum nélkdl) 2 napig. A baktérium eltavolitasa utan (a levelek steril vizzel vald
mosasa) a levéldarabokat 1 mg/l 6-BAP, 100 mg/l kanamicin és 500 mg/l augmentin
tartalmu MS taptalajon regeneraltattuk. A regeneralt hajtasokat hormonmentes MS

taptalajon gyokereztettik 100 mg/l kanamicin és 500 mg/l augmentin jelenlétében.

29



5. Eredmények

Az izolalt lucerna hiszton H3.2 promoéter erés, konstitutiv kifejez6dést biztosit a
riporter génnek

Elsé lépésben azt vizsgaltuk, hogy az izolalt, riporter génhez kapcsolt H3.2
promoéter is mutatja-e a sejtciklustol fuggetlen, magas szintl kifejez6dést. A H3.2 gén
424 bazisparnyi promoter szakaszat az “Anyagok és moddszerek” fejezetben leirt
modon a GUS riporter génhez fuzionaltattuk. Transzkripciés terminacidés és
poliadenilacios jelként a nopalin szintaz gén (NOS) terminatorat alkalmaztuk. A HEX-
N::GUS elnevezésl expresszios kazettat (2. abra) a pBIN19 binaris vektorba
épitettiik be (P BHEX-N::GUS). Kontrollként a pBI121 (Clonetech) vektort hasznaltuk,
mely a GUS riporter gént tartalmazza a CaMV 35S prométer iranyitasa alatt (2.
abra). Negativ kontrollként egy olyan konstrukciot készitettink, mely a H3.2 prométer
egy rovid, 193 bazisparnyi szakaszat hordozza (pHEX-d::GUS, 2. &bra, illetve
pBHEX-d::GUS). Ez a prométer szakasz egy minimalis promotert jelent, melyben
csak a TATA box talalhaté meg, réla transzkripcio egyéb cisz szabalyozé elemek
hianyaban nem indulhat el. Mindharom konstrukciéval Agrobacterium tumefaciens
segitségével dohany novényeket transzformaltunk. A pBHEX-N::GUS és a pBI121
konstrukciok esetében 5, a pBHEX-d::GUS esetében pedig 7 flggetlen elsédleges
transzformans vonalat regeneraltattunk. A teljes hosszusagu génkazetta jelenlétét és
a beépulések szamat Southern hibridizaciés analizissel vizsgaltuk (az adatokat nem
mutatjuk), ami azt mutatta, hogy a transzgénikus novényekben az expresszios
kazetta 1-4 példanyban fordul elé.

A masodik generacios novények 5 centiméternél hosszabb levelébdl GUS
aktivitasokat meértink. Ezek a levelek kevés aktivan osztodo sejtet tartalmaznak,
amire a sejtciklus fuggd hiszton H3.1 génvarians alacsony aktivitasa is utal (Kapros
és mtsai, 1993). A fluorometrias GUS aktivitds mérés eredménye a 3. abran lathato.
A pBHEX-N::GUS konstrukci6 magas szintl aktivitast mutatott meghatarozott
variaciokkal az egyes fuggetlen vonalak esetében. A mért aktivitasok atlaga alatta
maradt a CaMV 35S promoter (pBl121) esetében megfigyeltnek, de az egyes
vonalakat vizsgalva sok esetben elérte azt. A hét, rdvid prométer szakaszt hordozé

vonalbdl (pBHEX-d::GUS) csak ketté mutatott j6I mérhetd aktivitast, ami valdoszinilleg

30



I |

H3.2 GUS NOS
promoter terminator
_\ [l—  vex-o-cus
H3.2 GUS NOS
promoter terminator
0 | T Hex-o:cus
H3.2 1. intron GUS NOS
promoter terminator
| [T wexat:cus
proHr?1.(’)2ter 1+ mtren eus terr:?ﬁztor
| pIDS211/
e — HHH\HHHHHHHHHH s211
promoter terminator
GTACCTCTCGGCTCTCGTAC
1 I 2CT::GUS
H3.1 2xCT GUSs H3.1
promoter terminator
Il UL 4CT::GUS
H3.1 4xCT GUS H3.1
promoter terminator
[ UL 6CT::GUS
H3.1  6xCT GUS H3.1
promoter terminator
UL H3.1::GUS
H3.1 GUS H3.1
promaéter terminator

2. abra A transzformalasra felhasznalt névényi vektorok expresszids
kazettainak vazlatos képe. A konstrukciok elkészitésének, illetve az
expresszios kazettak novény transzformalasara alkalmas, ugynevezett binaris
vektorba épitésének menetét az “Anyagok és modszerek” fejezet tartalmazza.
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a beépllés helyének kdszonhetd. Ot tovabbi vonal ugyanis a megfelel6 méreti
transzgén jelenlétének ellenére, a varakozasainknak megfeleléen nem mutatott

mérhetd, a transzformalatlan hattérnél magasabb aktivitast.

© 100000,0
Q
o ’2
5 10000,0
= —> :
2 10000 EZ
K2 i
g 100,0 >
=
2 10,0
i
g_ 1,0 |
HEXN::GUS HEXd::GUS pBI121

3. abra GUS aktivitdsok transzgénikus dohany névényekben. A négyzetek a
fuggetlen vonalak levelében mért értékeket mutatjak. Azokban az esetekben,
ahol a fuggetlen vonalak aktivitasi értékei az abran nem kulonitheték el
egyértelmlen az azonos értékhez tartozé fuggetlen vonalak szamat is
feltintettuk. Az egyes konstrukciok esetében az atlagos aktivitast nyillal
jeloltak.

Az izolalt hiszton H3.2 promoter szovetspecifitasanak vizsgalatara
transzgénikus dohany csirandvényeken hisztokémiai GUS festést veégeztunk.
Valamennyi flggetlen vonal hasonlé festédést mutatott, ezek egyike lathaté a 4.
abran. Er6s GUS fest6dés volt megfigyelhet6 a csirandvény valamennyi szévetében,
ami vilagosan utal arra, hogy az izolalt H3.2 promoéter azokban a szovetekben is

aktiv, melyek csak kevés 0sztddo sejtet tartalmaznak.

—

4. abra A HEX-N::GUS expresszidés kazettat hordozé dohany csiranévény
hisztokémiai GUS festésének eredménye.
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A lucerna H3.2 gén elsé, CT-gazdag intronjanak hatasa a riporter gén
miikodésére lucerna A2-es protoplasztokban

Kovetkez6 megvalaszolandd kérdésként arra kerestik a valaszt, hogy mely
tovabbi elemek képesek a hiszton H3.2 promoter er6sségét befolyasolni. Elsésorban
arra voltunk kivancsiak, hogy az msH3g1 genomi klon els6, CT gazdag intronja
képes-e erdsiteni az izolalt promoéter mikodését. A kérdés vizsgalatara tovabbi GUS
expresszios kazettakat készitettink az msH3g1 genomi klon kiulénb6z6 szekvencia
részleteinek felhasznalasaval. Ezen expresszios kazettak, konstrukciok felépitése az
2. abran lathatd. A pHEX110::GUS konstrukcidé a pHEX-N::GUS-hoz hasonléan
tartalmazza a GUS riporter gént a lucerna hiszton H3.2 gén 424 bazisparnyi
promoéteréhez fuzionaltatva, a NOS terminacios szignalt, valamint a transzkripcionalis
és a transzlaciés kezdd pont kozott a hiszton gén elsd, CT-gazdag intronjat. A
harmadik vizsgaland6 konstrukcid megegyezett a pHEX110::GUS 0sszeallitassal,
azzal a kulonbséggel, hogy ebben az esetben a NOS terminatort a hiszton gén sajat
terminatorara cseréltik (pHEX111::GUS). Pozitiv kontrollként a pIDS211 elnevezésl
plazmidot hasznaltuk, amely a GUS riporter gént tartalmazza transzkripcionalisan
fuzionaltatva a széleskorien alkalmazott CaMV 35S prométerhez. Transzkripcids
terminaciés szignalként ebben az esetben a bakteridlis NOS terminator szolgalt. A
plDS211 és pBl121 plazmidok ugyanazt az expresszios kazettat tartalmaztak
(Stefanov és mtsai, 1991).

A konstrukciok mikodéseét tranziens expresszios kisérletekben vizsgaltuk.
Lucerna A2-es sejtszuszpenzidbdl szarmazd protoplasztokat transzformaltunk az
“‘Anyagok és modszerek” fejezetben leirt médon. Transzformalas utan 2 és 3 nappal
mintat vettliink, és a mintakbdl GUS aktivitdsokat mértink. A 5. abra harom flggetlen
kisérlet eredményét mutatja. Minden esetben a harom fuggetlen kisérlet atlagat
abrazoltuk a pozitiv kontroll CaMV 35S prométer altal mutatott aktivitashoz
viszonyitva. A transzformalatlan protoplasztokban, valamint a pHEX-d::GUS
konstrukcio esetében mért GUS aktivitds mértéke minden esetben alacsonyabb volt,

' perc ~'. Az abran lathat, hogy mindharom,

mint 1 pmdl MU miligramm fehérje ~
hiszton promaoteren alapuld konstrukciéo magasabb GUS aktivitasokat mutatott, mint a
viralis prométer. A legmagasabb aktivitas a pHEX-110::GUS konstrukcié esetében
volt mérhetd, ami arra utal, hogy a polipirimidin-gazdag intron szekvencia

felerGsitette a promoter mikodését. Ezzel szemben NOS terminatornak az msH3g1
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genomi klén 3' nemtranszlalédd régidjara cserélése a GUS aktivitas csOkkenését

okozta.

80,0 2. nap 3. nap

relativ GUS aktivitas
1
[

5. abra Tranziens GUS aktivitasok lucerna A2-es protoplasztokban. A
protoplasztokat az “Anyagok és moddszerek” fejezetben leirt mddon
transzformaltuk a jelolt konstrukciokkal. Transzformalas utan 2 és 3 nappal
mintat vettink, és bel6le GUS aktivitast mértink. Az abra harom flggetlen
kisérlet eredmeényének atlagat mutatja, a szoras feltuntetésével. A meért
aktivitas értékeket minden esetben a CaMV 35S prométer (pIDS211) altal
mutatotthoz viszonyitottuk.

A lucerna H3.2 gén elsé, CT-gazdag intronjaval kiegészitett H3.2 promoter és a
viralis CaMV 35S promadter miik6désének 6sszehasonlitasa transzgénikus
dohany névényekben

Tranziens expresszidés kisérletekben a legmagasabb szintl kifejez6dést a
pHEX110::GUS konstrukcié mutatta. A kovetkez6kben megvizsgaltuk, hogy ez a
magas szinti kifejez6dés kimutathaté-e heterolég rendszerben, transzgénikus
dohany ndévényekben. Az "Anyagok és moddszerek" részben leirt mddon az
expresszios kazettat a pBIN19 binaris vektorba klénoztuk (pBHEX110::GUS).
Kontrolként ebben az esetben is a pBl121 (Clonetech) vektort hasznaltuk. Mindkét
konstrukcioval Agrobacterium tumefaciens segitségével dohany nodvényeket
transzformaltunk. A pBHEX110::GUS konstrukcié esetében 15, a pBl121 esetében
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HEX110::GUS pBi121

#1 ++ #1 -
#2 ++ #2 +
#3 ++ #3 +
#4 - #4 +
#5 ++ #5 +
#6 ++ #6 -
#7 ++ #7 ++
#8 ++ #8 ++
#9 ++ #9 ++
#10 ++ #10 ++
#11 + #11 -
#12 ++ #12 -
#13 ++ #13 ++
#14 + #14 ++
#15 -

1. tablazat Az elsd generacios transzgénikus dohany ndévények hisztokémiai
GUS festésének eredménye. Jelolések: ++ : erbs festddés; + : gyenge
festédés; - : nincs festddés. A novények levélnyelét X-Gluc tartalma puffer
oldatban inkubaltuk az “Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint.
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pedig 16 fuggetlen elsddleges transzformans vonalat regeneraltattunk. A teljes
hosszusagu génkazetta jelenlétét és a beépulések szamat Southern hibridizacios
analizissel vizsgaltuk (az adatokat nem mutatjuk), ami alapjan elmondhatd, hogy a
transzgénikus novényekben az expresszios kazetta 1-4 példanyban fordul el6. A
funkcioképes transzgén jelenlétének igazolasara az elsédleges transzformansok
levelén hisztokémiai GUS festést végeztunk, melynek eredményét a 1. tablazat
mutatja.

A hiszton promoter esetében kilenc, a CaMV 35S esetében hét flgetlen
vonalat vizsgaltunk tovabb. A novényeket Uveghazban foldbe helyeztuk. Fejlédésuk
soran nem mutattak morfolégiai abnormalitast, az onbeporzas minden esetben
magot eredményezett. A magokat kanamicin jelenlétében csiraztattuk ki. Az el6z6
transzformalashoz hasonldéan a masodik generaciés névények idés, 5 centiméternél
hosszabb levelébdl GUS aktivitast mértink. A fluorometrias GUS aktivitas mérés
magas szintl promotermikodést mutatott a H3.2 konstrukcio esetében,
meghatarozott variaciokkal az egyes vonalakat tekintve (6. abra). A pBI121
konstrukcié esetében az atlagos GUS aktivitas a hiszton prométer altal biztositott

harmada volt.
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6. dbra GUS aktivitasok transzgénikus dohany névényekben. A négyzetek a
fuggetlen vonalak levelében mért értékeket mutatjak. Azokban az esetekben,
ahol a fuggetlen vonalak aktivitasi értékei az abran nem kulonitheték el
egyértelmlen az azonos értékhez tartozé fuggetlen vonalak szamat is
feltuntettuk. Az egyes konstrukciok esetében az atlagos aktivitast nyillal
jeloltuk.
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A GUS aktivitas szoveti eloszlasanak vizsgalatara a transzgénikus dohany
csirandvényeken hisztokémiai GUS festést végeztink (7. abra). Er6s GUS fest6dés
volt medfigyelheté mindkét konstrukcié esetében, ami vildagosan utal arra, hogy a
pBHEX-110::GUS konstrukcié az intront nem tartalmazéhoz hasonldéan a csak kevés
0sztodo sejtet tartalmazo szovetekben is aktiv. A H3.2 promoterre jellemzd, hogy
alacsony GUS aktivitas csak a hipokotil fels6 részében figyelhetd meg (Chaubet-
Gigot és mtsai, 1999) (7. abra), amit ezen konstrukcié esetében mi is ki tudtunk
mutatni. Ezzel ellentétben korabban megfigyelték, hogy a sejtosztdédas-fuggd lucerna
hiszton H3.1 promdter egy azonos expresszios kazettaban csak a merisztematikus
zénaban okozott GUS aktivitast (Kapros és mtsai, 1993).

7. abra A HEX-110::GUS expresszids kazettat hordozé dohany csiranévény
hisztokémiai GUS festésének eredménye (A). Kontrollként a pBI121
konstrukcidval transzformalt transzgénikus vonalat hasznaltunk (B).

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy a mért enzimaktivitasok
aranyaikban megfelelnek-e a promoéterek transzkripcidés aktivitdsanak northern
hibridizaciot végeztink. A pBHEX-110::GUS konstrukcio esetében négy, a kontroll,
CaMV 35 promoter esetében kettdé masodik generaciés, eltér6 mértéki
enzimaktivitast mutaté vonal GUS mRNS szintjét vizsgaltuk meg. A vizsgalat
eredményét a 8. abra mutatja. Az abran jol lathato, hogy a megfigyelt hibridizacios jel
nagysaga aranyaiban jo korrelaciot mutatott az ugyanezen vonalakon meért GUS
enzimaktivitasokkal, a mért enzimaktivitasi kildnbségek jol tikrozik az mRNS szint(

klldnbségeket.

37



F
. northern

0ssz-RNS

5000 -
4500 - B
4000 1
3500
3000 -
2500 1
2000 -| GUS aktivitas
1500 -|

1000
500 - |_|
o L1 M L1 M

pmol MU / mg fehérje / perc

8. abra Masodik generaciés transzgénikus dohany vonalak northern
hibridizaciés eredményei, és GUS aktivitas értékei. Hibridizacidés probaként a
pHEX110::GUS konstrukcié Ncol / Sac | fragmentjét (GUS) hasznaltuk. A-D:
HEX110::GUS; E, F: pBI121.

CT-gazdag szekvencia elemek hatasa az merisztéma-specifikus kifejez6désii
lucerna hiszton H3.1 prométer miik6désére

Az el6z6 kisérletekbdl vilagossa valt, hogy a CT gazdag szekvencia elemek
fontos szerepet jatszanak a lucerna hiszton promaéter magas szintl kifejez6désében.
A lucerna A2-es sejtszuszpenzion végzett tranziens expresszios kisérletekben
kimutattuk, hogy a polipirimidin-gazdag intron jelenléte képes erdsiteni a hiszton
H3.2 prométer mikddését, feltehetéen hozzajarul az erbs génexpressziohoz. A
lucerna H3.2 promoter tartalmazza azokat a szekvencia elemeket, melyek a H3.1
promoter S-fazis specifikus kifejez6dését biztositjiak. Az egyetlen szamottevd
kulonbség a H3.2 gén 5 nemtranszlalodd régidjaban és intronjaiban talalhaté CT
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gazdag szekvenciak jelenléte. Ha igaz az, hogy a polipirimidin szekvenciak is
felelések a H3.2 promoter konstitutiv mikodéséért, akkor ezek a szekvenciak
feltételezhet6éen megvaltoztatidk a H3.1 prométer szdvetspecifitasat. Ennek
vizsgalatara tovabbi konstrukcidkat készitettlink a H3.1 prométer, és szintetikus, CT-
gazdag oligonukleotidok felhasznalasaval (2. abra). A konstrukciokat az “Anyagok és
modszerek” fejezetben leirtak alapjan készitettik el. A harom uUj expresszids kazetta
tartalmazza a GUS riporter gént a lucerna H3.1 prométer iranyitasa alatt, valamint a
NOS terminacids szignalt. A transzkripcios és transzlaciés kezdépont kézé a CTCTC
szekvenciat tartalmazé szakaszokat épitettink be. Ez a szekvencia elem a
2CT::GUS kazetta esetében kétszer, a 4CT::GUS esetében négyszer, a 6CT::GUS
esetében pedig hatszor fordul el6. Az expresszios kazettakat pBIN19 binaris
vektorba épitettik be (pB2CT::GUS, pB4CT::GUS valamint pB6CT::GUS), majd
velik Agrobacterium tumefaciens segitségével dohany névényeket transzformaltunk.
Kontrollként a H3.1 promédter — GUS — NOS kazettat (2. abra) hordozé plazmidot
hasznaltuk (pBH3.1::GUS).
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9. abra GUS aktivitasok transzgénikus dohany névényekben. A négyzetek a
fluggetlen vonalak levelében mért értékeket mutatjak. Azokban az esetekben,
ahol a fuggetlen vonalak aktivitasi értékei az abran nem kulonitheték el
egyértelmlien az azonos értékhez tartozé fuggetlen vonalak szamat is
feltuntettuk. Az egyes konstrukciok esetében az atlagos aktivitast nyillal
jeloltik.
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A GUS expresszid erOsseget és szoveti megoszlasat masodik generacios
transzgénikus dohany novényeken vizsgaltuk. A pB2CT konstrukcio esetében 06t, a
masik harom konstrukcid esetében pedig négy-négy flggetlen transzformans
vonalon végeztiink GUS aktivitds mérést és hisztokémiai GUS festést.

A GUS aktivitas mérés eredménye a 9. abran lathatd. Valamennyi figgetlen
vonal jol mérhetd aktivitast mutatott, jelentés kulonbségekkel az azonos expresszios
kazettat hordozé vonalak esetében. Ennek ellenére jol megfigyelheté enzimaktivitas
er6sddés mutathatdé ki a CT-gazdag elemek szamanak a ndvekedésével. A
polipirimidin-gazdag szekvencia részletek beépitése egyértelmien aktivitas
novekedeést okozott.

Annak eldontésére, hogy vajon a CT-gazdag szekvenciak beépitése
megvaltoztatta-e az S-fazis specifikus hiszton promoéter szdvetspecificitasat a
transzformans dohany novények gyokerein hisztokémiai GUS festést végeztink. Az
azonos expresszidos kazettakat hordozé vonalak hasonld festédést mutattak,
vonalanként egy-egy jellemzé festédés eredménye lathaté a 10. abran. Tovabbi
kontrollokként pBHEX110::GUS valamint pBl121 konstrukciokkal transzformalt
dohany novényeket hasznaltunk. Az abran j6l megfigyelhet, hogy mig a H3.1::GUS
expresszios kazetta esetében csak a gyokércsucsban figyelheté meg festédés, addig
a CT-gazdag szekvenciakkal kiegészitett lucerna H3.1 promdéter a konstitutiv H3.2
promoterhez és a CaMV 35S promoéterhez hasonléan a nem o0sztddo szdvetekben is
makodik, a gyokércsucsban medfigyelhetbvel kdézel azonos mértékben. A fent
bemutatott kisérletek eredménye arra utal, hogy a konstitutivan kifejez6d6 lucerna
H3.2 gén &5 nem &tir6ddé régidjaban illetve intronjaiban  el6forduld
polipurin/polipirimidin  szekvenciakhoz hasonl6 CT gazdag elemek képesek
megvaltoztatni az S-fazis specifikus hiszton H3.1 prométer erésségét és
szOvetspecificitasat, ezaltal alatamasztva azt a feltételezést, mely szerint ezek az
elemek fontos szerepet jatszhatnak abban, hogy a lucerna H3.2 gén a promoterében
megtalalhato sejtciklus-fuggl expresszioeért felelés cisz regulator elemek ellenére

konstitutivan, magas szinten fejezddik ki.

40



10. abra Transzgénikus dohany ndévények gyokerének hisztokémiai GUS
festése. A - H3.1::GUS; B — 2CT::GUS; C — 4CT::GUS; D — 6CT::GUS; E —
HEX110::GUS; F — pBI121.
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6. Eredmények megyvitatasa

Mig a legtdobb hiszton gén S-fazis specifikus, a DNS szintézis idejével
megegyezd geénexpressziot mutat, a novényi és allati H3 hiszton gének egy
meghatarozott csoportja ettél eltérd tulajdonsagokkal rendelkezik. Erre a csoportra a
sejtciklustél fuggetlen kifejez6dés a jellemz6. Génjeikben intronok talalhatok, és a
kodolt fehérjék csak néhany aminosavban térnek el a sejtciklus-figgé tarsaiktol.
Lucerna haploid genomban harom harom ilyen, ugynevezett replacement hiszton H3
geén jelenléte valdszinUsitheté (Robertson és mtsai, 1996). Ez a harom gén a
logaritmikus névekedés fazisaban levé A2 lucerna sejtszuszpenzidéban kétszer annyi
Uj hiszton H3 proteint termel, mint a tébb, mint 6tven sejtciklus-fliggé kifejezédési
hiszton H3 gén O6sszesen (Waterborg, 1993; Wu és mtsai, 1989). Ha figyelembe
vessziuk a két csoport eltér§ expresszidos mintazatat (Robertson és mtsai, 1996),
valamint a hiszton H3.2 transzkript haromszor nagyobb stabilitasat (Kapros és mtsai,
1995) azt mondhatjuk, hogy egy génre vetitve egy rHis gén haromszor-6tszor
gyakrabban irédik at, mint egy S fazis specifikus hiszton H3 gén (Robertson és
mtsai, 1996).

A lucerna és Arabidopsis rHis hiszton H3 gének tartalmazzak azokat a
promoéter elemeket, melyek a sejtciklus figgé hiszton gének S fazis specifikus
kifejez6deséért felelések (Lepetit €s mtsai, 1992; Robertson, 1997). Filogenetikai
analizis arra utal, hogy az intronokat tartalmazé rHis hiszton gének az allatokban és
a novényekben egymastol flggetlendl fejlédtek ki (Kladde and Simpson, 1994;
Thatcher és mtsai, 1994; Waterborg and Robertson, 1996), és az intronok beépulése
minden esetben egyutt jart a konstitutiv kifejez6dés megjelenésével (Waterborg and
Robertson, 1996). Valamennyi ismert ndvényi hiszton gén promoterében, fuggetlenal
azok expresszidés mintazatatol, hasonlé elemek talalhatok (Chaboute és mtsai, 1993;
Chaubet és mtsai, 1992; Robertson és mtsai, 1996, 1997), de egyikik sem tlinik
felelésnek a replacement hiszton gének konstitutiv kifejez6déséeért (Robertson és
mtsai, 1997). A rHis hiszton gének jellemzéje az 5' nem transzlalédé régidban
talalhaté intron (Waterborg and Robertson, 1996). Az egyetlen ismert kivétel ez aldl a
lucerna hiszton H3.2 gén (Oberto és mtsai, 1994), 5' nemtranszlal6odé régidja
azonban megtartotta az 5' UTR-ben talalhatd intronok azon szekvencia elemeit,
melyek valdszinlileg a konstitutiv kifejez6déseért felelések (Robertson és mtsai,
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1997). Polipirimidinekben gazdag szekvenciak nagy mennyiségben fordulnak el6 a
lucerna H3.2 gének 5' nemtranszlalddo régidjaban és intronjaiban, a két Arabidopsis
replacement H3.lll gén intronjaiban (Chaubet és mtsai, 1992; Waterborg and
Robertson, 1996), valamint valamennyi allati replacement hiszton gén intronjaiban
(Waterborg and Robertson, 1996). Polipirimidin-gazdag szekvenciak altalaban nem
gyakoriak sejtciklus-fuggé H3 génekben. Chaubet-Gigot és munkatarsai (2001)
kimutattak, hogy Arabidopsis H3 replacement hiszton varians polipirimidin-gazdag
intronjat sejtciklus-fugg6 kifejez6dést mutatd Arabidopsis H3 gén 5' nemtranszlalédé
régiojaba épitve a kiméra promoéter elveszitette merisztéma-specifikus aktivitasat, és
a promoter erfsseége jelentésen megndétt. Ezek az eredmények egybeesnek az
altalunk megfigyelt expresszids sajatossagokkal, miszerint a polipirimidin-gazdag
lucerna repacement H3.2 promoéter a sejtciklus-figgé expressziét biztositd kontroll
elemek jelenlétének ellenére szintén magas szintd, konstitutiv kifejez6dést mutathat.

Munkank soran el6szor azt vizsgaltuk, hogy az izolalt, 424 nukleotid
hosszusagu lucerna H3.2 prométer képes-e magas szintl, sejtosztdodastol fliggetlen
kifejez6dést biztositani az iranyitasa alatt alloé riporter génnek. Kimutattuk, hogy a
H3.2 promoter, mely nem tartalmaz intront az 5 UTR régiéban, de megtartotta
ugyanitt a polipirimidin/polipurin szekvencia elemeket magas riporter génexpressziot
mutat. Teszi ezt annak ellenére, hogy a prométer tartalmazza mindazon elemeket,
melyek bizonyitottan az S-fazis indukalhaté, merisztéma-specifikus kifejezédésért
felelések. Ezek az eredmények nagy meértékben valoszinisitik, hogy a PPY/PPU
szekvenciak okozzak ezt a erds, konstitutiv kifejez6dést. Erre utal az a kisérletlnk is,
melyben a prométert a hiszton gén elsé intronjaval egészitettiik ki. Lucerna tranziens
expresszios rendszerben valamint stabil transzformans dohany névényekben az
intron beépitése bizonyitottan expresszié ndvekedést okozott, mind az intron nélkili
promoéterhez, mind pedig a kontrollként hasznalt CaMV 35S promoéterhez
viszonyitva. A  PPY/PPU szekvenciak hatasa kifejez6dhet  specifikus
bazisparosodasok vagy helyi DNS konformacio fehérjék altali felismerésében, vagy
pedig intramolekularis triplex DNS szerkezet kialakitasaban (Maher Ill, 1992) mely
valoszinlileg direkt modon szabalyozza a génkifejez6dést (Firulli és mtsai, 1994;
Maher Ill, 1992; Sarkar és Brahmachari, 1992). A hiszton H3 cDNS klén (Robertson
és mtsai, 1996) 5’ UTR-jében egyes szal-specifikus nukleaz hasitas segitségével a

triplex DNS molekula kimutatasa nem volt lehetséges.
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A génexpresszid intron kozvetitette novekedését (IME) riporter gének
felnasznalasaval szamos két- és egyszikli novényben leirtak. A kétszikliekben leirt
tipikusan 10 szeres expresszid novekedés egyszikiiek esetében meghaladhatta a
szazszorosat (Callis és mtsai, 1987; Rethmeier és mtsai, 1997; Rose és Beliakoff,
2000). Az IME-t mint poszttranszkripcionalis folyamatot irtak le, mely a transzkript
sejtmagi stabilizaciojan keresztul megnovekedett riporter gén kifejez6déshez vezet
(Rethmeier és mtsai, 1997; Rose és Beliakoff, 2000). A folyamat egy, a promoter és
a kodoloé szekvencia kozott elhelyezkedd intront igényel (Callis és mtsai, 1987;
Snowden és mtsai, 1996), és az intron orientaciéja normalis kell, hogy legyen
(Luehrsen és Walbot, 1991; Rose és Beliakoff, 2000). Arabidopsison végzett
kisérletek arra utalnak, hogy a splicing folyamat altal felismert intron szerkezet a
meghatarozé, maga a szekvencia kevéssé lényeges (Rose és Beliakoff, 2000).
Azonban mig bizonyos intronok er6sitik a riporter gén kifejez6dését, masok
nincsenek ra hatassal (Macarenhas és mtsai, 1990; Luehrsen és Walbot, 1991; Rose
és Beliakoff, 2000). Kimutattak azt is, hogy az intronok jelenléte egyéb folyamatokat
is befolyasolhat, mint példaul a transzlacié (Gallie és Young, 1994), vagy
funkcionalhatnak promoterként (Warnecke és mtsai, 1999) illetve enhanszerként
(Gidekel és mtsai, 1996; Battacharyya és Banerjee, 1999). Rovid CT gazdag
szekvenciakrol bizonyitottak, hogy TATA box hianyaban a promdéteren szolgalhatnak
transzkripcionalis kezd&pontként (Xu és Goodridge, 1998). Habar a lucerna és
Arabidopsis replacement hiszton gének promoéterei tartalmaznak TATA boxot,
transzgénikus Arabidopsis ndvényekben vizsgaltdk ennek lehetéségét. Ezek a
kisérletek azt igazoltdk, hogy az 5 UTR PPY/PPU gazdag intronja nem tud
transzkripcids startpontként funkcionalni (Chaubet-Gigot és mtsai, 2001). Felmerul a
kérdés, hogy a kisérleteinkben tapasztalt expresszié ndvekedés a polipirimidin-
gazdag szekvenciaknak, vagy pedig a funkcionalis intron jelenlétének kdszonhetd,
fuggetlenll annak bazisOsszetételétdl. Arabidopsison végzett kisérletek arra utalnak,
hogy a rHis gének intronjai az IME-re jelemz6tdl eltéré médon befolyasoljak a riporter
gén kifejez6dését (Chaubet-Gigot és mtsai, 2001). Mig az IME Aaltalanossagban,
sejttipustol fliggetlendl ndveli a génexpresszidt, addig az Arabidopsis konstitutiv
hiszton gének intronjaival végzett kisérletek azt mutatjak, hogy az kulonboz6
sejttipusokban eltér6 mértékli prométeraktivitas ndvekedést okozott (Chaubet-Gigot
és mtsai, 2001).
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A lucerna H3.2 promoterrel végzett kisérleteink az irodalmi adatokkal
egybehangzdan arra utalnak, hogy a PPY/PPU szekvenciaknak fontos szerepe van a
sejtosztodastol flggetlen génkifejez6dés biztositasaban. Ezt a feltételezést
meéginkabb alatamasztja az a kisérletliink, melyben az S-fazis specifikus lucerna H3.1
promotert egészitettik ki CT gazdag szekvencia elemekkel. Ki tudtuk mutatni, hogy
ezen elemek jelenléete megvaltoztatta a H3.1 promodter erdsségét és
szOvetspecifikussagat, hasonléova téve azt a rHis H3.2 promédteréhez. Ez a
megdfigyelésunk j6 egyezést mutat az Arabidopsison végzett kisérletekkel (Chaubet-
Gigot és mtsai, 2001), melyben az Arabidopsis merisztéma-specifikus H4 promaéter
mikodését valtoztattak meg hasonlé modon.

Az, hogy ezek a faktorok hogyan valtoztathattak a replikacio-figgé hiszton
gent konstitutivva, egyenlére nem ismert. Mindenesetre, a Drosophila GAGA faktor
egy lehetséges magyarazat. A GAGA fehériek a GAGAG polipurin szekvenciat
ismerik fel (Omichinski és mtsai, 1997), fuggetlenul attdl, hogy az a kdédol6 vagy a
nemkddolé szalon helyezkedik el. Ezen motivumok szekvencidja nagyfoku
variabilitast mutat, mikézben fennmarad a gél shift és DNaz footprinting
vizsgalatokkal kimutathatdé er6s, specifikus kotés. Szamos Drosophila gén
promoéterében megtalalhatoak ezek a kot6helyek (Biggin és Tjian, 1988; Kolluri és
mtsai, 1992; Lu és mtsai, 1993; O’Brien és mtsai, 1995), mint példaul a h&sokk
érzékeny hsp26 gén (Wall és mtsai, 1995) promoéterében koézel a hésokk valasz
elemhez, és intronokban, mint példaul az o1-tubulin gén elsé intronja (O’'Donell és
Wensink, 1994; O’Donell és mtsai, 1994), valamint a lucerna és Arabidopsis rHis
génekben (2. tablazat). Carl Wu és masok munkaja nyoman a GAGA faktor
transzkripcidos aktivatornak bizonyult. Kimutattak, hogy a GAGA faktor egyrészt
megakadalyozza a nukleoszémak kialakulasat, valamint ATP jelenlétében eltavolitja
azokat (Lu és mtsai, 1993; Tsukiyama és mtsai, 1994; Wall és mtsai, 1995). Ezaltal a
transzkripcios faktorok szamara hozzaférhetévé teszi a DNS-t és visszaforditja az
er6s repressziot biztositd hajtogatottsagat, mely elGsegiti a génatirodast. A
nukleoszoma silriség 80-90 szazalékosra valo redukcidja és a hiszton H1 10-50
szazalékos elvesztése (Felsenfeld, 1996; Van Holde, 1989), valamint a core
hisztonok dinamikus acetilalédasa (Brownell és mtsai, 1996; Matthews és Waterborg,
1985) vagy szukséges a génexpressziohoz, vagy pedig annak kovetkeztében alakul
Ki.

45



Drosophila GAGA Polipirimidin gazdag szekvenciak valtozatai a névényi rHis
faktor hiszton H3 génekben
célszekvenciai H3.2 gének Arabidopsis H3.IIl gének
CTCTCTC TCTCTCT CTCTCCTT CCTCTTCTTT
TCTCTCT TCTCTCTC CTTCCCTT  CCTTTCCTCC
CTCTgCC CCCCTTTC CTTCTCCC CTCCCCTTCC
CCTCTCCC CCTTCCTT TTCTCTTT CTCCCTTTCC
TTTCTCTTT CTTCTCTC TCCTCTTT CTTCTCTTTC
CTCTaCTTT TTTTCTTC TCTCTTCT CTTTCTCTTC
CTCTCTgTTTCT TTTCTCTCT TCTTTTTC CTTTTCCTCC
CgCCTCTCgTTC  TCTTTTCTT TTCTTCTC TCCCTTCTTC
CCTCTCCCaCTTC TTCCTCTTT TTCTTCTT TCTCTTTTTC
CTTCTCTTC TTCTTTTC TCTTCTCTTT
TTCCTTCTTT TTTCCTCT TTCTTTTCCC
CTTCTTTCCT TTTCTCTT TTTCCCTCCC
CTCCCCTTCC TTTCTTCC TTTCTTTCCC
CTTTTCCCTCTC TTTTCTCT TTTCTTCTTC
TTTCCTTTTCCC CTTTCTCTC CTTTCTTCTTT
TTTCTTCTCTTT CTTTCTTTT TCCCCTTCCTC
TTTCTTCTTTCT TCTTCTTCC TTTCTTTCTTI
CCCTCTCTCCTCT TCTTTCCTC TCTCCTTCTTT
CTTTCTCTCTCC TCTTTCTTC CTTTTCTTTTTC
CTTTCTCTCTCTTC TTCCTCTTT TCTTCTCCTCTCTT
TCTTTCCCTCTCTTC TTCCTTCTT TCTTCTTCTTCTTC
TTCTCCTCT
TTTCTTCTT

2. tablazat Feltételezett GAGA faktor célszekvenciak ndvényi kicserélédési
hiszton H3 génekben.

1. oszlop: PPY/PPU szekvenciak, melyek a Drosophila hsp26 és o-1 tubulin
gének esetében bizonyitottan kapcsolédnak a Drosophila GAGA faktorhoz
(O'Donnell és Wensink, 1994; O'Donnell és mtsai. 1994; Wall és mtsai, 1995).
2. oszlop: a lucerna H3.2 gén prométerében, valamint atirodé régidiban
megfigyelhet6 hét, vagy annal tobb nukleotidbdl allé PPY/PPU szekvencia
motivumok (Robertson és mtsai, 1996).

3-4. oszlop: az Arabidopsis kicserél6dési hiszton H3.lll gének prométereiben
és intronjaiban talalhaté PPY/PPU szekvenciak (Chaubet és mtsai, 1992).

A noveényi gének esetében azokat a szekvenciakat, melyek az els6 oszlopban
is megtalalhatok vastag betu jelzi.

A lucerna H3.2 gén 5 nemtranszlalodo régidjanak ismétlédd polipirimidin
szekvenciait alahuzas mutatja.
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11. abra A lucerna H3.2 gének (msH3g1) valdszinlsithetd nukleoszémalis
csomagoltsaga. Az abra azon a feltételezésen alapul, hogy a
polipirimidin/purin szekvencia elemek GAGA-szeri fehérjékhez kotédnek,
amely eltavolita a nukleoszémakat. A torott vonalak intron szekvenciakat
jeldinek.

A GAGA faktort eddig csak Drosophilaban irtak le, ahol, ugy tinik szamos gén
expressziojanak szabalyozasaban részt vesz. GAGA faktor-szeri fehérjék
megtalalhatdéak Xenopus-ban (Li és mtsai, 1998) és emberben (Desjardins és Hay,
1993). A 11. &bra a lucerna H3.2 gének feltételezett nukleoszomalis csomagoltsagat
mutatja (Waterborg és Robertson, 1996). Az abra azon feltevésen alapul, mely
szerint GAGA-szer( faktor létezik lucernaban, és a Drosophilaéval azonos
tulajdonsagokkal rendelkezik. A CT-gazdag szekvenciaknak koszonhetbéen a
feltételezett nukleoszéma sirliség kevesebb, mint kétharmada a replikacié fuggé
varians esetében varhatonak. A csoOkkentett nukleoszéma slrlség teljesen
visszafordithatja a hiszton gének S-fazison kivuli represszidjat, a legnagyobb
derepressziét a promoter kozelében, a gének 5’ régidjanak kozelében mutatva.
Kapros és munkatarsai (nem kozolt adatok) gél shift kisérletekben vizsgaltak annak a
lehetéségét, hogy Iéteznek-e GAGA-szer( fehérjék a ndvényekben. Probaként jelolt,
duplaszalu oligonukleotidot hasznaltak, mely a lucerna H3.2 gén 5' nemtranszlal6dé
régidjaban talalhatdo szekvencia motivumot (CTTTCTCTCTCCGA) tartalmazott
(Robertson és mtsai, 1996). Ennek a kisérletnek az eredménye azt mutatja, hogy a
lucerna és a brokkoli tartalmaz olyan fehérjéket, melyek képesek specifikusan
kotédni a probahoz. Ez alapjan feltételezhet6, hogy bizonyos proteinek képesek in
Kulonbség volt kimutathaté a brokkoli, valamint a dedifferencialodott lucerna kallusz

kultira sejtmag-kivonatai altal képzett komplexek kozott, ami arra utal, hogy a

47



kulonboz6 fajok és/vagy szovetek PPY/PPU specifikus koté faktoraikat tekintve
kilonbozhetnek egymastol. Az altalanos nukleinsav kompetitor, a poli dI-dC
koncentracid novelése nem volt hatassal a kotési reakcidéra. A jeldlt probaval
megegyezd szekvencidju dupla szalud oligonukleotid 200 szoros molaris
mennyiségben megakadalyozta a proba komplexképzését. Azonos mennyiségl nem
specifikus oligonukleotid, azonos atlagos bazieseloszlassal, de a polipurin és
polipirimidin szekvenciak hianyaban nem valtotta ki ezt a hatast. Ez a megfigyelés az
elsé kisérleti bizonyiték arra, hogy PPY/PPU ko6t6 faktorok Iéteznek magasabbrend
noveényekben, és specifikusan kolcsonhatnak a replacement hiszton H3 gén &'
szekvenciakhoz hasonlé méretli, vagy hosszabb elemek el6fordulnak a lucerna
hiszton H3.2 gének intronjaiban is. El6fordulasuk gyakorisaga szignifikansan
magasabb, mint az véletlenszeriien varhato lenne (Waterborg és Robertson, 1996).
Annak a lehet6ségnek a vizsgalatara, hogy vajon azok a fehérjék, melyek kotédtek a
lucerna hiszton H3 gén 5’ nemtranszlalédé régidjahoz képesek-e azok intronjaival is
kolcsdnhatni, gél-shift kisérletet végeztek intron szekvencia-specifikus kompetitorok
hasznalataval. Ezekben a kisérletekben nagyfoku kompeticié volt megfigyelhetd
annak ellenére, hogy a proba és a kompetitor DNS csak kis mértékl szekvencia
azonossagot mutatott. A kisérlet azt a feltételezést tamasztotta ala, hogy az 5’
nemtranszlalédd régié és az intron szekvencia olyan koté helyeket tartalmazhat,
melyek ugyanazokkal a sejtmagi faktorokkal Iépnek kapcsolatba.

Tudomasunk szerint a Drosophila GAGA faktorral homolég fehérjét
noévényekbél még nem kldénoztak, de érdekes hasonlésagok fedezheték fel a
Drosophila GAGA faktor és azon proteinek k6zott melyeket munkajukban vizsgaltak.
Ugy tinik, mindegyikiik képez komplexeket (Benyajati és mtsai, 1997), és mind
egyes szalu, mind dupla szalu DNS kot6 aktivitassal rendelkezik, er6sebb aktivitast
mutatva a GA-gazdag szalhoz, mint az a Drosophila esetében lathatd (Wilkins és Lis,
1998) és ahogyan lucernaban is megfigyelték. A novényi faktorok DNS kotése,
legalabbis néhany komplex esetében cink iont igényelt, és szintén ez szikséges a
Drosophila GAGA faktor cink-finger doménjéhez (Benyajati és mtsai, 1997;
Omichinski és mtsai, 1997; Pedone és mtsai, 1996). Az, hogy a DNS-kotés nem
igényel magasfoku szekvencia-azonossagot, szintén egy kdzos jellemzének tlnik. A
Drosophila GAGA faktorok és a novényi PPY/PPU kotd fehérjék célszekvenciainak

és a DNS koté korulmények hasonlosagara utal az a medgfigyelés is, hogy a
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rekombinans Drosophila GAGA proteinek gél shift kisérletben koétédtek a H3.2 gén &’
UTR szekvenciajahoz (Kapros és mtsai, nem kozol adatok).

Azonban a PPY/PPU szekvenciak, és azok kotd faktorai magukban nem
tnnek elégségesnek a magas promoter aktivitashoz. A TATA boxtdl felfelé
elhelyezked6 szekvenciak torlése nagymértékben csokkentette a hiszton prométerrel
fuzionaltatott riporter gén mikodését az 5 UTR PPY/PPU szekvenciai ellenére. A
cisz promoter elemek hasonld szukségességét szintén medfigyelték transzgénikus
Arabidopsis nOvényeken végzett kisérletekben (Chaubet-Gigot és mtsai, 2001). Ez
arra utal, hogy a nyitott kromatin szerkezet a konstitutiv génexpresszio
szempontjabdl lehet, hogy sziukséges, de nem elégséges kovetelmény. Jov6beni
fontos vizsgaland6 kérdés, hogy a PPY/PPU gazdag szekvencia elemek miként
befolyasoljak a nem hiszton gének szdvetspecifikus vagy konstitutiv mikodését.

A 35S CaMV viralis promoter széleskorlen hasznalt idegen gének
kifejeztetésére transzgénikus novényekben (Holtorf és mitsai, 1995; Razida és
Walbot, 2000; Gallardo és mtsai, 1999). Vitak alakultak ki a viralis szekvenciak
hasznalatarél a ndévényi biotechnolégiaban. A 35S prométerben rekombinans un.
“forr6 pontokat” talaltak (Kohli és mtsai, 1999). A 35S promoter patogén indukalt
védelmi reakciok altal szabalyozott. A természetes CaMV fert6zés transzgén
inaktivacidhoz, ezaltal a 35S iranyitott herbicid rezisztencia elvesztéséhez vezethet
(Al-Kaff és mtsai, 1998, 2000). Ezért lényeges nem viralis promdter-alternativak
keresése, els6sorban magasabbrendl novények esetében, amely stabil, magas
szint(i, konstitutiv transzgén kifejezédést biztosithat. Osszehasonlitva az erés, viralis
35S karfiol mozaik virus (CaMV) promoéter mikoédésével, a H3 prométer intronnal
kombinalva tranziens Kkisérletekben és stabil transzformans ndvényekben
er6sebbnek bizonyult. A megfigyelt prométer erfsség jo6 egyezést mutat az
irodalomban korabban leirtakkal, mely szerint a replacement hiszton H3 gének
magas szinten fejez6dnek ki lucernaban (Robertson és mtsai, 1996). A
HEX110::GUS expresszidés kazettabdl kiindulva egy olyan vektort hoztunk létre,
cseréltik ki. Az igy elkészitett konstrukciot csoportunkban eredményesen hasznaltuk
kulonb6z6 sejtciklus gének, ciklinek, ciklin fuggd kinazok tultermeltetésére
transzgénikus kétszikli (dohany, lucerna) és egysziku (rizs, kukorica) névényekben
(12. abra, nem koézolt adatok). Ezzel egy uj, univerzélis génkifejeztetési rendszert

hoztunk létre, amely széleskorl biotechnoldgiai alkalmazasra érdemes.
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Jelenleg nincs direkt bizonyitékunk arra nézve, hogy a PPY/PPU faktorok a
novényekben kromatin derepressziot okoznanak, de a transzgénikus novényeken
végzett kisérleteink egybehangzanak ezzel a lehetéséggel. A PPY/PPU kot faktorok
mikodési mdédjanak megértése jobb betekintést nyudjthat a ndvényi kromatin
transzkripcidos és génregulaciéos mikodésebe, valamint lehet6séget nyujtott arra,
hogy olyan, nagy hatékonysagu noveényi transzformacios konstrukcidt hozzunk létre,
amely védelmet nyudjthat a kromatin represszién keresztil m(kddd silencing

mechanizmussal szemben.
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12. abra Lucerna hiszton H3.2 promoéter altal tultermeltetett ciklin fliggd
kinazok kimutatdasa nyers ndvényi fehérjekivonatban immunoldgiai
moddszerekkel (Lendvai Agnes és Térok Katalin kisérletei, nem kdzolt adatok).
A — cdc2MsF fehérje mennyisége rizs ndvényekben. B — cdc2MsD fehérje
mennyisége dohany novényekben. A fehérje tisztitas és kimutatas menetét, a
vizsgalt gének és az alkalmazott specifikus ellenanyagok leirasat Magyar
Zoltan és munkatarsai (1997) kdzleménye tartalmazza.

Jeldlések: T — flggetlen transzgénikus vonalak, K — nem transzformalt vonal.
A vizsgalt fehérjét az abran nyil mutatja.
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7. Eredmények dsszefoglalasa

Az MsH3g1 genomi klon szabalyozé régidinak vizsgalata soran kimutattuk a
kovetkezdket:

1. Az izolalt H3.2 prométer magas szintl, konstitutiv kifejez6dést
biztosit a hozza kapcsolt riporter génnek.

2. A lucerna hiszton H3.2 gén CT-gazdag, elsd intronja képes
megnaovelni az izolalt promoter aktivitasat, az igy kialakitott kiméra
promoéter az altalanosan hasznalt viralis CaMV 35S prométer altal
mutatottnal magasabb riporter gén aktivitast biztosit.

3. Az izolalt promoter és a genomi klon elsé intronjanak
felhasznalasaval egy olyan névényi expresszids kazettat hoztunk
létre, mely nem tartalmaz virus eredetli szekvenciakat, magas
szintl, konstitutiv kifejez6dést biztosit a beépitett transzgénnek, a

transzgeén elhallgatasanak és rekombinaciojanak veszélye nélkul.

CT-gazdag szekvenciak képesek voltak megvaltoztatni az S-fazis
specifikus kifejez6dést lucerna hiszton H3 varians (H3.1)
kifejez6dési mintazatat hasonlova téve azt a 35S promoterhez és
a konstitutiv varianshoz (H3.2). A CT-gazdag szekvencia elemek

szamanak novelése a promoéter aktivitasanak er6sddését okozta.
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Summary

While most histone genes display a marked dependence of gene expression
on the concurrent synthesis of DNA during the S phase of the cell cycle, a distinct
type of histone genes exists in plants as in animals. These type of histone H3 genes
are characterized by a cell cycle-independent pattern of expression, the presence of
introns in the gene and a few specific amino acid changes in the protein, relative to
the common, replication-specific histone H3 forms (Waterborg and Robertson, 1996).
It participates in the assembly of new nucleosomes across gene sequences that
have lost nucleosomes as a consequence of gene transcription. Since these histone
variants replace the more common, replication-dependent histone forms in terminally
differentiated tissues, they have been named replacement H3 histones.

In alfalfa, three replacement histone H3 genes exist per haploid genome
(Robertson et al., 1996). These three genes produce two times more new histone H3
proteins than the more than 50 replication-dependent histone H3 genes do together
in logarithmically growing suspension cultures of alfalfa A2 cells (Waterborg, 1993;
Wu et al., 1989).

Promoters of all known plant histone genes share many common elements,
irrespective of the pattern of gene expression (Chaboute et al., 1993; Chaubet et al.,
1992; Robertson et al., 1996, 1997). Promoter elements which drive S-phase specific
expression of cell cycle-regulated histone genes in plants are present in the
replacement histone H3 genes of alfalfa and Arabidopsis (Lepetit et al., 1992;
Robertson, 1994; Robertson et al., 1997), but S-phase histone H3 genes fail to
contain introns (Chaboute et al., 1993; Chaubet et al., 1992; Robertson et al., 1996;
Waterborg and Robertson, 1996). The characteristic intron of replacement histone
H3 genes is the one located mainly inside the 5’ untranslated region (UTR) of the
gene (Waterborg and Robertson, 1996). The only known exceptions are the alfalfa
histone H3.2 genes (Oberto et al., 1994). However, the 5’UTR of alfalfa H3.2 genes
appears to have retained the functional elements of the 5’UTR introns that confer
constitutive expression (Robertson et al., 1996). In contrast to the replication-
dependent H3 genes polypyrimidine elements are present in high abundance in the

5'UTR and introns of the alfalfa H3.2 genes and in the introns of the two replacement
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H3.lll genes of Arabidopsis (Chaubet et al., 1992; Waterborg and Robertson, 1996),
similarly to the animal replacement H3 genes (Waterborg and Robertson, 1996).

Despite the fact that the Medicago histone H3.2 genes contain promoter
elements, characteristic to replication-dependent histone genes northern analyses
have clearly shown a constitutive mode of expression for these genes, with steady
state mMRNA levels far exceeding those of the replication-dependent H3.1 genes
(Kapros et al.,, 1992, 1995; Robertson et al., 1996). In order to evaluate whether
these mMRNA levels reflected promoter strength, we have analyzed tobacco plants
carrying a 424 bp promoter fragment of alfalfa replacement histone H3.2 gene
msH3g1 (Robertson et al.,, 1996) in a transcriptional fusion with the GUS reporter
gene. As a control, we used pBIl121, which contains the GUS gene driven by the
cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S promoter.

GUS activities were determined in the extracts from old leaves, i.e. longer than
5 cm. Such leaves contain few actively dividing cells, as reflected by the low
promoter activity of a cell cycle variant histone H3.1 gene (Kapros et al., 1993). Here,
fluorimetric GUS analysis of the transformants revealed high GUS activities for the
H3.2 promoter construct. On average, GUS activity in plants transformed with CaMV-
35S promoter construct pBlI121 was 5-fold higher. In order to analyze spatial
distribution of GUS activity, that is, to test whether the histone H3.2 promoter
possesses tissue specific activity, GUS histochemical staining of transgenic tobacco
plantlets was carried out. Strong GUS staining resulted in most parts of the plants
containing either construct.

In order to analyze the influence of further sequence elements on the
expression of the histone H3.2 promoter we have built further expression cassettes
beyond the pHEX-N::GUS vector. The pHEX110::GUS construct contains, in addition
to the H3 promoter, the 120 bp first intron of the MsH3g1 genomic clone inserted
between the start sites of transcription and translation, and the NOS 3" UTR and
polyadenylation sequences. In construct pHEX111::GUS the NOS sequence was
replaced by the 3' UTR of the MsH3g1 gene.

To assess the activity of these constructs, alfalfa A2 cells were protoplasted
and transformed. As reference, cells were transformed with expression plasmid
pIDS211 with the GUS reporter gene driven by the 35S CaMV promoter (Stefanov et
al., 1991). In three independent experiments, measuring GUS enzyme levels on days

2 and 3, the replacement H3 promoter in pHEX-N::GUS appeared six-fold stronger
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than the 35S promoter in the control pIDS211. For highest expression the intron
sequence was required, increasing GUS levels an additional four-fold. Replacement
of the NOS terminator by the 3" UTR of the MsH3g1 clone in pHEX111::GUS
reduced GUS activity three-fold.

Based on the highest expression of pHEX110::GUS in transient expression, it
was further studied in stable transformation of tobacco.Second generation plants
were analyzed for GUS expression. Data from HEX110 transformants were
compared with the CaMV 35S promoter pBI121 controls. The HEX-110::GUS
transformants produced GUS expression that was, on average, three times higher
than observed in pBl121 controls.

It was of interest to assess whether the variability in GUS activity reflected
steady-state GUS transcript levels. Northern analyses were carried out on total RNA
from second generation of transformant plants and GUS mRNA signals indeed
mirrored the variability in GUS activity levels.

The spatial distribution of GUS activity was determined by histochemical
staining of tobacco plantlets for GUS. Strong GUS expression was observed in all
parts of plantlets transformed with HEX-110, consistent with the general, high,
constitutive expression of the endogenous replacement H3.2 genes. It was quite
similar to the distribution of GUS expression, driven by the viral 35S promoter.

The alfalfa histone H3.1 promoter has been demonstrated to be an effective
promoter for GUS expression, retaining the replication dependence of the promoter
with clear preference for expression in the meristems (Kapros et al., 1993). Insertion
of CT-rich sequence elements between this promoter and GUS coding sequnce in
transformation plasmids caused major quantitative and qualitative changes in GUS
activity. The CT-rich sequences were capable of increasing the strength of the H3.1
promoter. In addition, the meristem specificity of the cell cycle-dependent promoter
was diminished.

In conclusion we have shown that:

1. — the alfalfa H3.2 promoter itself is a strong, constitutive promoter,

drives a high GUS expression in all the parts of the plant.

2. — the insertion of the intron sequence enhanced further the strength

of the promoter, the alfalfa replacement H3 promoter-intron cassette
has been shown to produce high, constitutive transgene expression

in all plant tissues at levels exceeding 35S CaMV promoter strength.
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3. — the CT-rich sequences were able to cause the loss of preferential
meristematic expression of the S-phase specific alfalfa histone H3
promoter.

4. We have designed high efficiency plant transformation construct that
does not contain viral sequences and might prevent gene silencing
mechanisms that act by chromatin repression.

The mode, by which these factors might have changed a replication-
dependent histone gene into a gene that is continuously active, is still unknown.
Nevertheless, we considered the paradigm of GAGA Factor in Drosophila as a
possible explanation. GAGA proteins recognize the polypurine core sequence
GAGAG (Omichinski et al., 1997), irrespective whether present in the coding or non-
coding DNA strand. These motifs have quite a degree of sequence variability, while
retaining strong and specific binding as measured by gel mobility shift assays and
DNase | footprinting. Analyses by Carl Wu and others have revealed the way GAGA
factors act as a transcriptional activator. They have shown that GAGA Factor (1)
prevents nucleosome formation and (2), in the presence of ATP, displaces
nucleosomes (Lu et al., 1993; Tsukiyama et al., 1994; Wall et al., 1995). GAGA
Factor binding to intron-bearing replacement H3 genes in animals has been
predicted to reduce the nucleosomal density to 61 percent, fully reversing the
characteristic repression of histone genes in cells outside of S phase (Waterborg and
Robertson, 1996). A putative plant GAGA-like Factor has been predicted to reduce
the nucleosomal packaging of the alfalfa and Arabidopsis replacement histone H3
genes to 65 percent (Robertson et al., 1996; Waterborg and Robertson, 1996), with
the strongest localized derepression near the promoters and across the 5 parts of
these genes.

PPY/PPU sequences and their binding factors by themselves, however, do not
seem to be sufficient for high promoter activity of the alfalfa H3.2 gene. Deletion of
sequences upstream of the TATA box greatly reduced reporter gene expression from
the histone promoter, despite the presence of PPY/PPU elements in the S’UTR. A
similar requirement for cis promoter elements was also observed in transgenic
Arabidopsis experiments (Chaubet-Gigot et al., 2001). This points to the fact that an
open chromatin structure may be a necessary but not sufficient requirement for
constitutive gene transcription. Currently, we have no direct evidence that PPY/PPU

factors in plants cause chromatin derepression, but our results in transgenic plant
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experiments are consistent with this possibility. Understanding the mode of action of
PPY/PPU-binding proteins may provide a better insight into the role of chromatin

organisation on gene regulation in plants.
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