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BEVEZETES

A helyhez kotott életmodjuk miatt, a ndvények ndvekedése, fejlédése és tulélése is a
kornyezetiiktl fiigg. A kornyezeti viszonyok gyakran kedvezdtlenné valnak és ez
stresszt okoz a novények szamara. A megvaltozott korulményekkel szemben a
novények szamos védekezé stratégiat fejlesztettek, amelyek biokémiai és fiziologai
valtozasokat idéznek eld. Azokat a folyamatokat, amelyek a stresszhez valo
alkalmazkodast és toleranciat biztositjak egy komplex jelétviteli hal6zat szabalyozza
ami végsosoron génkifejezédések megvaltozasahoz vezet. Jelenleg keveset tudunk arrol,
hogy a ndvények hogyan érzekelik a stresszt, valoszintileg stressz-specifikus receptorok
aktivaljak a jelatviteli halozatokat. A szignalokat madasodlagos hirvivé molekuldk
kozvetitik, ilyen molekulak a foszfolipidek, a ciklikus nukleotidok, a hormonok, a Ca®*
és a reaktiv oxigén fajtak (ROS). Ezek sokszor poszt-transzlacios modositasokért felelés
enzimeket aktivalnak, mint pl. a fehérje foszforilaciot végzé CIPK, CDPK and MAP
kindzokat. A fehérje foszforilaciok szamos stressz-valasz molekula aktivitasat tudjak
szabalyozni, tobbek kozott transzkripcios faktorokét is. Altalanossagban elmondhato,
hogy a stressz tolerancia mechanizmusok a homeosztazis fennartdsara, a ROS

detoxifikalasra és a sejtkomponensek kdzvetlen védelmére iranyulnak

Ma méar nagy mennyiségli informacié all rendelkezésre az abiotikus stressz
toleranciar6l, ami féleg a novényi modell, az Arabidopsis thaliana kutatasokbol
szarmazik. Az Arabidopsis genom megszekvenalédsa és hatékony genetikai modszerek
kifejlesztese fontos szerepet jatszik abban, hogy a stressz valaszok molekularis
mechanizmusait vizsgaljuk. A genetikai szlirések nagyon hasznosnak bizonyultak a

stressz valasz gének azonositasaban



CELKITUZESEK

A munkém altalanos célja olyan, eddig nem ismert szabalyoz6 gének azonositasa €s
jellemzése az Arabidopsis thaliana modell novényben, amelyek a novények

stresszvalaszanak szabalyozasaban vesznek részt.

e Az indukélhaté cDNS konyvtar transzformacio felhasznalasaval egy sejt szintll
szelekcios rendszer kidolgozdsa ami alkalmas a strersszvalaszt szabalyozd
Arabidopsis gének azonositasara.

e Tobb olyan transzformalt vonal izolalasa, amelyek 6sztradiol indukciotol fiiggd,
strerssz tolerancia fenotipust mutatnak megfelelé szelekcios koriilmények
kozott.

e Egy vagy tobb Arabidopsis gén izolalasa a kiszelektalt sejt vonalakbdl, amelyek
felelsek a tolerancia fenotipus kialakulésaért.

e Legaldbb egy gén funkciojanak jellemzése, az alabbi szempontok szerint:

o Az adott gén tultermelését megval6sitd transzgenikus Arabidopsis
vonalak fenotipusanak, stressz toleranciajanak élettani jellemzése.

o Az adott gent inaktivalo T-DNS inszercios mutansok azonositdsa, a
mutansok stresszvalaszanak jellemzése.

o A kodolt fehérje biokémiai, molekularis funkciojanak jellemzése.

o Az azonositott és jellemzett gének segitségével a stresszvalaszt
szabalyoz0 jelatviteli utak jobb megismerése.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Arabidopsis sejt kultirak transzformalasa és sziirése.

Transzgenikus  Arabidopsis  novények létrehozdsa  Agrobacterium  &ltali

transzformaléssal.
T-DNS inszerci6t tartalmaz6 muténs jellemzése.
Az abiotikus stressz tolerancia in vitro vizsgalata (s6, ozmotikus és oxidativ stressz).

Tranziens fehérje expresszio Arabidopsis protoplasztokban.

Molekuléris biologiai modszerek:

e DNS kl6nozas, szekvencia analizis, helyspecifikus mutagenézis.

¢ RNS izolalas, cDNS szintézis. Génexpresszios vizsgalatok kvantitativ és semi-
kvantitativ PCR-el.

e Rekombinans fehérje kivonas és tisztitas, western analizis, immun precipitacio
tag-gel jelolt fehérjékkel.

e Invitro fehérje foszforilacio, in-gél kinaz préba.

e Riporter konstrukciok (GFP, YFP) in vivo megfigyelése, vizualizalasa
konfokélis mikroszkoppal, luciferaz enzim aktivitas merés, hisztokemiai festés
(GUS).

e In vivo fehérje-fehérje kolcsonhatasi technikak (éleszté kettds hibrid,

Bimolekularis Fluoreszcens Komplementacio, BiFC).



EREDMENYEK

1. Egy random Arabidopsis cDNS konyvtarat hasznaltam, aminek a kifejezddését
Osztradiol indukalhaté prométer szabalyozta (Papdi, 2008). A cDNS konyvtarat
Arabidopsis  sejtszuszpenzidoban tultermelve hozzavetdlegesen 1,2 millid
transzformalt sejt kolonia osztddasi képességét vizsgaltam sO stressz
jelenlétében. Négy olyan sejtszuszpenziobdl szarmazd mikrokoloniat talaltam,

ami osztradioltol fliggden, so tolerans modon novekedett.

2. Meghataroztam a sO tolerancidt mutatd sejtkolonidkba beépilt cDNS
fragmenteket. Az egyik kolonia sejtjeibe beépllt T-DNS egy hé sokk
transzkripcids faktor a HSFA4A teljes hosszisagi cDNS-ét tartalmazta, ennek a

génnek a funkcionalis jellemzését végeztem el.

3. Igazoltam, hogy a HSFA4A faktor felelds a s6 tolerancia kialakulasaért.
Osztradiol-fiiggd so tolerans mikrokoloniakat kaptam, amikor az ER8-HSFA4A
plazmidot Gjra Arabidopsis sejtszuszpenzidba transzformaltam. A HSFA4A
Arabidopsis névényekben val6 taltermelése s6, paraquat, H,O,, anoxia, CdCl; és
mannitol toleranciat okozott, mindezek a kortilmények dsszefliggésbe hozhatdak

az oxidativ stresszel is.

4. Jellemeztem a HSFA4A thltermel$ vonalak élettani jellemzbit. SO stressznek
kittve a HSFA4A taltermelése a lipid peroxidacio és a H,O, tartalom
csokkenését idézte eld Arabidopsisban. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy
az HSFA4A tlltermelése csokkentette a sé indukalt oxidativ karosodas
mértékét. Mindezekbdl arra kovetkeztettlink, hogy az HSFA4A hozzijarul az

Arabidopsis oxidativ stressz tolerancidjahoz.



5. Jellemeztem a HSFA4A transzkripcidos szabalyozdsat. Az HSFA4A

génkifejez0dés vizsgalata, a hozzaférhetd microarray adatokkal O0sszhangban
arra engedett kovetkeztetni, hogy az HSFA4A szdmos stressz korilmény
hatasara indukalodik. Hidrogén-peroxid kezelés a HSFA4A kifejez6dés gyors
indukciojat okozta, és ezt kovetden a HSFA4A mRNS magas szintje tobb napon
keresztul kimutathato volt.

RNS szekvendlassal azonosittuk az HSFA4A altal szabalyozott Arabidopsis
géneket. Az HSF4A4 tobbek kozott ismert stressz-valasz géneket szabalyoz: pl.
ZAT6, ZAT12, HSP17.6A, ATL31, CRK13, WRKY30 és CTP1. Kvantitativ RT-
PCR mddszerrel jellemeztem néhany, a HSFA4A altal szabalyozott gén

mukodését.

. Az HSFA4A inaktivalasa a hsfada inszercios mutansban sé-érzékeny
novekedést, megndvekedett lipid peroxidaciot és H,O, felhalmozodast idézett
el6. A hsfada mutans genetikai komplementécidja helyre tudta allitani a
vadtipusra jellemz6 so-tartalmd taptalajon valo ndvekedési tulajdonsagokat. A
sO stresszel kezelt hsfada novényekben a ZAT6, ZAT12, WRKY30 és CTP1

gének alacsonyabb szinten fejezddtek ki mint a vadtipusti novényekben.

Egy korédbban felvazolt modell szerint a ROS felhalmozdodas hatasara a h6 sokk
faktorok multimerekkeé allnak 06ssze, ami elengedhetetlen a célgének
transzkripciés  indukcidjahoz.  Eleszté6  két-hibrid  és  kétmolekularis
fluoreszcencia komplementacié (BIFC) kisérlettel igazoltam, hogy a HSFA4A
homodiméreket képes létrehozni, és ezek a homodimérek sé stress hatasara a
sejtmagban halmozodnak fel. A fehérje-fehérje kolcsonhatdsokat cisztein
oldallancok kozotti diszulfid-hidak stabilizalhatjadk. Harom konzervalt cisztein
aminosav alaninra tOrténd kicserélése a dimerizacios kolcsonhatasok

csOkkenését idézte eld €élesztd és Arabidopsis sejtekben is.



9.

10.

Elesztd kéthibrid és BIFC kisérletekkel azt is sikeriilt kimutatni, hogy az
HSFA4A kolcsdnhat két mitogen-aktivalt kindzzal az MPK3-al és az MPK6-al.
Két kiilonbozé mobdszerrel, in-gel és in vitro kindz reakciokat alkalmazva
bizonyitottam, hogy mindkét MAP kinaz képes a HSFA4A-t foszforilalni. A
HSFA4A foszforilacios helyeit tomeg spektrométerrel tudtuk meghatarozni.
Hely-specifikus mutagenezist kovet6 in vitro kindz assay-vel kimutattam, hogy a

309 pozicidban levd szerin (Ser309) a legfontosabb foszforilacios hely.

Egy riporter gén konstrukcid segitségével igazoltam a HSFA4A foszforilécio
biologiai fontossdgat. A taltermelt HSFA4A Ser309Ala aminosav cserélt
valtozata a vadtipussal 6sszehasonlitva kisebb mértékben tudta a HSP17.6A

prométerét aktivalni mint a vadtipusu HSFA4A.

Eredmeényeink igazoltak, hogy a HSFA4A fontos szerepet jatszik a reaktiv
oxigének és a MPK3 és MPK6 MAP kinazok altal kozvetitett jelatviteli
folyamatok szabélyozésaban.
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