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Bevezetés, elozmények

A mezbgazdasagi termelést akadalyozé kornyezeti tényezok koziil vilagviszonylatban
a termOteriiletek sétartalménak novekedése, a szdrazsag ¢s az alacsony homérséklet a
legfontosabbak. Mindhdrom tényez6 az ozmotikus nyomas magvaltozasa altal kérositja a
novényeket (ozmotikus stressz). A ndovények adaptiv mechanizmusokat fejlesztettek ki a
talélés érdekében. Ezek kozé morfologiai és fejlodésbeli valtozasok (pl. az életciklus
rovidiilése kedvezdtlen kornyezeti feltételek kozott, a hajtas novekedésének gatlasa és a
gyokérzet novekedésének eldsegitése), az ionok transzportjaban (pl. az ionok felvételében ¢és
kivalasztdsaban), valamint a metabolizmusban (pl. kompatibilis ozmolitok szintézise)
bekovetkezd valtozasok tartoznak. A novények morfolégiai adaptacidja nagyon fontos lehet
az adott faj szdmdra, azonban nem altaldnosan elterjedt a novényvilagban. Az alapvetd
sejtszintli ozmotikus valaszreakcidk azonban (mint pl. az ozmolitok szintézise) konzervaltak a
névényfajok kozott.

A novényekben az evolicié soran kialakult szdmos élettani és biokémiai védekezd
mechanizmus miikodése megnyilvanul a génexpresszidés mintazat jelentds atalakuldsaban. A
vizvesztés soran indukalodd gének termdkei tobbféle funkcidt lathatnak el: ezen géntermékek
a karosodott fehérjék lebontasaban, transzport folyamatokban, a sejtek védekezd
mechanizmusaiban, transzkripcidban, a jeldtviteli folyamatokban ¢és a  sejtek
metabolizmusaban szerepelhetnek.

A novények metabolizmusanak ozmotikus stressz sordn Iétrejovd valtozésai régdta
intenziv kutatas targyat képezik. A kiilsé kornyezet ozmotikus potencidljanak valtozasara
adott, az ¢éldvilagban nagyon elterjedt valaszreakcid az olyan metabolitok felhalmozasa,
amelyek ,kompatibilis” ozmolitként hatnak (nem zavarjdk a biokémiai folyamatokat). Az
ozmolitok szerkezetiik alapjan lehetnek aminosavak (prolin), gylris poliolok (mioinozitol) és
ezek metilalt szarmazékai (pinitol, ononitol), nem-gytiris poliolok (mannitol és szorbitol),
kvaterner ammoénium-szarmazcékok (betainok), tercier szulfénium-szarmazékok (dimetil-
szulfonio propionsav) ¢és cukrok (trehaléz, fruktan, szacharéz). A kompatibilis ozmolitok
hidrofil molekuldk, ezen tulajdonsdguk azt jelzi, hogy a fehérjék, fehérjekomplexek &s
membranok felszinén a vizmolekuldkat helyettesiteni tudjék. gy ozmoprotektéansként &s kis
molekulatomegli chaperonként hatnak, azonban hatdsmechanizmusuk még nem teljesen
felderitett.

A prolin az egyik leggyakrabban -el6fordulé ozmolit, amely felhalmozédik

baktériumokban, moszatokban, gerinctelen 4allatokban ¢és novényekben is viz-, illetve



sostressz soran. A baktériumoktél a magasabbrendlii novényekig ismert az Osszefliggés a
sejtek megnovekedett prolintartalma és a kedvez6tlen kornyezeti feltételek (szarazsag, extrém
hémérsékleti viszonyok, nehézfém szennyezés, kornyezet megndvekedett sétartalma) alatti
taléloképessége kozott. Baktériumokban a prolin ozmoprotektans anyagként miikodik és a
prolin-tultermeld E. coli mutans megndvekedett ozmotoleranciat mutat.

Novényekben prolin képz dhet glutaminsavbdl €s ornitinb 1 is. Ozmotikus stressz
soran a glutamat bioszintézisut az els dleges és kapcsolatban 4ll a de novo purin
bioszintézissel. E reakciout soran a glutaminsav foszforilalodik €s glutamil-5-szemialdehiddé
(GSA) redukalodik. A reakciot egy kétfunkcios enzim, a A-'-pirrolin-5-karboxilat szintetiz
(P5CS) katalizalja. A P5CS enzimnek 7-glutamil-kinaz (y-GK) ¢és GSA-dehidrogenaz
aktivitasa is van. A GSA spontan médon A-'pirrolin-5-karboxilatta alakul, melyet a A-'-
pirrolin-5-karboxilat-reduktdz (PSCR) prolinna alakit. A folyamat sebességmeghatarozo
lépése a y-glutamil kinaz altal katalizalt reakci6d, melyet a prolin mar viszonylag kis
koncentracioban is gatol. A bioszintézisen kiviil a lebontas is befolyasolja a szabad prolin
szintjét. A prolin P5C-vé oxidalédik a novényi mitokondriumokban. Ezt a reakcidt a prolin
dehidrogenaz (PDH) katalizalja, mely a mitokondrium belsé membranjanak a matrix fel6li
oldalan talalhaté. A keletkezett P5C glutaminsavva alakitasat a PSC dehidrogenaz (P5SCDH)
végzi. A prolin oxidacidja gatolt az ozmotikus stressz sordn Iétrejovd prolinfelhalmozas soran,
¢s a reakcid végbemegy a novények rehidraticidja alatt. A stressz soran 1étrejovod
prolinfelhalmozas a bioszintézis aktivalédasabdl és ezzel egyiitt a lebontds gatlasabol
szarmazik.

A prolin védi a membranokat és fehérjéket a magas inorganikus sdkoncentracié és az
extrém homérsckleti értékek karosité hatdsaival szemben. Nehézfémek okozta oxidativ stressz
soran a keletkezd szabadgyokok (foleg a hidroxilgydkok) eltavolitasaval védi a sejteket.

A NADP'/ NADPH redox rendszernek fontos szerepe lehet az anyagcsere
szabélyozasaban, mivel a A-'-pirrolin-5-karboxilat és prolin kozotti 4talakulds kozvetitheti a
citoszolban talalhaté NADPH-bdl szarmazé redukdld erd elektron transzport lancba torténd
atvitelét. A prekurzor és a végtermék kozotti korforgds hozzajarulhat a redukald erd
setjrészecskék kozotti mozgasahoz, szallithatja az elektronokat a NADPH-t61 a NADP -re,
Osszekapcsolhatja a NADPH oxiddlasat a mitokondridlis elektrontranszporttal. Tehat
lehetséges, hogy a prolin abszolit mennyiségénél fontosabb a bioszintézis és lebontds
korforgasa a kornyezeti stresszhatasokhoz valé adaptalédasban, mivel ez hozzajarul a NADP™

szint fenntartdsdhoz. A tobbi ozmolithoz hasonldéan a stresszhatds megsziinését kovetden a



prolin lebontdsa 1is szén-, nitrogén- ¢s energiaforrasul szolgalhat a novekedés
helyreallitdsdhoz.

Ozmotikus stressz sordn a novényeknek kiilonboz6 feladatokat ( pl. ozmolitok
bioszintézise, viz- ¢s ionhaztartds egyensulyban tartasa, membran transzport, sejtosztodas )
kell Osszehangolni. Ezen folyamatok megfelelé tér- és iddbeli koordinaciojahoz egy
bonyolult, egymassal kapcsolddé jelatviteli utak haldézatara van sziikség, mely képes a kiilsé
kornyezetbdl érkezd, illetve az endogén jelek érzékelésére €s tovabbitasara. A fény és a
patogén szignalok, a cukor és hormonok jelatvitelének kapcsolédasardl tobb kozlemény is
napvilagot latott. Szadmos cukor-inszenzitiv mutins ABA-rezisztensnek bizonyult, ami a
cukor ¢és ABA jelatviteli utak kozotti kapcsolatra utal. A prll Arabidopsis mutans
hormonokra (ABA, etilén ¢és auxin), hidegre és cukorra tulérzékeny. Tovabba szdmos fény-,
szénhidrat represszié- (carbon catabolic repression), patogén- és kornyezeti faktorok altal
szabalyozott gén transzkripcionalis szinten derepresszalt. A pr/l mutacid pleiotrép hatdsa arra
utal, hogy a PRLI gén altal kédolt WD40 ismétlédést tartalmazd szabalyozd fehérje
mikodése sziikséges a kiilonbozé kornyezeti hatasokra adott valaszokat szabalyozé jelatviteli
utak 6sszehangolt miikodéscéhez.

Ismert a fény prolin felhalmozddasra gyakorolt pozitiv hatasa. A fény-sotét ciklusnak
megfeleld A7rP5CSI mRNS-, illetve prolinszint oszcillalas felveti a fitokrém-jelatviteli
folyamatokkal valé kapcsolat lehetdségét. A det2 & cpdl BR-deficiens Arabidopsis
mutansokban szdmos fény altal szabalyozott gén transzkripciondlis szinten derepresszalt. Ez
arra utal, hogy a novényi szteroid hormonok is befolydsoljak a kornyezeti stresszhatdsokra
adott valaszokat. Ezt tdmasztja ala, hogy a cukor- és ABA-hiperszenzitiv pril Arabidopsis
mutansban szdmos fény-indukalt, illetve cukor-represszalt gén transzkripcionalisan
derepresszalt, mig a brasszinoszteroid bioszintézishez sziikséges CPDI gén expresszidja
pedig csdkkent mértékdi.

A kornyezeti hatasokra a novények részben a génexpresszidés mintazatuk
megvaltoztatasaval valaszolnak, mely vEégsd soron sejt-, illetve novényszintii adaptiv
valaszokhoz vezet. Az abiotikus stresszhatasokra adott valaszreakciok fontos szabalyozdja az
abszcizinsav (ABA) nevii novényi hormon. Az ABA részt vesz az alacsony homérsékletre,
szarazsagra ¢s sostresszre adott novényi valaszokban, valamint a ndvények novekedésének és
fejlodésének szdmos folyamatat szabdlyozza (pl. embridfejlodés, magok nyugalmi
allapotanak kialakitdsa, gyokér- ¢s hajtasnovekedés, levelek transpirdcidjanak befolyasoldsa).

A szarazsag- ¢és sostressz a novényekben ABA felhalmozodast idéz eld, és az ABA-kezelés



génexpressziora gyakorolt hatasai hasonloak az ozmotikus stressz hatdsaihoz, ezért az ABA

kozvetiti az ozmotikus stresszre adott valaszreakciok egy részét.

Célkitlizések

Dolgozatomban az Arabidopsis thaliana modellnévényben ozmotikus stressz soran
1étrejovo prolin felhalmozdédas tanulmanyozasar6l szamolok be. Munkank kezdetekor még
nem volt ismert a prolin bioszintézis sebességmeghatiarozd 1épését kddold gén Arabidopsis
thaliana-ban, ezért a kornyezeti faktorok ¢&s hormonok prolinfelhalmozodast befolyasolo
hatasainak tanulmanyozésa utan munkank célja a kovetkezd volt:

- a prolin bioszintézist szabalyoz6 P5CS gén(ek) klonozasa Arabidopsis

thaliana-bol

- AtP5CS gén(ek) szekvencia analizise

- AtP5CS gén(ek) expresszids analizise:

- Szovetspecifitas

- Stressz-indukcid

- Hormon-szabalyozas

- ,,crosstalk” mas kornyezeti faktorokkal

- promoter analizis

Alkalmazott médszerek:
- Molekularis klénozasi technikak,
- Transzgénikus Arabidopsis novények eldallitasa és nevelése steril és iiveghazi
koriilmények kozott,
- GUS enzimaktivitas kvalitativ és kvantitativ meghatarozasa
- Ossz RNS izolalasa névénybdl
- Northern-hibridizaci6

- Prolin meghatarozas



Eredmények ¢&s megvitatasuk

1. Megallapitottuk, hogy Arabidopsis thaliana modellnovényben NaCl-, mannitol-,
glikoz- és ABA-kezeléssel a szabad prolin szintje jelentésen emelhetd, és ezen

emelkedés sotétadaptacioval megakadalyozhato.

2. Kimutattuk, hogy a korabbi irodalmi adatokkal ellentétben Arabidopsis-ban két gén
kédolja a prolin bioszintézis sebességmeghatarozé 18pését katalizald kétfunkcids
enzimet, a A-'-pirrolin-5-karboxilat-szintetizt. Kimutattuk, hogy ez a két gén kiilonboz6
kromoszéman talalhaté. Szekvencia analizissel megallapitottuk, hogy a két AtP5CS
cDNS 82 %-ban megegyezik, az 5°, illetve a 3’ nem-transzlalédé régidjuk kevésbé
homolog. A két prediktalt fehérje kinaz és dehidrogendz doméneket tartalmaz, valamint
feltételezett ATP- és NADPH-kot6 hely és egy leucinban gazdag régié is megtalalhaté.
Tovabba a korabban Vigna aconotifolia PSCS enzimben azonositott, a prolin feed back

gatlasban fontos aminosav is megtalalhaté mindkét prediktalt AtPSCS enzimben.

3. Génexpresszids vizsgalatokkal megéllapitottuk, hogy a két AP5CS gén eltérd
szovetspecifitast mutat. Az AtP5CS] mRNS a legtobb szervben (gyokér, levél, szar,
virdg) megtalalhatd, mig az AtP5CS2 gén mRNS-ét foleg az aktivan osztdédd sejtekben
mutattuk ki (kallusz, sejtszuszpenzids kultira). Ezen erdményeinket megerdsitette az
AtP5CS1::GUS, illetve az AtP5CS2::GUS riporter génkonstrukcidkat hordozéd

transzgénikus novények GUS hisztokémiai analizise is.

4. Mindkét A¢P5CS gén indukalhat6 kiszaritassal, NaCl-, illetve ABA-kezeléssel, azonban
az indukcido mértéke és idobeli lefutasa eltérd. Az ArP5CS/ gén indukcidja altaldban

nagyobb mértékii és gyorsabban bekovetkezik, mint az 4¢1P5CS2 gén esetében.

5. NaCl-kezelt Arabidopsis csirandvényekben az AtP5CS mRNS szintézise exponencialis
gorbe szerint torténik. Eredményeink azt mutatjdk, hogy az indukcié gyors, linearis
szakasza (mely 1 h-n beliill étrejon és foleg az ArP5CSI gén indukcidja jelenti)
cikloheximiddel nem gatolhato, és az abal mutdnsban hianyzik. Tehat ez egy azonnali,
ABA-altal kozvetitett stresszvalaszt jelent. A fehérjeszintézis cikloheximiddel torténd

gatldsa megakadalyozza az A¢tP5CS] mRNS szintjének a korai indukcidt kovetd tovabbi



novekedését, ¢s teljesen megakadalyozza az ArP5CS2 mRNS szintjének emelkedését a

NaCl-kezelt csirandvényekben.

. Az ABA bioszintézist, az ABA-érzékenységet, illetve kiillonb6z6 hormonok jelatviteli
utjat  érintd mutdcidk AP5CS  génkifejezOdésre gyakorolt hatasat vizsgalva
megallapitottuk, hogy az ABA-t nem tartalmazé abal mutansban NaCl-kezelés hatdsara
egylk AtP5CS gén sem indukalédott, jelezve az ABA abszolut sziikségességét ezen
gének indukcidjdban. Megallapitottuk, hogy nemcsak az ABA bioszintézis, hanem az
ABA- ¢és valdszinlileg az auxin jelatviteli utjanak bizonyos Iépései (melyeket az abil-1
¢s axr2 mutacidk Crintenek) szerepelnek az ArP5CS gének alapallapott, illetve NaCl-

indukalt mikodésében.

. Megaéllapitottuk, hogy a sotétadaptacié NaCl-, illetve ABA-kezelés hatdsara 1étrejovo
prolin szint emelkedést gatlé hatdsa az A¢tP5CS1 gén aktivitdsanak csokkenésén, illetve

egyidejlileg a PDH gén aktivitdsfokozddasan keresztiil valosul meg.

. Kimutattuk, hogy a sotétadapticidhoz hasonléan a brasszinolid-elfkezelés is
megakadalyozza az AtP5CS1 gén NaCl-, illetve ABA-altal kivaltott indukcidjat fényben
¢s sotétben is. A brasszinolid A¢tP5CS2 gént gatlé hatdsa csak levelekben érvényesiil. A

PDH gén expresszidjat nem befolyasolja a brasszinolid.

. Az ABA-tulérzékeny prll mutansban nagyobb az A¢tP5CS] transzkript szintje NaCl-,
illetve ABA-kezelést kovetden, mint a vad tipusban. A brasszinoszteroid-hianyos det2
mutans esetében is emelkedett szintli transzkripcidt tapasztaltunk az ABA-kezelést
kovetden. A pril ¢és det? mutansokban tapasztalt emelkedett szintii AtP5CSI
transzkripcid hatasara ezen mutansokban a vad tipussal 6sszehasonlitva magasabb volt a
szabad prolin szintje NaCl-, illetve ABA-kezelés hatdsara. A det2 és prll muticidk nem
csokkentették a BR el6kezelés ArP5CS! transzkripciora gyakorolt gatld hatdsat. Az
AtP5CS2 transzkripcidja némileg magasabb volt a det2 mutansban, és ezt is gatolta a
BR elbkezelés. A PDH mRNS szintjét a BR el0kezelés némileg csokkentette a vad
tipusu novényekben. A prll és det2 mutdnsokban kisebb mértékli csokkendst

tapasztaltunk.



10. Megéllapitottuk, hogy pr// mutans hattérben a megnovekedett ArP5CS!
transzkripcidhoz hasonldéan az AtP5CSI::GUS riporter génkonstrukcié mikodése is
emelkedett volt, melyet brasszinoliddel részlegesen gatolni lehetett. A prl/ mutacid

csekély valtozast okozott az AtP5CS2::GUS riporter konstrukcié mitkodésében.

Eredményeinket Osszegezve megallapithatjuk, hogy a kordbbi irodalmi adatokkal
ellentétben az Arabidopsis thaliana-ban két, eltérd szovetspecititdssal €s eltérd szabalyozas
alatt miik6ddé A¢P5CS gén kddolja a prolin bioszintézis sebességmeghatarozé 1épését és ezen
gének transzkripcionalis szintli szabadlyozasa dontd mértékben befolyasolja az ozmotikus

stressz soran 1étrejovo prolin felhalmozddast.
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