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Bevezetés

A természetben, az egyidejlileg hatd kornyezeti hatdsok megnehezitik
a helyhez kotott novények novekedését, fejlodését és szaporodasat. Az
evoluci6 soran, a ndvények olyan Osszetett szabalyozason alapulod
mechanizmust fejlesztettek ki, mellyel akar a legextrémebb kornyezethez is
képesek alkalmazkodni és tulélni azok karos hatasait. A karos kornyezeti
hatasok kivédésére tobb stressz-indukalt jelatviteli ut aktivalodik, melyek
Osszehangolt mitkodése révén kialakul a stresszvalasz, ami a ndvények
alkalmazkodasat eredményezi. A stresszvalaszt kialakito jelatviteli utak tobb
elembdl allnak, melyekben megtalaljuk a névényi hormonokat, receptorokat,
kindzokat, transzkripcios faktorokat és a stressz soran keletkezd reaktiv
oxigén szarmazékokat is. A transzkripcios faktorok kozott fontos szerep jut a
hosokk faktoroknak (HSF), melyek inaktiv formaban a citoplazmaban
lokalizalodnak, majd stressz hatasara aktivalodnak €s a sejtmagba jutva fejtik
ki hatasukat a génexpressziora. A névényekben a hdsokk faktorok, tobbféle
jelatviteli rendszer komponenseiként, részt vesznek a hd, s, szarazsag,
nehézfém, illetve oxidativ stressz soran fellépd valasz szabalyozasaban. A
Stressz soran a hésokk faktorok szabalyozzak a stressz-indukalt gének
aktivalodasat, azaltal, hogy a célgén promoterén talalhat6é hésokk elemekhez
kapcsolodnak. Korabbi irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy a hdsokk faktorok
részt vesznek az egyedi stressztipusok soran fellépd valaszok kialakitasaban,
azonban kombindlt stresszben betoltott szerepilk kevésbé ismert.
Csoportunkban mar kimutattuk, hogy az Arabidopsis HSFA4A szabalyozza
a s0 és oxidativ stresszvalaszt, illetve, hogy a MPK3 és MPK6 kinazok

foszforilaljak, és a Ser309 aminosav a dominans foszforilacios hely.



Munkdm soran folytattam a HSFA4A transzkripcios faktor
jellemzését, hogy felderitsiik szerepét a kombinalt stresszben és az altala

szabalyozott stressz-jelatviteli utvonalakban.

Célkitiizések

A HSFA4A transzkripcios faktor jellemzésének folytatasa, ezaltal

jobban megérteni a faktor stresszvéalaszban betoltott szerepét.

e  Génexpresszio valtozasanak tanulmanyozasa Arabidopsis novényekben
kiilonboz6 stressz koriilmények kozott.
e Sajat promoteres, YFP-hez kapcsolt HSFA4A génkonstrukcio
expresszidja transzgenikus Arabidopsis névényekben.
- A génkonstrukcié segitségével a fehérje szint valtozdsanak
vizsgalata tobbféle stressznek kitett novényekben.
- A HSFA4A-YFP fuzioés fehérje sejten beliili lokalizacidjanak
vizsgalata.
- A HSFA4A-YFP alkalmazasaval a HSFA4A fehérje promoter
kotésének vizsgalata ChIP technika segitségével.
e A HSFA4A MPK4 kinaz altali foszforilacidjanak felderitése, in vivo és
in vitro foszforilacios helyek azonositasa.
e  Foszforilaciot imitalo és kizaréo mutans HSFA4A elkészitése.
- A foszforilacid multimerizacidban betdltott szerepének vizsgalata
BiFC technikaval.
- A vad tipusi és a foszforilaciot imitdld mutains HSFA4A
taltermelésének hatasa a tlélésre és oxidativ karosodasra so-, hé- és

kombinalt stresszben.



e Egy pontosabb modell kidolgozasa a HSFA4A stressz jelatvitelben

betdltott szerepérol.

Anyagok és modszerek

Novényi anyag és nevelési koriilmények

Munkam soran minden esetben Arabidopsis thaliana Columbia
okotipusi  (Col-0) novényeket hasznaltunk, valamint a transzgenikus
névények (pHSFA4A::HSFA4A-YFP, pER8-HSFA4A-S309D és pERS-
HSFA4A) is ezzel a hattérrel rendelkeztek. A novényeket a kdvetkezd
koriilmények kozott neveltiik: in vitro, steril 2MS téptalajon, 22°C
hémérsékleten, 8h fény/16h sotét fényciklussal, illetve 100 uE m™ sec
fényintenzitason (kontroll koriilmények).

A kisérletek soran tobbféle stresszkoriilményt (stresszkezelés) is
alkalmaztunk, ahol minden esetben folyékony Y2 MS taptalajt, 8h fény/16h
sotét fényciklust és 100 puE m? sec?® fényintenzitdst hasznaltunk. A
stresszkoriilmények a kisérletek soran a kdvetkezok voltak: (1) sostressz,
mely soran a taptalajt 100 mM vagy 150 mM NaCl (Molar Chemicals Kft)
soval egészitettiik ki (hdmérséklet 22°C) (2) hdstressz, mely soran nappali
homérsékletnek 37°C, mig éjjelinek 30°C hasznaltunk, illetve (3) kombinalt

stressz, mely soran a s0- és hdstresszt egyszerre alkalmaztuk.

A stressztiirés vizsgalata

A taltermel6 és vad tipusu ndvények stressztiirésének vizsgalatahoz
tulélés tesztet és lipidperoxidaciot végeztiink. A tilélés teszt soran a tiz napos

novényeket két, illetve négy napig kontroll és stresszkoriilményekre
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helyeztiik, majd 10 nap kontroll kdriilményeken torténd regeneracidé utan
megszamoltuk a tulélé novények szamat. A taléld novényeket ép és
karosodott kategoridkra osztottuk. A kontroll és stresszkezelt novények
oxidativ karosodasanak meghatarozasahoz TBARS tesztet hasznaltunk. A

teszthez két napig stresszkezeltiik a ndvényeket.

Egyéb modszerek

A HSFA4A gén transzkripciods vizsgalatahoz kontroll és stresszkezelt
névényekbdl RNS-t izoldltunk, majd a cDNS atiras utan, kvantitativ PCR-t
(gPCR) végeztiink.

A fehérje szintben torténd valtozasok meghatarozasahoz SDS-PAGE
¢s Western blot technikat alkalmaztunk a stresszkezelt HSFA4A-YFP-t
termeld transzgenikus ndvényeken.

A HSFA4A-YFP intracellularis lokalizacidjanak meghatarozasahoz
konfokalis 1ézerpasztazo mikroszkopot hasznaltunk. A mikroszkdpia soran a
névények egy-egy gyokérsejtjét vizsgaltuk, kontroll és sdkezelés kozben.

A HSFA4A multimerizaciojat nem-denaturaldo PAGE ¢és Westren blot
technika, illetve Bimolekularis Fluoreszcens Komplementacio (BiFC)
segitségével vizsgaltuk. A BiFC soran hasznalt konstrukciokat Arabidopsis
eredetli protoplasztokba transzformaltuk, majd konfokalis mikroszkdoppal
ellendriztiik a dimerizaciot.

A HSFA4A promoter kotését Kromatin Immunprecipitacié (ChIP)
segitségével teszteltilk. A kisérlethez harom lehetséges célgén promoter
kotését vizsgaltuk: ZAT12, WRKY30 és HSP17.6A gének.

A HSFA4A fehérje MPK4 kinaz altali foszforilaciojat in vitro
teszteltiik, mig a foszforilacios helyek meghatarozasahoz in vitro és in vivo

tomegspektrometrias méréseket végeztiink.
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Az eredmények osszefoglalasa

A génexpresszios ¢és Western blot kisérletek segitségével sikeriilt
kimutatni, hogy a HSFA4A nem csak ho- és sostressz, de kombinalt hé- és
sostressz hatasara is aktivalodik, illetve a fehérje mennyiségi valtozasa
Osszhangban van a gén indukcidjaval. Mikroszkopos vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy sokezelés hatasara a YFP-jelolt HSFA4A mennyisége hisz
percen beliill megnovekszik a gyokérsejtek sejtmagjaban, illetve két oras
kezelés utan sokkal erdsebb fluoreszcencia figyelhetd meg a sejtmagban és a
citoplazmaban egyarant. Ezek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a
hatasoktol fiiggben a HSFA4A egyarant részt vesz a korai és kései
stresszvalaszban is.

A hoésokk faktorok tobb poszt-transzlaciés modositdson mennek
keresztiil, mint példaul a foszforilacid6 vagy szumoilacid, melyek
meghatarozzak a HSF miikodését. Az MPK3/6 mellett az MPK4 kinaz is
foszforilalja a HSFA4A transzkripcios faktort, illetve e kinaz esetében is a
Ser309-es aminosav bizonyult az elsddleges foszforilacios helynek. In vivo
kisérletekkel is sikeriilt kimutatni a MAP kinazok altal in vitro koriilmények
kozott preferalt aminosav csoportok foszforilacidjat, ugyanakkor olyan
foszforilacios helyeket is azonositottunk, melyek mas kindz csaladok
célpontjai lehetnek. Az adatok arra utalnak, hogy a HSFA4A egy Osszetett
foszforilacids szabalyozason megy keresztiil, melyben a MAP kinazokon
kiviil egyéb kinazok is részt vesznek.

A multimerizacié elengedhetetlen a HSF-ok miikddéséhez, hiszen
trimereket alkotva valnak aktivva és latjak el transzkripcios funkcidjukat a
sejtmagban. A foszforilacio hatasat a HSFA4A dimerizaciora bimolekularis

fluoreszcens komplementacioval (BiFC) vizsgaltuk. A kisérletekben egy
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pozitiv, illetve egy negativ foszforilaciés mutanst és vad tipusu HSFA4A-t
juttattunk Arabidopsis protoplasztokba, majd fluoreszcens mikroszkdpidval
vizsgaltuk a transzformalt sejteket. A foszforilacios mutansok 1étrehozasdhoz
a Ser309-es aminosavat cseréltiik alaninra (nem foszforildlo, negativ
foszforilacios mutans), illetve aszpartatra (foszforilaciot imitald, pozitiv
foszforilacios mutans). Sikeriilt kimutatni, hogy a foszforilacio segiti a
dimerizaciot, de nem abszolit sziikséges a 1étrejottéhez. A foszforilacio
szerepe mellett sikeriilt kimutatni azt is, hogy a sejtek redox allapota hatassal
lehet @ multimerizaciora, illetve mas fehérjékkel torténd kolesonhatasokra in
vitro, mely szintén alatamaszthatja azt a megfigyelést, miszerint a HSFA4A
miikodését az oxidativ stressz is befolyasolhatja (Pérez-Salamé és mtsai.,
2014).

A vad tipusu és a pozitiv foszforilacios mutans HSFA4A thltermelése
Arabidopsis novényekben kedvez6 hatassal van a novények talélésére, illetve
mérsékeli a lipidperoxidacié mértékét s6-, hd- és kombinalt stressz soran.
Kisérletink alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét HSFA4A valtozat képes
novelni a stressztlrést az oxidativ karosodas csokkentésével, illetve a Ser309
foszforilacionak kedvezébb hatasa lehet a tolerancia kialakulasara.

Pérez-Salam6 ¢és mtsai. (2014) kimutattdk, hogy a HSFA4A
tultermelése hatassal van tobb stressz-indukalt gén expresszidjara,
ugyanakkor most sikeriilt bizonyitani, hogy stressz hatasara a HSFA4A
mennyisége megndvekszik a sejtmagban. A hésokk faktorok transzkripcids
aktivitasukat és az emlitett eredményeket figyelembe véve, kromatin
immunprecipitacié (ChIP) technikat hasznalva, megvizsgaltuk néhany gén
kozvetlen kapcsolatat a HSFA4A transzkripcios faktorral. Kimutattuk, hogy
a HSFA4A képes felismerni és megkotni a ZAT12 és WRKY30 transzkripciods
faktor gének és a HSP17.6A kis hdsokk proteint kodolé gén promoterében

talalhat6 hésokk elemeket, és a promoter kotés s6-, h6- €s kombinalt stressz
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hatasara emelkedett. A ZAT12 és WRKY30 transzkripcids faktorok és a
HSP17.6A hosokk protein is fontos szerepet toltenek be a stressz karos
hatasinak kivédésében, melyek miikdodését a HSFA4A kozvetleniil képes
szabalyozni.

Eredményeink alapjan, 6sszességében elmondhato, hogy a HSFA4A
transzkripcios faktor Osszekapcsolja és szabalyozza a stresszvalasz

kialakitasaban részt vevo jelatviteli Gt elemeit.
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