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BEVEZETES

Minden él&lény a kérnyezetével szoros kélcsdnhatasban éli le életét. A névények
és az allatok sok tekintetben eltérden valaszolnak az &ket ért ingerekre, kornyezeti
hatdsokra, mégis szamos azonos vagy nagyon hasonld vonas taldlhaté bennik.
Kiilbnésen igaz ez akkor, ha a jelatviteli folyamatok biokémidjat tanulmanyozzuk.

A legtdbb kérnyezeti hatas megvaltoztatja a citoplazma kalcium-szintjét és az egyik
legfontosabb masodiagos hirvivé molekulava teszi ezt a fizioldgiailag is fontos kationt a
ndvények szamara. A jel tovabbitasaban és felerdsitésében kalcium-szabalyzott fehérjek,
tobbek koézott a fehériék foszforilicidjat szabalyozé kindzok vesznek részt. A
névényekben gyakori kalcium-fiiggé, de kalmodulin-fliggetlen protein kinazok (CDPK)
nagyfoku szekvencia homolégidja a patkany agyi mikroerek endotél sejtjeibdl izolalt
kalcium/kalmodulin-fliggé protein kindzokka! (CaMKIl). A CDPK a kalcium-fiiggé vagy
mas néven kalmodulin-szer{i fehérjerészt tartalmazé protein kindzok nagycsaladjaba
tartozik, amelyekre jellemzé, hogy aktivalasuk nem minden esetben igényel kalmodulint.

Dolgozatom a kalcium-fiiggé, de kalmodulin-fliggetlen protein kindzzal (CDPK)
foglalkozik, amelyet Harmon és munkatarsai irtak le 1987-ben, molekuléris jellemzését
pedig Harper és munkatarsai adtdak meg 1991-ben. Kilénb6zé stressztoleranciaju
gabonandvénybdl (blza, kukorica, kenyércirok) és egy tengerparti névénybdl (Aster
tripolium) izoldlt CDPK néhany biokémiai jellemzé&jével foglalkoztunk. Megfigyeltik a
CDPK stressz-indukci6jat, annak ozmotikus- és ionos stressz koncentraciétél-, valamint
kezelési id6tSl wvalé figgését az aktivitas ill. autofoszforilaciés mintazatok
nyomonkovetésével.

Klilénb6zé kdrnyezeti hatasok, szdrazsag- és sdstressz, hormonok és mechanikai
ingerek a kalcium-szint valtozasa mellett altaldban abszcizinsav szint emelkedéssel is
jarnak (Knight és mtsai, 1992). A CDPK-k és a stressz-abszcizinsav egymassal szoros
kélcsdénhatasban szabélyozzak az adaptaciés folyamatokat. Az abszcizinsavas elékezelés
stressz-indukciét csokkentd hatasat mar tébben vizsgaltdk. Cirok névényen kapott
eredményeink alapjan feltételezziik, hogy az elékezelés beinditja a névény védekezési

mechanizmusait, felkészliti egy késébbi, erGsebb stresszhatas elviselésére.



CELKITGZES

A stresszor, mint jel érzékelése és a génexpresszio kozétti jelatvitel it nem minden
eleme ismeretes. Kuléndsen kevés adat all rendelkezésre a kalcium-fliggé protein kinaz
(CDPK) stressz-indukciéjéra vonatkozéan.

Dolgozatomban a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

a, Milyen altalanos biokémiai jellemz&kkel rendelkezik a CDPK ? A kinaz kalcium- és
kalmodulin-fugg&ségének vizsgalata autofoszforilaciés képessége alapjan, valamint
foszforilalasi aktivitaisdnak mérése exogén szubsztrat jelenlétében és annak gatlasa

masodlagos metabolitokkal.

b, Kimutathaté-e a CDPK stressz-indukciéja? A stresszhatadsok kivaltasat ozmotikus-
(PEG), so6- (NaCl) és UV-B kezelésekkel, f6ként gabonandvényeken folytatjuk.

c, Hogyan jellemezhet6 az esetleges stressz-indukcié6? Fligg-e a stresszor
koncentracidjatdl és a kezelési id6 hosszatél a CDPK aktivitas-valtozasa ozmotikus- és

sokezelés esetében?

d, Van-e kilénbség az eltérd stressztoleranciaval rendelkezé névényfajok, -fajtak kozott

a CDPK-indukcié mintazataban?

e, Van-e az abszcizinsavas elGkezelésnek védd, stressz-csdkkentd hatasa a COPK

aktivitas-valtozasara?

f, Milyen szerepet tolt be a vizsgélt CDPK a jel és a génexpresszié kézotti jelatviteli

utvonalban?



Anyagok és médszerek
Novénynevelés és kezelések

Az ozmotikus stresszhez kapcsolodé mérésekhez mérsékelten szarazsagtird
kukorica vonalat (Zea mays L. cv. Pioneer 3950) és szarazsagtiiré kenyércirok vonalat
(Sorghum bicolor L. Moench cv. ICSV. 112, Hyderabad, India) hasznaltunk (Masojidek
és mtsai, 1991). A NaCl-os kezeléseket a szarazsagtiird "Tiszatdj" és szarazsagra
érzékeny "Kata" buiza csiranévényeken ( Triticum aestivum L. cv. GK-Tiszatéj és GK-Kata,
Gabonakutaté Intézet, Szeged) végeztik, valamint egy tengerparton él6 sokedveld
ndvényen, az Aster tripolium ssp. tripolium-on is tanulmanyoztuk. Az UV-B kezeléshez
csak a "Tiszat4j" vonalat haszndltuk, a CDPK enzimaktivitis mérésekhez pedig a Triticum
aestivum L. cv. Mv-8 (Gabonakutaté Intézet, Szeged) fajtabd! vettiink mintat.A
csiranévényeket vizkultdrasan neveltiik médositott Hoagland tapoldatban (Erdei és mtsai,
1984). )
" A nem-ionos ozmotikus kezelés PEG 6000-rel (M, 6000-7500) tortéent. Az
alkalmazott koncentracié 0, 100 és 200 mOsm (kg H,0)' PEG.A kezelési idstartama O,
15, 30, 60 és 120 perc, ill. 3 nap volt. Buzanal (Kata és Tiszataj) az ozmotikus kezelés
a kililtetés 12. napjan kezd§détt és 0, 100, 200 és 300 mOsm koncentraciéju PEG 6000
oldattal 1, 7 és 72 draig tartott.

' A séstressz létrehozasahoz NaCl-os kezelést alkalmaztunk 0, 50, 100 és 150 mM
koncentraciéban buzan 1, 7 és 72 6raig. Az Asler tripolium-ot egy hénapig kezeltik O,
2, 10 és 300 mM NaCl koncentraciéju tapoldatban.

Az UV-B kezelés olyan Philips {{pust (TL 100W/01) fénycsdvekkel tortént, amelyek
jellemzéje, hogy a kibocsatott, 2,6 Wm™? erésségii sugarzas nagyrésze a 310-315 nm
hulldmhossz tartomanyba esik (A,,=311/312 nm) {Santos és misai, 1993). A buza
csirandvényeken (Tiszatdj) végzett kezelés a kililtetéstdl szamitott 11 napig tartott.
Mintakata 4., 5., 6., 7., 8. és 11. napon vettiink.

Az abszcizinsav stresszt kivédd hatdsanak vizsgdlatara a 3 napos PEG kezelés

elétt 3 napos 0,1 pM-os ABS elékezelést hajtottunk végre cirok gyéi(ereken.



Aktivitas mérés és foszforilaciés reakciok

A citoplazmatikus fehérjék kivonasa utan az 6sszfehérje meghatarozasat Lowry és
mtsai (1951) médszerével végeztik. A fehérjék radioaktiv jeldlése Olah és Kiss (1986)
modszerével tértént. A jeldlt fehérjéket SDS - PAGE -sel, a standard mddszer szerint
(Laemmli, 1970) valasztottuk szét, 3 %-os gylijtégélt és 11 %-os elvalasztégélt hasznalva.
Az autoradiogramokat(ZX Spectrum mikrokompjuterrel 6sszekapcsolt) lézer denzitométer
segitségével értékeltik ki.

A kalcium-figgd protein kinaz aktivitds méréséhez a CDPK szubsztratjaként
hasznélatos syntide -2 szintetikus oligopeptidet hasznéltuk (Hashimoto és Soderling
,1987). A CDPK foszforilaciés aktivitdsanak gatlasara tanninsavat (0,1, 1, 5 és 10 pM)
és ellagsavat (0,1, 1, 10, 50 és 100 yM) adtunk a reakcidelegybe. A reakcié elinditasa
mintanként 1 pM [y-*P] ATP (spec. akt.: 110 PBq mol®, 37 kBq) hozzaadasaval tértént
és 1 percig inkubaltuk + 4 °C-on. A jelélt foszfat syntide-2 szubsztratba torténd beépllését

folyadék szcintillacios mérével kdvettilk nyomon.

Atomabszomciés mérések

Az elkészitett mintak K*, Na* tartalmanak meghatarozdsa Hitachi Z 8200 tipusu

polarizalt Zeeman atomabszorpciés spektrofotométerrel tértént.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A dolgozat témaja egy névényi kalcium-fliggs, de kalmodulin fliggetien protein
kinaz ozmotikus indukcidjanak vizsgalata kiilénbézé gabonandvényeken.

Harom gabonandvényt, egy mérsékelten szarazsagtiird kukorica fajtat, egy jo
szdérazsagtlrd cirok fajtat és két kulénb6zd szarazsagtlirésli buza fajtat, valamint egy
sotlird tengerparton él6 névényt, az Aster tripolium ssp. tripolium-ot hasznéltunk a

stressz-indukcidjanak bemutatasara. Korabbi kisérletek igazoltak, hogy sé és ozmotikus
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stresszhatasra a kukorica és a cirok eltérd fiziolégids valaszokat ad, igy j6 alapjaul
szolgalhat a stressztolerancia és a CDPK-indukalhatésaganak vizsgalatdra. Kiilonbéz
stresszhatasokra (szarazsag-, s6- és UV-B-stressz) létrejové CDPK-indukcidjat és annak
néhany jellemzéjét vizsgéltuk. Kontroll kérilmények kézott a COPK néhany jellemzdjét,
kalcium-, kalmodulin-fligg&ségét és azok gatlasat, exogén szubsztrat foszforilalasat irtam
le. Szarazsag- és sostressz esetén a CDPK-indukcisjat (52-53 kDa) figyeltik meg, az
UV-B kezelésnek gyenge induktiv hatasa volt a megadott molekulasuly tartomanyban. A
CDPK-indukcié fliggott a stresszor koncentraciéjatél és a kezelési id6 hosszatdl. Eltérést
tapasztaltunk a kilonb6zé stressztoleranciaji fajok- és fajtak kozott. Ciroknal az

abszcizinsavas eldkezelés stresszvalaszt csdkkentd szerepét is vizsgaltuk.

1., A cirok gyokeér kivonatbdl izolélt protein kinaz jellemzésekor megallapithattuk,
hogy a fehérje egyértelmlien kalcium-fliggdnek bizonyult, a kalcium kelator EGTA
hozzdadasakor nem vagy csak igen gyenge jeleket lehetett kimutatni. A protein kinaz
kalmodulin-fiiggetlen, ami a névényi CDPK-k sajatsaga, bar a kalmodulin antagonista
trifluoperazin (TFP) gétolta a foszforildcios aktivitdst. Molekulastlya §2-53 kDa k6z6tt
figyelheté meg (Pestenacz ésErdei, 1996). A protein kinazra jellemzé az autofoszforilacié
és az exogén szubsztrat (syntide-2) foszforilaldsa. Két masodlagos metabolit, a tanninsav
és az ellagsav enzimaktivitast gatlé hatdsat vizsgalva megallapithatjuk, hogy nagyobb

“koncentraciéban (5-10 pM) atanninsav gatloszerként miikodétt, mig az ellagsav nagyobb
koncentracidban sem gétolt. A gatlas valészinlileg nem specifikus, de néhany protein
kinazra jellemzé. A fenti tulajdonségoi( alapjan feltételezzlik, hogy az altalunk kimutatott
protein kinaz a kalcium-fiiggé, kalmodulin-fliggetien protein kindzok (CDPK) csaladjaba
tartozik .

2., A CDPK kornyezeti stressz hatasokra, szarazsag-, s6- és UV-B-stresszre,
kilénbdzé mértéki indukciét mutat. A CDPK-indukciéra legkevésbé az UV-B sugarzés
hatott. UV-B kezelésre az autofoszforildcidban bekévetkezé valtozasok j6 egyezést
mutattak a védelemben ” szintén szerepet jatszé antioxidans enzimek aktivitas-
véltozdsaival (Barabas és mtsai, 1998). A CDPK (52 és 65 kDa) esetében is a kezelést
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kovetd 7. naptdl tapasztalhaté jelentds aktivitds-névekedés. UV-B-indukciét a COPK a 65
kDa-os jeldlt fehérjénél tapasztaltunk. Valészinlileg mas jeltovabbité molekuldk és

folyamatok is szerepet jatszhatnak a CDPK-n kivdil.

3., A CDPK stressz-indukciojanak idéfiiggését vizsgalva cirokban mar 1 éras
ozmotikus (PEG) kezelés is elegendének bizonyult az autofoszforilacié megjelenéséhez,
mig kukorica gyokérnél 2 oras PEG kezelés hozott létre enzim-indukciét. Séstressz
esetén szintén az 1 6ras NaCl kezelések jelentették a leger6sebb CDPK-indukciét. A 7
oras kezelés mar gyengébb, a 72 6ras, azaz 3 napos sdstressz pedig a legalacsonyabb
induktivitassal rendelkezett. Mind az ozmotikus, mind a sostressznél megfigyelhetd, hogy
a stresszor koncentracidjaval aranyosan magasabb a létrehozott autofoszforilaciés jel
(Pestenacz és Erdei, 1996).

4., A CDPK-indukcid jelentds eltérést mutatott az eltéré szarazsagtiirési ndvények,
a cirok és a kukorica, valamint a két buza fajta a "Kata" és a "Tiszataj" kozott. A
gyengébb szarazsag-toleranciaval rendelkezd kukorica és "Kata" CDPK relativ aktivitasa
igen alacsony értéknek bizonyult. A stressztoleransabb "Tiszataj", de kiilénésen a cirok

esetében jéval magasabb CDPK aktivitasokat mértiink.

5., Az abszcizinsavas eldkezelés CDPK-indukciét csékkenté hatasat mutattuk ki
ozmotikus (PEG) kezelést kdvetben cirok gybkérben. Feltételezéseink szerint, a 3 napos
elékezelés (0,1 pM ABS) beinditotta a névény védekezé reakcidit, bizonyos stressz
fehérjék szintézisét. Valdsziniileg a késgbbi ozmotikus stressz (200 mOsm PEG) mar
nem véltott ki az el6kezelés nélkiihez hasonléan erételies hatast, azaz kisebb
aktivitassal miikédd vagy kevesebb CDPK is elegendd volt a jelatviteli mechanizmusok

szinten tartdsahoz (Pestenacz és Erdei, 1996).

A természetes kérliményeket jobban modellezd, az 6sszetett stressz hatdsok kozti
kapcsolatokat és dsszefliggéseket lelré “cross-talk” elmélet nagyon fontosnak tartja az

abiotikus stresszek jeltovabbitdsaban szerepet jatszé kozos elemeket. llyenek pl. a
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kalmodulin, a CDPK-k és a Ca®-fliggé foszfatazok, amelyek fontos kapcsolédasi
pontokként jonnek szoba a kuldnbdzé jelatviteli mechanizmusok kézétt. A CDPK része
az abszcizinsav jelatviteli folyamatainak is, ezért tulajdonsagainak és stressz-
indukcidjdnak részletesebb vizsgalata lényeges Iépést jelentene a ndvények

stresszvélaszainak jobb megértésében és a stressztolerancia esetleges javitasaban.
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