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Bevezetés

A novények, helyhez kotott életmddjuknak kdszonhetéen ki vannak szolgaltatva
a kornyezeti valtozdsoknak, melyek akér hatranyosan is befolydsolhatjak
novekedésuket, fejlédésuket, és szaporodasukat. Ezekre a stresszfolyamatokra
valaszul a novények szamtalan jelatviteli-,és anyagcsereutat fejlesztettek ki, ezeket
komplex szabalyozé utak irdnyitjdk és segitségukkel mérsékelni tudjdk karosodasukat.
A stresszinduk@lt metabolitok kdzll az egyik legfontosabb a szabad prolin. Szamos
tanulmanyban kimutattak, hogy felhalmozdédik s6-, szarazsagstressz, nehézfémek, és
egyes patogének indukaljdk felhalmozédasat, nem sziletett azonban tanulmany a
prolinnak tapanyaghidny esetén jatszott szerepével kapcsolatban. A ndvényi
védekezésben betdltott szerepe sokrétl lehet: hathat ozmoprotektdnsként, szerepet
jatszhat enzimek és sejtstuktirak stabilizalasaban, reaktiv oxigén formak kioltasaban és
a redox egyensuly fenntartdsaban. Ezeken felll a prolin fontos szerepet jatszik a
novény fejlédésének szabalyozasaban, a viragzasban, az embri6 és a levél
kialakuldsaban is. A prolin mennyiségét a bioszintézis és a lebontas kdzotti egyensuly
hatdrozza meg. A bioszintézis a glutaminsav Utvonalon keresztll zajlik, és kulcsenzime
a pirrolin-5-karboxilat szintaz (P5CS). Ennek Arabidopsisban két izoformaja ismert, a
jellemzéen haztartasi génként mikodé P5CS2 és a stresszindukalt P5CS1. A P5CS1
indukcidja fényfliiggd valamint reagal ROS (Reaktiv Oxigan Formak)-szignélokra,
hiperozmotikus stresszre tovabb szabalyozas torténhet abszcizinsav fuggd és fliggetlen
modon is. A P5CS2 ugyanakkor gazda-patogén kolcsonhatas illetve hiperszenzitiv
valaszreakciok soran indukalédhat. Az abszcizinsav mellett szamos transzkripcios
faktor is hatassal lehet a gén kifejez6désére, ugyanis promoterén megtalaljuk BZIP,
MYB, MYC, AP2/EREBP és C2H2 Cink-ujj tipusu transzkripcios faktorok kétéhelyét is.

A foszfor a biomolekulak alapvetdé épitéeleme. Megtalaljuk foszfolipidekben,
nukleinsavakban, ATP-ben valamint fontos szerepet jatszik a fehérjemaédositasokban is.
Az oldott szervetlen foszfat szamos esetben kis mennyiségben talalhaté meg a talajban,

mivel ez az elem gyakran kilonbdz6 fémekkel oldhatatlan komplexet képez, vagy a



talajmikrobak altal szerves vegyiletekben fixalodik, melyeket a névények nem képesek
asszimilalni. Napjainkban a foszfathiany a megmdivelt foldterlletek 70%-at érinti és
komoly terméskiesést eredményez, tovabba a mitragyak hasznalatat a modern
mezOgazdasag nélkiulozhetetlen elemévé teszi. A foszfathiany 0sszetett stresszt jelent
a novények szamara: gatolja a hajtas és a fé6gyokér ndvekedését, ugyanakkor serkenti
az oldalgyokerek feljddését és a gyokérszérok kialakulasat melyek el6segithetik a
foszfat elérését. A foszfathomeosztazis 6sszetett jelatvitel halézatot igényel, melynek
tagjai 6sszehangoljak a felvételt, szallitast és anyagcserét is. Transzkripcios vizsgalatok
azt mutattak ki, hogy a foszfatéhezés esetén fellépd szabalyozé rendszer, az un.
phospho-regulon kulcsfontossagu elemei a PHR1 (phosphate starvation 1) és a PHL1
(phosphate starvation 1-like) transzkripcios faktorok. Ezek a MYB-tipusu fehérjék a
célgénjeik promoteréhez kotve szabalyozzak azok kifejez6dését ezaltal olyan
anyagcsere és fejlédési utvonalakat, melyek esszencialisak a ndvények szamara a

foszfatéhezés elkeriiléséhez, illetve annak karos hatasainak kivédéséhez.

Célkitiizések:

—

, Eleszté egy-hibrid rendszerrel lehetséges P5CS1 prométer kolcsdénhat6
partnereket kutatunk fel, majd a kdlcsénhatast fliggetlen modszerekkel igazoljuk;

2, A Kkolcsdonhatd transzkripcids faktor ismeretében vizsgéljuk a vad tipusu
Arabidopsisban végbemend ndvekedésbeli és metabolikus valtozasokat;

3, Felderitjik az emdgott allé molekularis mechanizmusokat és kdlcsénhatasokat;

4, Amennyiben lehetséges, mutans vonalakon teszteljlk a P5CS1 és a jelolt
kélcsdnhato kapcsolatat;

5, Az ujonnan azonositott kdlcsonhatd partnerrel bévitjiuk a P5CS1 stresszben

betoltdtt szerepével kapcsolatos ismereteinket.



Anyagok és modszerek:

Novényi anyag:

-kisérleteinkben a kontroll: a Columbia-0 (vad tipus) volt
-prolin metabolzimus mutansok: p5cs1-1, pdhl-4, pdh2-2
-foszfatéhezési mutansok: phril, phll, phriphil

-abszcizinsav bioszintézis és jelatviteli mutansok: aba2-3, abi4-1, abi5-1

Moédszerek:

-DNS és RNS izolalas

-végpont és valos ideji PCR
-élesztd és balterialis klonozas
-fehérje izolalas

-éleszté egy-hibrid rendszer
-Electrophoretic Mobility Shift Assay
-kromatin-immunopercipitacié
-poliakrilamid gélelektroforézis
-western blot

-prolintartalom, klorofilltartalom, hydrogen-peroxid és lipid-peroxidaciés mérések

-fluoreszcens mikroszkopia

Eredmények és értékelésik

Eleszté egy-hibrid kisérletben koélcsdnhaté parterként tdbbek kozott a foszfatéhezés
kulcsregulatora(i)ként ismert PHR1 (Phosphate Starvation Response-1) és PHL1
(Phosphate Starvation Response-1 Like) transzkripcios faktorokat is eredményull
kaptam. A foszfatéhezéskor betoltdtt szerepuk mellett ezekrél a transzkripcids
faktorokrol ismert, hogy szerepet jatszanak a kén, a vas és a cink transzportjanak
szabalyozasaban is. A PHL1 indukciojat kimutattdk s6-, és ozmotikus stressz
kovetkeztében is, valamint a PHR1 és a PHL1 is szabalyozédhat az ABA jelatviteli uton

keresztll, és a P5CS1-hez hasonldéan a fény szintén meghatarozé szerepet jatszik



aktivalodasukban. Dolgozatomban Electromobility Shift Assay (EMSA) és Kromatin
Immunoprecipitacio ChlP kisérletekkel bizonyitottam az éleszté egy hibdrid rendszer
eredményeit. megallapitottam, hogy az E. coli-ban termeltetett PHR1 és PHL1 fehérjék
koncentracié fliggben, szelektiven képesek koétédni a P1BS helyet tartalmazdé P5CS1
promoter fragmenthez A ChIP kisérletben HA-epitop taggelt PHR1-et expresszalo
novényekben kimutattam, hogy a P1BS-t tartalmaz6 prométer fragment az
immunoprecipitaciot kovetd polimeraz lancreakcié soran feldusul a koét6helyet nem
tartalmazé fragmentekhez képest.

Tanulmanyoztam a foszfatéhezés tineteit vad tipusi és mutans Arabidopsis
vonalakban is, mind élettani, mind molekularis biolégia szempontokbdl. A névényeket
2,5 mM foszfatot tartalmazo taptalajon csirdztattuk, majd 14 napra foszfatmentes, 2,5-
foszfatot tartalmazé (kontroll), illetve 10mM foszfatot tartalmazd téptalajra helyeztik.
Megfigyeltik, hogy 4 nap utan a szabad prolin szint emelkedni kezdett és a 14 nap
leteltével a kontroll érték négyszeresét mutatta. A 10mM foszfatot tartalmazotaptalajon
génexpresszios szinten a P5CS1 3-5-sz0r6s valamint a PDH2 4-6-szoros indukcioja all,
mely egy felgyorsult prolin kérfogast feltételez. A tovabbi prolinmetabolizmusban részt
vevl gének (P5CS2, P5CR, P5CDH, PDH1) kifejez6dése nem vagy alig valtozott a
foszfatéhezés alatt. A vad tipus esetében talalkoztunk az irodalombdl mar jol ismert
foszfatéhezéskori élettani reakcidkkal, mint a fégyokér novekedésének gatlasa, a
megnovekedett oldalgydkér-képzédés, a hajtas nbvekedésének gatlasa és az antocian
felnalmozodas. A gyokérben p5csl-gfp konstrukcié segitségével nyomon kovettik az
enzim mennyiségi és térbeli valtozasat is, és azt tapasztaltuk, hogy mig kontroll
korilmények kozott egyedul a fégyokér csucsabdl sikerult detektalni GFP jelet, addig az
éheztetett névényben a fégyokér csucsaban a jel elhalvanyul, és az oldalgyokerek
eredésénél, valamint azok gyodkércsucsaban valik kifejezetté. A foszfatéhezéssel jard
karosodasokra utal a névéenyekben mért megemelkedett lipid-peroxidacio valamint H,O,
szint is. Megvizsgaltuk a phrl, phll és phrlphll mutansokban is a foszfatéhezés
tineteit. Kontrol korilmények kozott a Columbiahoz hasonléan ndvekedtek, de
foszfatéhezés hatasara a szimpla mutans phrl és kilénésen a dupla phrlphll mutans

szignifikdnsan visszamaradtak a novekedésben, és mindharom mutansban



megfigyelhetd volt a levelek fakulasa is, amivel a vad tipusban egyaltalan nem
talalkoztunk. A prolin termelédést is vizsgaltuk ezekben a mutans ndvényekben
foszfatéheztetés alatt, €s ennek szintje 50%-kal elmaradt a vad tipushoz képest. Ez azt
mutatja, hogy amikor a foszfatéhezés kulcsregulatorai hianyoznak, akkor a
prolinszintézis is karosodik. A s6-, és, abszcizinsav kezelés egyforman serkenti a
prolinakkumuléciot phrl, phll és Col0 vonalakban is, azonban a phrlphll esetében
jelentésen kevésbé. Eredményeink azt mutatjak, hogy a PHR1 és PHL1 transzkripcios
faktorok fontosan a prolinszintézisben foszfatéhezés, és kisebb mértékben sostressz és
ABA-kezelés esetén is. A prolinakkumulacié eredményeivel egybevagnak
génexpresszidos megfigyeléseink is, melyekben ezek a mutansok alig mutattak P5CS1
indukciét, azonban a PDH2 indukci6ja hajtdsban magasabb, mig gyokérben joval
alacsonyabb volt, mint a vad tipusban, ez pedig magyarazatot jelent az alacsonyabb
mertekd prolinakkumulaciora.

Mivel mind a stresszindukalt prolinszintézis, mind a foszfatéhezés mikodhet
abszcizinsav-fuggd utvonalon, ebben az iranyban is végeztunk kisérleteket. Az ABA-
szintézisében gatolt aba2-3 mutans novényekben hajtadsat vizsgalva foszfatéheztetés
alatt csak minimalis ndvekedésgatlast tapasztaltunk a kontrollhoz képest, ugyanakkor
erre a vonalra volt a leginkabb jellemz6 a levelek fakulasa. Ebben a vonalban az
akkumulalédott szabad prolin szintie csak minimalisan emelkedett meg a nem
foszfatéheztetett kontrollhoz képest. A Columbidhoz képest az aba2-3 és az abi4-1
vonalakban csak fele akkora P5CS1 génexpresszié valtozast tudtunk regisztralni,
ugyanakkor a PDH2 expresszids értékeiben nem taldltunk jelentds valtozast, vagyis a
csokkent génexpresszios aktivitas a bioszintézis oldalrdl, parositva a lebontasért felelés
gén valtozatlan indukcigjaval magyarazatot szolgaltat a csékkent prolinakkumulaciora.
A szintén ABA jelatviteli mutans abi5-1 a vad tipushoz hasonl6 értékeket mutatott mind
prorilakkumulaciéban, mind génexpressziés szinten. Azt, hogy a foszfatéhezésre
bekovetkez6 szabad prolin szintézisban legalabb részben az ABA-jelatviteli Gt is
szerepetjatszik az is Iigazolja, hogy éhezéskor az abszcizinsav bioszintézis
kulcsgénjének az NCED3-nak a haromszoros indukcidjat tapasztaltuk a kontrollhoz
képest. Eredményeink azt mutatjak, hogy foszfatéhezés alatt a prolinakkumulécié

legalabb részben abszcizinsav fuggd jelatviteli utakon keresztil zajlik. Valés ideji PCR-



rel igazoltuk tovabba, azokat az irodalmi adatokat, melyek szerint a PHR és PHL1
transzkripcids faktorok expresszidéja nem valtozik a foszfatéhezés soran, illetve azt is,
hogy a ndvények foszfatéhezésre mutatott fenotipusa elképzelhet, hogy valamilyen
szinten kapcsolatban allhat a szeneszcencia folyamatdval. A prolinmetabolizmus
szerepét foszfatstressz alatt a prolin bioszintézisében illetve lebontasaban mutans
p5csl-1, pdhl-4 és pdh2-2 vonalakon teszteltik A p5csl-1 mutdnsban egyéltalan nem
tortént prolin felhalmozddas a foszfatéhezés soran, igy kijelenthetjik, hogy ebben az
esetben is ez a gén kbédolja a prolinszintézis kulcsenzimét. A pdhl-4 mutansban a vad
tipusnak megfelel6 mennyiségi prolin termel6dott a foszfatéhezés alatt, mig a pdh2-2
mutansban annal 30%-kal tobb. A mutansok hatasanak névekedése megfelet a vad
tipusnak kontroll és foszfathidny esetén egyarant, mig a gyokérndvekedést tekintve a
p5csl-1 fégyokere kis mértékben, bar de szignifikdnsan révidebbnek bizonyult, mint a
vad tipusé. A taptalajhoz adott prolin (1mM ill 10mM) gatolta a rozettdk ndvekedését a
vad tipusban és a phrlphll mutansban is foszfattartalmua taptalajon. Foszfat hianyaban
a phrlphll kisebbnek bizonyult a vad tipusnal és a novekedését a taptalajhoz adott
prolin nem befolyasolta szignifikansan. Osszességében a megemelkedett intenzitasu
prolinszintézis szilkséges a gyokérnovekedés fenntartasdhoz foszfatéhezés alatt,
ugyanakkor nincs hatassal a rozettdk novekedésére.. Kisérleti rendszeriinkben a
hozzadott prolin nem segitett a novényekben a foszfatéhezés okozta karosodasok
enyhitésében.



Osszefoglalas

Vizsgalataink  kimutattdk, hogy Arabidopsis thaliana novényekben a
foszfatéhezés prolinakkumulaciot idézett el6. A PHR1 és PHLL1 transzkripcios faktorokat
egyarant azonositani tudtuk élesztd 1-hibrid rendszerben a P5CS1- a stresszindukalt
prolinszintézis kulcsgénjének-kdlcsdnhatd partnereként valamint megtalaltuk ezek
kotéhelyét a gén elsé intronjaban. Az emlitett transzkripcids faktorok koétédését in vitro
EMSA és in vivo ChIP kisérletekben igazoltuk. Foszfatéheztetett névényekben a
megnovekedett prolinakkumulaciét a prolinszintézis kulcsenzimét kédolé génnek, a
P5CS1-nek megnodvekedett expresszidja okozza. A foszfatéhezés P5CS1 mellett a
prolin lebontasaért felelés PDH2 gén kifejez6désére is serkentdleg hat. A P5CS1 és a
PDH2 expresszidjanak emelkedése egy felgyorsult prolin korforgas kialakulasat
feltételezi foszfatéhezés esetén. Eredményeink alapjan a prolin bioszintézis a mar
részletesen tanulmanyozott dehidratacio mellett, foszfathiany fellépte esetén is

abszcizinsav fuggd szignalok altal szabalyozodik.
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