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Roviditések jegyzéke

ABS: abszcizinsav

APX: aszkorbat peroxidaz

ASC: redukalt aszkorbat

CDNB: 1-klor-2,4-dinitrobenzol
CHP: kumén hidroperoxid

DHA: dehidroaszkorbat

DHE: dihidroetidium

DPS: 4,4’-dipiridil-diszulfid, Aldritiol-4
DREB: DRE (dehydration-responsive
element) koto fehérje

DTT: ditiotreitol

Ejc: fél cella redukcios potencial
Egsu: glutation fliggd redox potencial
FDA: fluoreszcein diacetat

FT: friss tomeg

GPOX: glutation fiiggd peroxidaz
aktivitas

GPX: glutation peroxidaz

GPXL: glutation peroxidaz-szerii enzim
GR: glutation reduktaz

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation transzferaz
H2DCFDA: 2°-7’-
diklordihidrofluoreszcein diacetat
HO:": hidroperoxi gyok

KAT: katalaz

Ky Michaelis-Menten alland6

Le: lipid gyok

LOOe¢: lipidperoxil gyok

LOOH: lipid hidroperoxid

MDA: malondialdehid

MES/KCI: 2-(N-morfolino)-
etanszulfonsav/kalium klorid

MS: Murashige-Skoog

MYB: myeloblastosis csalad
transzkripcids faktor

MYC: myelocytomatosis csalad
transzkripcids faktor

NCED: 9-cisz-epoxikarotin dioxigenaz
NTR: NADPH-fiigg6 tioredoxin reduktaz
*OH: hidroxil gyok

02": szuperoxid gyokanion

PEG: polietilén glikol 6000

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid
POX: gvajakol peroxidaz

PVPP: polivinil-polipirrolidon
qRT-PCR: kvantitativ valos ideji
polimeraz lancreakcio

roGFP2: redox szenzitiv z6ld fluoreszcens
fehérje

ROS: reaktiv oxigénformak

TBH: terc-butil-hidroperoxid

TCA: triklérecetsav

TPOX: tioredoxin fiiggd peroxidaz
aktivitas

TRIS: trisz-hidroximetil-amino-metan
TRX: tioredoxin

vmax: maximalis reakcidsebesség



1. Bevezetés

A klimavaltozas soran bekdvetkezett hatadsok miatt a ndvényélettani kutatasok terén kiemelt
jelentdsége lett a stresszélettani kutatasoknak. A szélsdséges idOjarasi események gyakoribba
valasa sulyos veszteségeket okoz a mezdgazdasagi termelésben. A névények folyamatosan ki
vannak téve a kornyezet hatdsainak, melyek egy részének jelentds valtozasa kéaros lehet
szamukra, stresszorként jelentkezik, stresszfolyamatokat valt ki benniik. A kdornyezeti
stresszhatasok kovetkeztében méasodlagos stresszként oxidativ stressz is kialakul. Ennek soran
a reaktiv oxigénformdk felhalmozodasa éltal kdnnyen felborulhat a ndvények redukcios
allapota, sériilhetnek a membranok, fehérjék és nukleinsavak, ezaltal karosodik ndvekedésiik,
fejlodésiik. Hogy ezt elkeriiljék, a novények az antioxidans védelmi rendszer teljes arzenaljaval
vértezik fel magukat.

A ndvényi glutation peroxidaz-szerii enzimek (GPXL) az antioxidans enzimek tagjai, melyek
tioredoxin (vagy glutation) redukalé komponens segitségével képesek a H>O» és szerves
hidroperoxidok bontésara vizz¢, vagy a megfeleld alkoholokka. Leginkabb az allati foszfolipid
hidporexid glutation peroxidazokhoz hasonlitanak (PHGPX), azonban katalitikus helylikon
azoktol eltéréen nem szelenociszteint, hanem ciszteint tartalmaznak. A cisztein kémiai
tulajdonsdgai miatt a szelenociszteint tartalmazé enzimekével Osszevetve aktivitasuk is
alacsonyabb. Ez felveti a lehetdséget, hogy esetleg az enzimatikus antioxidans funkcidjukon
kiviil mas folyamatokban is szerepiik lehet. Arabidopsisban thaliana-ban 8 izoenzimet
azonositottak, melyek kiilonb6z6 sejtorganellumokban lokalizalédnak, megtaldlhatoak a
citoplazmaban, sejtmagban, a plazmamembrianhoz k&tve, a mitokondriumban,
kloroplasztiszban ¢és a Golgi-ban is. A ludfli az élettani kutatdsok gyakran hasznalt
modellndvénye, mivel genetikai hattere ismert, és szdmos mutans all rendelkezésre.
Kisérleteink sordn Atgpx/ inszercids mutdns ndvényeket hasznaltunk az AtGPXL fehérjék
stresszvalaszban betdltott szerepének vizsgalatihoz. Osszehasonlitottuk a vad tipust (Col-0)
¢s mutans névények karosodasat abiotikus stresszhatasra a H,O» és malondialdehid (MDA)
tartalmakon keresztiil, valamint megvizsgaltuk a novényekben néhany, peroxid bontisban
vagy detoxifikacioban fontos antioxidans enzim aktivitdsat, valamint nem-enzimatikus
antioxidans tartalmakat. Kivalasztott Azgpx/ mutans ndvényekben kifejeztetett roGFP2 redox
szenzor segitségével tanulmanyoztuk egy-egy GPXL hidnyanak hatdsat a glutation redox
potencial (Egsu) alakulasara. A GPXL fehérjék biokémiai tulajdonsagainak megismeréséhez

heterolog rendszerben termeltetett, majd tisztitott enzimeken végeztiink kisérleteket.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Kornyezeti stressz hatasok; so- és ozmotikus stressz

Az ¢él6lényeket folyamatosan valtozo kornyezeti hatdsok érik, melyek negativan hathatnak a
novekedéstikre, fejlodésiikre, szaporodasukra. A stressz egy olyan terheléses allapot, amelyben
a novénnyel szembeni fokozott igénybevétel a funkciok kezdeti destabilizacidjat kovetden egy
normalizal6dédson at az ellenallosag fokozodasahoz vezet, majd a tliréshatar tullépésekor tartos
karosodast, pusztulast okoz (Larcher, 1987). A stresszfaktor pedig az a hatas, amely a
stresszvalaszt kivaltja (Kranner és mtsai., 2010). A kornyezeti stressz hatdsok okozzék a
legnagyobb megjosolhatatlan mezdgazdasagi termeléskiesést vilagszerte. Nem csupan azzal,
hogy hatassal vannak a mar meglévd terméfoldek hozamara, hanem akadalyt jelentenek 1j,
kiaknézatlan teriiletek mezdgazdasagi hasznositasanal. Az allatokkal ellentétben a ndvények
nem képesek helyvaltoztatasra, igy nem tudnak elmenekiilni egy-egy karos hatas eldl, meg kell
birkézniuk a kiilonbozo kéaros tényezokkel.

A kornyezeti stressz faktorokat két nagyobb csoportba sorolhatjuk. Biotikus stressz hatasrol
akkor beszélink, mikor egy masik ¢él6lénnyel, példaul baktériummal, gombaval,
novényevovel, rovarral vagy parazitaval keriil kapcsolatba a novény. Ezek atlagosan 40%-kal
csokkentik a potencidlis terméshozamot évente a nagy mennyiségben alkalmazott
novényvédoszerek ellenére (Pimentel, 1997).

Az egyéb, nem ¢l6lény altal okozott negativ hatdsok esetén abiotikus stresszrél beszéliink.
Ilyen faktorok lehetnek a vizellatottsag, a sdtartalom, a sz¢&lséséges hdmérseklet és besugarzas,
fémek, kemikaliak, szennyezd anyagok, illetve mechanikai hatasok. Ezek koziil a
legjelentdsebb hatassal a vizellatottsdg bir a mezdgazdasagi termelésre, mind a tal sok viz
(aradas), és a tal kevés viz (szarazsag) termésveszteséghez vezet. A World Resources Institute
(WRI) elemzése szerint 2013-ban a term6foldek 28%-at érte erds, illetve szélsdséges szdrazsag
stressz. Mindez csupan egy atlag, ha névényenként vizsgaljuk, ez a kukoricafoldeknek 35%-
at, a buzafoldeknek 43%-4at, a gyapotfoldeknek pedig 57%-at érintette (Reig és mtsai., 2013).
Hogy megelézzék a termésveszteséget, a gazdalkodok oOntdzéshez folyamodtak, ami
esetenként a talajviz magas soétartalma (leginkdbb natrium-klorid) miatt a teriilet
szikesedéséhez vezetett. A legtobb haszonndvény érzékeny a talaj magas sotartalmara. 2010-
ben a mezdgazdasagi teriiletek kozel 33%-at érintette a szikesedés, €s ez az arany évente

mintegy 10%-kal novekszik (Jamil és mtsai., 2011).



A s6- és ozmotikus stressz hasonld hatdssal van a ndvényekre, végsé soron gatoljak a
novekedeést €s fejlodést (Fuji és Zhu, 2009; Lopez-Pérez és mtsai., 2009). Azonban a sé stressz
ezen kiviil még ion toxicitéast is okoz a felhalmoz6dd natrium és klorid ionok miatt, melyek
gatoljak az enzimatikus reakcidkat, negativ hatdssal vannak a fotoszintézisre (Cramer és
Nowak, 1992; Ashraf és Harris, 2004). Kiilonb6z6 novények eltérden reagalnak a so stresszre.
Glikofita névények (mint a legtobb takarmanynovény vagy a ludfii) nehezebben toleraljadk a
talaj magas sotartalmat, mig a sotlird novények jobban alkalmazkodtak ehhez, képesek a
natrium- ¢és klorid ionok kompartmentalizalasara, vagy éppen kivalasztasara (Munns, 2002).

Szamos gén aktivalodik a stresszvalasz soran fehérje-fehérje interakciok, transzkripcids
faktorok, és promoter elemek kozremiikodésével (Ciarmiello €s mtsai., 2011). Tobb utvonal
fiiggetlentil miikddik kiilonbozd stressz hataséara, abszcizinsav (ABS)-fliggd vagy -fiiggetlen
modon, ami a stresszvalaszban egy hatalmas haldzatot alkot (Liu és mtsai., 1998; Abe és mtsai.,

2003; Dombrowski, 2003).

2.2. Oxidativ stressz és reaktiv oxigénformak

Minden kornyezeti stressz elébb utobb oxidativ stresszt eredményez. Az oxidativ stressz egy
olyan folyamat, melynek soran reaktiv oxigén formak (ROS-ok) keletkezése, vagy az ezeket
egyensulyban tartd antioxidans folyamatok felborulasa altal a ROS-ok felhalmozo6dnak,
melyek a sejtalkotd biomolekuldk karosodasat okozzdk (Foyer és Noctor, 2005; Das és
Roychoudhury, 2014; Demidchik, 2015).

A ROS-ok olyan elemek, melyek tartalmaznak egy vagy két atom aktivalt oxigént, de nem
feltétleniil parositatlan elektront tartalmaz6 szabad gyokok. A ROS éltal okozott stressz a Fold
¢lolényeit a fotoszintetizalo szervezetek megjelenése 6Ota érinti, melyek 2,7 milliard éve CO»-
bol és HoO-bol O»-t allitanak el (Halliwell, 2006; Dowling és Simmons, 2009). A fluor utan
az oxigén a masodik legnagyobb elektonegativitassal rendelkezd elem, tehat erds oxidaloszer.
A légkori oxigén Oz molekula formdban van jelen, amely két parositatlan elektronnal
rendelkezik, tehat definicid szerint szabadgyok, de stabil, nem reaktiv molekula. Ahhoz, hogy
reaktivva valjon, energiara van sziikség sugarzas, vagy nagy energidju elektron altal, majd
biokémiai reakciok sorozataval atalakulhat kiilonb6z6 ROS-sa. Ilyen reaktiv formak példaul a
szinglet oxigén (10>), a szuperoxid gydkanion (O>"), a hidroxil gydk (*OH), a nitrogénoxid
gyok (NOe), a peroxinitrit anion (ONOOQO"), vagy a hidrogén-peroxid (H202) (Apel és Hirt,
2004; Halliwell, 2006).



02" keletkezik akkor, ha a O» egy elektront vesz fel, példaul a fotoszintetikus
elektrontranszportlancb6l, vagy a NADPH oxiddz enzim aktivitdsa altal. Ez mar reaktiv
molekula, de 4ltaldban nem karosit makromolekuldkat, viszont képes protonnal valo reakciora,
ezaltal hidroperoxigyokot képezve (HOz™). Ez stabilabb molekula, még reaktivabb. Két HO>™
molekula reakcioja altal (szuperoxid dizmutacio) keletkezik H>O» és O,. A H>O» a legstabilabb
ROS, a fél¢letideje azonban koriilbeliil 1 ms a sejtekben aktivan miik6doé antioxidans enzimek
(katalaz és peroxidazok) mitkddése miatt. Viszont ez a stabilitds alkalmassa teszi jelatviteli
szerepére a stresszvalaszban, képes viszonylag nagyobb tavolsagot megtenni, az
aquaporinokon keresztiil membranon atjutva (Apel és Hirt, 2004; Foyer és Noctor, 2009;
Noctor €s mtsai., 2014; Halliwell és Gutteridge, 2015; Hossain és mtsai., 2015). Mennyisége
az apoplasztban a legjelentdsebb, ahol kevesebb a lebont6 antioxidans enzim, illetve itt de novo
keletkezik nagy mennyiségben a mar emlitett szuperoxid dizmutéci6, valamint a IlI-as tipusu
peroxidazok aktivitasa kovetkeztében (Bolwell és mtsai., 2002; Cosio és Dunand, 2009). Az
ugynevezett Haber-Weiss reakcio altal a H>O»-bdl és O,7-bol, «OH és OH™ keletkezik oxigén
felszabadulasa mellett. *OH keletkezhet a Fenton reakci6 soran is, mely esetben a H202-bdl
szintén *OH és OH" jon 1étre mialatt egy 4tmeneti fémion oxidalodik (Fe?" Fe**-4, Cu® Cu**-4)
(Sharma ¢és mtsai., 2012; Ayala és mtsai., 2014). A *OH nagyon reaktiv ROS, elsddleges
karositoja oxidativ stressz soran a fehérjéknek, nukleinsavaknak, €s persze a lipideknek (Das

¢s Roychoudhury, 2014; Demidchik, 2015).
2.3. Lipidperoxidacio

A lipidperoxidacio folyamatanak elinditdsaban leginkabb a «OH és a HO>™ jatszanak szerepet
(Ayala és mtsai., 2014). A folyamat 3 Iépésre bonthato: iniciacid, propagéaciod €s terminacio
(Yin és mtsai., 2011; Sharma és mtsai., 2012; Farmer és Mueller, 2013). Iniciacid soran ezek
a reaktiv *OH és a HO,™ (illetve egyéb ROS) molekuldk protont vonnak el a lipid molekula
metilén csoportjatdl, igy lipid gyok keletkezik (Le). Erre a membranban talalhato telitetlen
foszfolipid molekuldk hajlamosabbak a kettds kotés miatt. Ezt kovetden a Le molekula
atrendezddik konjugélt diénné. A propagacidé soran ez a Le oxigénnel reagal, és lipid
peroxilgyok (LOOe) keletkezik, amely képes protont elvonni masik lipid molekulatol, ezaltal
egy lancreakciot inditva el. A keletkezd protondlt LOOe« egy lipid hidroperoxid (LOOH)
molekula. LOOH redukalt atmeneti fémekkel valo reakcidja soran lipid alkoxil gyok keletkezik
(LOe), ami szintén a lancreakciot serkenti, maga is képes proton elvonasara (Catala, 2006;
Repetto ¢és mtsai.,, 2012; Sharma ¢és mtsai.,, 2012). A lipidperoxidacid6 a membranok
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karosodasdhoz, a membranban taldlhato transzport fehérjék és ioncsatorndk funkcids
sériiléséhez vezet (Repetto és mtsai., 2012; Sharma €s mtsai., 2012; Farmer és Mueller, 2013).
Végiil a lipidperoxidaci6 folyamata terminacids fazisba 1ép, méasodlagos termékek, aldehidek
keletkeznek nem-enzimatikus peroxidéacios folyamatban. Ilyen termékek példaul a 4-hidroxi-
2-nonendl, 4-hidroxi-2-hexendl, az akrolein, vagy a malondialdehid (MDA) (Esterbauer és

mtsai., 1991; Farmer és Mueller, 2013;Ayala és mtsai., 2014).

2.4. Antioxidans védelmi rendszer

Az antioxidans védelmi rendszer védi a novényeket az oxidativ stressz okozta karosodasok
ellen. Nagyon fontos, hogy egy érzékeny egyensuly létezik a ROS-ok termelddése €s lebontasa
kozott (Gill és Tuteja, 2010). ROS alacsony szintli jelenléte fontos a jelatvitelben betoltott
szerepiik miatt (Palmer és Paulson, 1997), igy a tilzott antioxidans aktivitas sem elonyds, de a
magas ROS szint a mar korabban targyalt oxidativ stresszt okozva karos a sejtekre. A védelmi
rendszernek vannak enzimatikus, illetve nem-enzimatikus dsszetevdi is, melyek eltéréd modon,

de minden sejtalkotdban jelen vannak (Ahmad és mtsai., 2010; Das és Roychoudhury, 2014).

2.4.1. Antioxidans enzimek

Az antioxidans enzimek koz¢ tartoznak az aszkorbat-glutation ciklus enzimei, melyek az
aszkorbat peroxiddz (APX), dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR), monodehidroaszkorbat
reduktaz (MDHAR), glutation reduktdz (GR). Ezen kiviil egyéb peroxiddzok, mint gvajakol
peroxidaz (POX), glutation peroxidaz (GPX), glutation peroxidaz-szerii enzim (GPXL), vagy
a detoxifikalasban szerepet jatsz6 glutation transzferaz (GST). Ezen kiviil a katalaz (KAT),
szuperoxid dizmutdz (SOD), peroxiredoxin (PRX) (I. abra). Ezek az enzimek kiilonb6zd
stresszvalaszban eltérden aktivalodhatnak az egyes kompartmentumokban (Ahmad és mtsai.,
2010; Gill és Tuteja, 2010; Sharma és mtsai., 2012; Das és Roychoudhury, 2014).

A SOD-ok (EC 1.15.1.1.) az egyik leghatékonyabb antioxidans enzimek, feladatuk a O, H>O»-
da val6 dizmutacidja. Megtalalhatok a kloroplasztiszban, mitokondriumban, peroxiszomaban,
citoszolban egyarant (Jackson €s mtsai., 1978). Ezek metalloenzimek, tehat egy fém kofaktort
tartalmaznak a katalitikus helyiikon, mely alapjan csoportosithatjuk Oket réz/cink-
(Cu/ZnSOD), mangan- (MnSOD), és vas-SOD (FeSOD) izoenzimekre (Bowler €s mitsai.,
1992; Mittler, 2002). Ludfiiben harom Cu/ZnSOD, egy MnSOD ¢s harom FeSOD izoenzimet
detektaltak (Kliebenstein és mtsai., 1999). Az aktivitasuk altal keletkez6 H>O»-t ezt kdvetden

tobb enzim is képes elbontani lokalizaciotol és mennyiségtdl fiiggden.
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1. abra Az antioxidans védelmi rendszer kiemelt enzimeinek miikddési halozata Gill és Tuteja (2010), valamint Foyer és
Noctor (2011) alapjan. APX: aszkorbat peroxidaz, ASC: redukalt aszkorbat, DHA: dehidroaszkorbat, DHAR:
dehidroaszkorbat reduktaz, GPOX: glutation peroxidaz aktivitas, GR: glutation reduktaz, GRX: glutaredoxin, GSH: redukalt
glutation, GSSG: oxidalt glutation, GST: glutation transzferaz, KAT: katalaz, MDHA: monodehidroaszkorbat, MDHAR:
monodehidroaszkorbat reduktaz, NTR: NADPH-fiiggé tioredoxin reduktaz, POX: gvajakol peroxidaz, PRX: peroxiredoxin,
ROH: szerves alkohol, ROOH: szerves hidroperoxid, TPOX: tioredoxin peroxidaz aktivitas.

Ezek koziil az egyik tipus a KAT-ok (EC 1.11.1.6), melyek az els6ként felfedezett és jellemzett
antioxidans enzimek. Struktarajuk szerint tetramer felépitésii hem-tartalmu fehérjék, melyek
feladata a H>O» vizzé és Ox-né vald kozvetlen dizmutéacidja, de szerves peroxidok nem
szubsztratjaik. Foleg a peroxiszomakban vannak jelen, megtaldlhatok azonban a
kloroplasztiszban, mitokondriumban, citoszolban is (Mhamdi és mtsai., 2010). Arabidopsisban
harom izoenzimet azonositottak, melyek szervspecifikus kifejezddést mutattak (Du és mtsai.,
2008).

A H>0O; detoxifikalasaban jatszhatnak szerepet a szintén hem-tartalmu POX-ok (EC 1.11.1.7).
fehérjék. Aromas vegyiiletek (példaul gvajakol vagy pirogallol) oxidacidja mellett képesek a
H>0; redukcidjara a citoszolban és vakudlumban, de a sejtfalban is. Stresszvalaszban betoltott
szerepiik mellett fontos feladatuk van tobb bioszintetikus folyamatban, mint példaul a sejtfal
lignifikacidja, etilén bioszintézise, vagy az indolecetsav lebontdsa (Asada, 1999; Tayefi-
Nasrabadi és mtsai., 2011). Magasabbrendli novényekben nagy szdmt POX izoenzim fordul
eld, Arabidopsisban 73-at azonositottak (Tognolli és mtsai., 2002).

Az antioxidansok kozott a hem-tartalmit APX-ek rendelkeznek a legmagasabb affinitdssal
H>0, szubsztrat fel¢ (Wang €s mtsai., 1999; Ahmad és mtsai., 2010; Gill és Tuteja, 2010),
melyek aszkorbat oxidalasa mellett végzik a HoO» redukciodjat vizzé. (EC 1.11.1.11). A
kiilonb6zo 1zoformai megtalalhatok a kloroplasztiszban, mitokondriumban, peroxiszomaban
¢és a citoplazméaban membrankotott, vagy szolubilis valtozatban (Shigeoka és mtsai., 2002;
Caverzan ¢és mtsai., 2012). Arabidopsisban kilenc APX izoenzimet azonositottak (Mittler és

mtsai., 2004) Az altaluk oxidalt aszkorbat visszaredukalasat végzik az MDHAR (EC 1.6.5.4)
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¢s DHAR (EC 1.8.5.1) enzimek (Hossain és Asada, 1985; Ushimaru és mtsai., 1997). Mig az
MDHAR NAD(P)H-t hasznal elektrondonorként a monodehidroaszkorbat redukaldsahoz,
addig a DHAR redukalt glutation (GSH) oxiddlasa mellett végzi a dehidroaszkorbat
regeneralasat. A keletkezett oxidalt glutationt (GSSG) egy a redox szabalyozasban nagyon
fontos flavoenzim, a GR (EC 1.6.4.2) képes visszaredukalni NADPH elektrondonort hasznalva
fel. Habar ez az enzim megtalalhat6 a citoplazmaban, mitokondriumban, peroxiszomaban ¢és a
kloroplasztiszban egyarant, mégis a legjelentdsebb aktivitasa a kloroplasztiszban van (Edwards
¢s mtsai., 1990).

A szerves hidroperoxidok (ROOH) lebontasaban jatszanak szerepet egyes glutation peroxidaz
aktivitassal (EC 1.11.1.12 és EC 1.11.1.9) rendelkez6 GST enzimek. Ennek soran GSH-t
hasznalnak elektrondonorként, mikézben a ROOH-t megfeleld alkoholokka (ROH) alakitjak
(Dixon és mtsai., 2009). A GST-k (EC 2.5.1.18) masik {6 feladata a detoxifikalds, melynek
soran a sejt szdmara karos anyagokhoz GSH-t kapcsolnak, majd az igy Ilétrejovo
molekulakomplex a vakuélumba keriil egy ABC-transzporteren keresztiil. Arabidopsisban 54
szolubilis, és egy membrankotott GST taldlhatd, melyek minden sejtorganellumban jelen
vannak (Dixon és mtsai., 2010; Dixon ¢s Edwards, 2010).

Mind H>O»-t, mind pedig ROOH-t redukalni képes enzimek a GPX-ek (EC 1.11.1.9, EC
1.11.1.12), vagy a GPXL-ek (EC 1.11.1.15), amelyek a késébbiekben (2.6. 4 glutation

peroxidazok) részletesebb ismertetésre keriilnek.

2.4.2. Nem-enzimatikus antioxiddansok

Az antioxidans védelmi rendszer nem-enzimatikus dsszetevdi kozé tartoznak a legfontosabb
redox szabalyoz6 molekuldk, mint az aszkorbat és a glutation, ezen kiviil tokoferolok,
karotinoidok, fenolvegyiiletek. Ezek a molekuldk képesek kozvetleniil is kolcsonhatni
szabadgyok molekuldkkal, ezen kiviil az enzimatikus antioxidansok szubsztratjai. Emellett
fontos szerepiik van egyéb sejtes folyamatokban, novekedésben, fejlddésben, szeneszcencia
soran, valamint a sejtes redox allapot fenntartdsaban (De Pinto és De Gara, 2004; Foyer ¢és
Noctor, 2011; Sharma és mtsai., 2012).

Az aszkorbat a legnagyobb mennyiségben eléforduld (~20 mM) kis molekulastlyt antioxidans
a novényekben. Az aszkorbat tartalom 90%-a redukalt forméban (ASC) van jelen kontroll
koriilmények kozott (Noctor €s Foyer, 1998). Szubsztratja az APX enzimnek, igy a H>O»
lebontéds fontos eleme, visszaredukaldsa az aszkorbat-glutation cikluson keresztiil torténik.
Ezen kiviil kdzvetleniil is képes kolcsonhatni 'Oz-nel, O2"-nal és *OH-kel, és detoxifikalni

azokat. Képes redukalni a tokoferil gyokot, ami a lipidperoxidacio folyamatanak termindlasa
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soran tokoferolbdl jon létre, igy a membranok védelmében is jelentds szerepe van (Noctor €s
Foyer, 1998).

A glutation egy tiol tartalmt tripeptid (y-glutamil-ciszteinil-glicin), mely talan az egyik
legjelentdsebb kis molekulasulyu antioxidans vegyiilet. A kloroplasztiszban és a citoszolban
szintetizalodik kétlépéses folyamat soran, majd minden sejtorganellumba eljut. Szubsztratja az
aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek (Foyer ¢és Halliwell, 1976), de ezen kiviil a szerepe van
detoxifikacios folyamatokban (Cummins és mtsai., 2011), fehérjék glutationilasaban (Noctor
¢s mtsai., 2012), a nehézfémek elleni védekezésben, a fitokelatinok épitékove (Grill és mtsai.,
1989), valamint redukalt szerves kén raktar (Rennenberg, 2001). Olyan fontos folyamatokban
is részt vesz, mint a sejtciklus szabdlyozasa, programozott sejthalal, illetve fejlédés
szabalyozasa (Vernoux és mtsai., 2000; Cairns és mtsai., 2006; Kranner és mtsai., 2006; Diaz-
Vivancos, 2010a, b). K6zponti elem a sejt redox allapotanak fenntartdsaban, alapallapotban az
0ssz glutation 95%-a redukalt forméban (GSH) van jelen (Foyer és Noctor, 2005; Meyer, 2008;
Mhamdi és mtsai., 2010; Noctor ¢és mtsai., 2011).

2.5. Redox allapot, redox potencial és detektalasuk novényekben

Az €16 sejtben lejatszodo folyamatok koziil nagyon sok oxidalo-redukald reakcio. A sejt, és
egyes alkotoinak redox kornyezetét a benniik megtalalhatd molekuldk redox allapotanak
Osszessége adja meg. Ez a redox allapot fiigg az egyes redox parok redox potencialjatol, a redox
parok koncentracidjatol, és a kompartmentum pH-jatol is (Schafer és Buettner, 2001; Dietz,
2003). A legfontosabb meghatarozo elemei a sejt redox allapotanak a piridin nukleotidok
(NADPH/NADP+; NADH/NAD+), a glutation (2GSH/GSSG), az aszkorbat (ASC/DHA),
tioredoxinok (TRX: e/ TRXox), tokoferolok, glutaredoxinok, peroxiredoxinok és tiol tartalmu
fehérjek (Halliwell és Gutteridge, 2015; Dietz, 2003; Kocsy és mtsai., 2013). Ezek a rendszerek
egymastol nem izolaltak, példaul a tioredoxin és glutation rendszer is NADPH-t hasznal
redukalé komponensként, igy termodinamikailag kapcsolodnak egymdshoz (Schafer és
Buettner, 2001).
Mivel a sejt redukal6 allapotdnak meghatarozasahoz gyakorlatilag nem volna kivitelezhet6 az
Osszes redox par redox potencidljat megmérni, helyette inkdbb egy reprezentativ redox par
kivalasztasdval lehet arra kovetkeztetni. Erre alkalmas a 2GSH/GSSG redox par, mely
kiemelked6 szereppel bir a redukéld pool biztositasaban (Gilbert, 1990), redox potencidljanak
(fél-cella redox potencial, Exc) valtozasai jol korrelalnak a sejt allapotaval. Példaul oszt6do
sejtben Ex=~-240 mV, differencialodé sejtben En=~-200 mV, apoptozis alatt Epc—=~-170 mV
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(Hutter és mtsai., 1997; Cai és Jones, 1998; Kirlin és mtsai., 1999; Schafer és Buettner, 2001).
Ez az érték eltér a kiilonbozd szervezetekben, szovetekben, sejtekben ¢€s sejtalkotokban is

(Szalai és mtsai, 2009). Az Ejc kiszamolhato az alabbi egyenlet alapjan:

2,303 R * T) . (LGSHT?
S
n+F °8\[6ss6]

Ene = Bo —

, ahol Ey a glutation redox par standard redukcids potencialja 25°C-on, 7-es pH-n (-240 mV);
2,303 a korrekcids érték a Nernst egyenletbdl természetes alapt logaritmusbdl (In) tizes alapa
logaritmusba (log) vald alakitashoz; R az egyetemes gazallando (8,314 J*K'*mol™); T az
abszolut hémérséklet (298,15 K); F a Faraday allando (96485 C*mol!); n pedig az atadott
elektronok szama (2) (Schafer és Buettner, 2001). Ezek alapjan tehat az Enc szamitasa, ahol a
GSH ¢és GSSG koncentraciok mM-ban értendok:

. 40l (59,1mV) o ([GSHY?
= — —_— ) %
he m 2 °8\[6ssa]

Ez a mddszer alkalmas egy adott rendszerben in vitro meghatarozott glutation tartalmakbol
redox potencial meghatirozasara, viszont nem alkalmas in vivo redox potencidl valtozasok
megfigyelésére. Erre viszont kivalo redox szenzitiv, zold fluoreszcens protein alapi (roGFP)
fluoreszcens probakat fejlesztettek ki, melynél az alap GFP molekula hordé szerkezetébe, két
szomszédos lefutasti B-redébe ciszteineket illesztettek a 147. és a 204. aminosav helyére
(Hanson és mtsai., 2004). A ciszteinek kozott a molekula oxidaltsagatol fiiggden diszulfid hid
alakulhat ki, ami megvaltoztatja a fehérje spektralis tulajdonsagait (2. abra). Illy médon, mas
egyéb aminosavakat is kicserélve 6 kiilonb6z6 roGFP varianst hoztak 1étre (roGFP1-6), melyek
koziil a roGFP1 (C48S/Q80R/S147C/Q204C) és roGFP2 (C48S/T65S/Q80R/S147C/Q204C)
hasznalata terjedt el (Hanson és mtsai.,, 2004). Mindegyik roGFP molekula kétcsucsos
gerjesztési spektrumot mutat, az elsé csucs 390 nm-nél, a masodik (nagyobb) cstics 488 nm
gerjesztésnél jelenik meg. A fluoreszcenciat 500-530 nm emissziés hulldmhossznal
detektalhatjuk. Oxidéci6 soran megnd a fluoreszcencia intenzitds 390 nm gerjesztésnél, ezzel
parhuzamosan lecsokken 488 nm gerjesztésnél. A roGFP1 és a roGFP2 gerjesztési spektruma
kiilonb6zd, roGFP2 esetén nagyobb a kiilonbség az oxidalt, illetve a redukalt molekula
fluoreszcencia intenzitasdban 488 nm  gerjesztési hulldamhosszon, ezért pontosabb
meghatarozast tesz lehetdveé.

A 1oGFP2 a GRX enzimen keresztiil érzékeli a glutation pool redukéltsagat egy tobblépéses
reakcioban, mely soran a GRX oxidalédik GSSG-vel vald reakcidja soran, majd ezt az
oxidaciot képes kozvetiteni a roGFP2 molekula fel¢, ennek soran a ciszteinek tiol-csoportjai

oxidaldédva diszulfid-hidat hoznak létre (Meyer és Dick, 2010; Morgan és Schwartzldnder,
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2016) (2. abra). A prdoba hatékonysaganak noveléséhez a roGFP2 fehérjét 6sszekapcsoltak
huméan GRX1 fehérjével egy 31 aminosavas 0sszekton keresztiil (Gutscher és mtsai., 2008).

a 3;%& b

GEEd =0 Redukalt Oxidalt
o S/y‘/ Tiol-csoportok Diszulfid-hid

\ ! __SH
S | GFP2
Red. ZmSlyl

GSH- I\GSH
S\ S\SG

\ /

__SH
S 0GFP2
Red. Sl
N S I
\__/
—S-SG
I roGFP2
Red.
GSH/{ ‘\ ]
GRX1
roGFP2
Ox. s 405 nm 488 nm

2. 4bra A GRX1-roGFP2 bioszenzor. a) A GRX1-roGFP2 glutationnal valé reakciojanak folyamatabraja
(Meyer és Dick, 2010) b) Redukaltsagi allapottol fiiggd molekulan belilli konformaciovaltozasok, melyek
kihatnak a GRX1-roGFP2 gerjesztési spektrumara (Morgan és Schwartzlander, 2016).

A két gerjesztési hullamhossznal detektalt fluoreszcencia intenzitasokbol szamithatjuk ki a

glutation fliggd redox potencialt az alabbi képlet alapjan:

2,303 «R*T

1 — OxD,ocrp
Egsn = Efogrp — (T) *logio =

OxDroGF

,ahol E%.crp2 a roGFP2 molekula kozépponti redox potencidlja, értéke -272 mV (pH 7,
szobahdmérséklet), R az egyetemes gazallando (8,315 J*K-*mol ™), T az abszolut hémérséklet
(298,15 K), z az atadott elektronok szdma (2), F a Faraday allando (96485 C*mol™"), OxDyoGrp2
pedig a préba oxidaltsaganak mértéke (Schwarzlédnder és mtsai., 2008).

2.6. A glutation peroxidazok

A glutation peroxidaz (GPX) enzimek elsd tagjat Mills (1957) fedezte fel 60 évvel ezelott
vordsvértestekben, és olyan antioxiddns enzimként jellemezte, mely képes H>O» bontdsara
GSH redukald szubsztrat segitségével. Tobb organizmuson torténd intenziv kutatdsokat
kovetéen megéllapitottak, hogy ezek olyan szeleno- vagy nem szelenocisztein tartalmu

enzimek, melyek H>O» és organikus hidroperoxidok redukcidjat végzik glutation, vagy mas
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redukald szubsztrat jelenlétében vizzé, vagy megfelelé alkoholokkd (EC 1.11.1.9; EC
1.11.1.12; EC 1.11.1.15) (Maiorino €s mtsai., 1995; Herbette és mtsai., 2002; Margis és mtsai.,
2008).

2.6.1. A glutation peroxidazok szerkezete
A GPX-ek konzervalt struktiraval rendelkeznek, egy centralis f-hordo szerkezetet a-hélixek
vesznek korbe. Kiilonbségeket oligomerizacidjukban figyelhetiink meg, néhany emlés GPX
tetramer forméban aktiv, igy extra oligomerizacios hurkok talalhatok a 3. a-hélix és a 6. B-redd
kozott (Toppo és mtsai., 2008). Nyarfaban talaltak dimerizalédé format is, ez azonban nem
rendelkezik ilyen extra hurokkal, a kapcsolodds aromas ¢és hidrofob aminosavak
kolcsonhatasan keresztiil valosul meg (Koh és mtsai.,, 2007). Az enzim aktivitdsanak
szempontjabol nagy jelentdsége van, hogy katalitikus helyiikon ciszteint, vagy szelenociszteint
tartalmaznak. Ha szelenocisztein tartalma GPX-ben pontmutacioval ciszteinre cserélték az
aminosavat, a GPX aktivitas drasztikusan lecsokkent (Rocher és mtsai., 1992; Maiorino és
mtsai., 1995). Mindez a funkcidscsoportjaik tulajdonsagain mulik, a cisztein tiol-csoportja
fiziologiai pH-n csak részben taldlhatd ionos formaban, viszont a szelenocisztein szelenol
csoportja fiziologiai pH-n mindig ionos. Ezek a funkciés csoportok csak ionos formaban
képesek kolcson hatni H>O2-dal vagy szerves hidroperoxidokkal, igy befolyasolva az enzim
aktivitasat (Herbette és mtsai., 2007). Szelenocisztein esetén a hidroperoxid redukcidja kozben
a szelenol anion oxidalodik szelénsavva, majd GSH oxidacidja altal visszaalakul szelenolla
(Ren és mtsai.,, 1997). Cisztein esetén a tiol-csoport hidroperoxid redukcidja kozben
szulfonsavva alakul. Ezt kdvetden egy intramolekularis (vagy intermolekularis) atrendezddést
kovetden két cisztein kozott egy diszulfid hid keletkezik, mely a kapcsolodd redukald agens

(GSH, TRXcq) altal visszaalakul tiol-csoportta (Navrot és mtsai., 2006; Koh és mtsai., 2007).

2.6.2. A novényi glutation peroxidazok

A GPX szupercsaladd tagjainak filogenetikai analizisét kovetden Margis €s mtsai. (2008)
megallapitottdk, = nem  kovetnek  linedris  evolucidt,  eredetik  bizonytalan.
Aminosavszekvencidjuk elemzése alapjan azonban feloszthatok harom nagyobb csoportba:
I) allatokban eléforduldé GPX-ek, II) gombakban, baktériumokban, cianobaktériumokban
talalhato GPX-ek, valamint I1I) novényi GPX-ek (Margis €s mtsai., 2008). A ndvényi GPX-ek
az elemzés szerint leginkabb az allati foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidazokhoz
(PHGPX) allnak legkozelebb, ezek az enzimek a lipidperoxidécié elleni antioxidans védelem
tagjai, szubsztratjai a lipid hidroperoxidok (Toppo és mtsai., 2008; Tosatto ¢és mtsai., 2008;
Toppo ¢€s mtsai., 2009). Ezektdl eltéréen azonban az eddigi ismereteink szerint kivétel nélkiil

15



ciszteint tartalmaznak katalitikus helyiikon (Eshdat és mtsai., 1997), raadasul nagyon sok
novényli GPX a TRX -t részesiti elényben redukalé komponensként a GSH-val szemben
(Jung ¢és mtsai., 2002; Igbal és mtsai.,, 2006) (3. abra), tehat inkdbb peroxiredoxinok,
tioredoxin fliggd peroxidaz (TPOX) aktivitassal rendelkeznek. A novényekben glutation fliggd
peroxidaz aktivitasa (GPOX) egyes GST-knek van. Eppen ezen tulajdonsagaik miatt a GPX
elnevezést javitva, inkabb a glutation peroxiddz-szeri enzim (GPXL) kifejezés a helyesebb
novények esetében (Attacha és mtsai, 2017; Bela és mtsai., 2018). A novényi GPXL-ek 3
ciszteint tartalmaznak a katalitikus helyiikn, azonban ebbdl kettd vesz csak részt a
hidroperoxid redukalasa sordn: az ugynevezett peroxidativ cisztein, és a feloldo cisztein. A
peroxidativ cisztein -SH csoportja reagal kozvetleniil a peroxiddal, majd a feloldo cisztein —
SH csoportjaval diszulfid hidat képeznek. Ezt kovetéen hasonldo modon a feloldo cisztein és a
TRX molekula egyik ciszteinje kozott jon 1étre diszulfid hid, végiil a GPXL molekula
regeneralodik. A harmadik cisztein szerepe még nem tisztazott, illetve valdsziniileg szintén
funkcionalhat feloldo ciszteinként, de ezt eddig csak kinai kelben bizonyitottak (Jung és mtsai.,

2002).

AtTRXh3

3. abra Arabisopsis GPXLS8 és TRXh3 interakcidojanak ¢és 3 dimenzios fehérje szerkezetének abrazolasa PyMOL szoftver
segitségével (PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC) (Bela és mtsai., 2017a). A GPXL
regeneracié soran a TRXh3 39. cisztein aminosava diszulfid hidat képez a a GPXLS8 89. cisztein aminosavaval, mikozben
egy¢éb jelolt aromas aminosavak segitik a fehérje-fehérje interakciot (Koh és mtsai., 2007).

Sok vizsgalat igazolta a ndvényekben taldlhatd GPXL-ek szerepét kiilonb6zd
stresszvalaszokban. Részei az antioxidans védelmi rendszernek, fontos feladatuk a biologiai
membranok védelme a lipid hidroperoxidok redukalasa altal (Herbette és mtsai., 2002; Jung és

mtsai., 2002; Chen és mtsai., 2004a; Igbal ¢és mtsai., 2006; Navrot és mtsai., 2006). De nem
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csak szerves hidroperoxidok lehetnek szubsztratjaik, néhany tagjuk a fehérjék és DNS
védelmében is szerepet jatszhat oxidacids stressz alatt (Gaber és mtsai., 2012). HO» kezelésre
a GPXL transzkript szintek megemelkedését tapasztaltak Panax ginseng-ben (Kim és mtsai.,
2014) és rizsben is (Li és msai., 2000; Passaia ¢s mtsai., 2013). Oxidativ stresszt kivalto
paraquat kezelés hatasara is GPXL gének aktivaciojat figyelték meg (Churin és mtsai., 1999),
sOt, Atgpxl8 inszercids mutans ndvény tolerancidja rosszabb volt paraquat-tal szemben, mint a
vad tipust novényé (Gaber és mtsai., 2012). De ezen kiviil emelkedett GPXL transzkript szint
volt jellemzd biotikus stressz hatasara (Criqui és mtsai., 1992; Roeckel-Drevet és mtsai., 1998;
Chang és mtsai., 2009; Kim ¢és mtsai., 2014; Sytykiewicz és mtsai., 2016), séstressz alatt
(Sugimoto és Sakamoto, 1997; Avsian-Kretchmer és mtsai., 1999; Churin ¢és mtsai., 1999;
Milla és mtsai., 2003; Kang ¢és mtsai., 2004; Gao és mtsai., 2014; Lima-Melo és mtsai., 2016),
szarazsag stresszben (Kang és mtsai., 2004; Islam és mtsai., 2015), sz¢&ls6séges homérséklet
kovetkeztében (Milla és mtsai., 2003; Kang ¢és mtsai., 2004; Passaia és mtsai, 2013; Diao ¢és
mtsai., 2014; Fu, 2014; Kim ¢és mtsai., 2014; Islam ¢s mtsai., 2015; Wang ¢és mtsai., 2017),
valamint mechanikai behatasok és szennyezddések hatasara (Churin és mtsai., 1999; Depége
¢s mtsai., 2000; Agrawal és mtsai.,, 2002; Diao ¢és mtsai., 2014). Nem csupan a GPXL
transzkript szintek emelkedése utal a stresszvalaszban betoltott fontos szerepiikre (Bela és
mtsai., 2017b), de azok az eredmények is, melyek bizonyitottak, hogy gpx/ mutans névények
kevésbé toleransak bizonyos stressz hatasokkal szemben (Miao és mtsai., 2006; Chang és
mtsai., 2009; Gaber, 2011; Gaber és mtsai., 2012; Lima-Melo és mtsai., 2016; Wang és mtsai.,
2017).

Azonban mivel a peroxidok atalakitasaban jatszott jelentdségiik alatta marad az allati GPX-
ekhez, de még egy¢éb ndvényi antioxidans enzimekhez, mint az APX-hez vagy a KAT-hoz
képest is, feltételezhetd mas szerepiik is (Eshdat és mtsai., 1997; Bela és mtsai., 2015; Passaia
¢s Margis-Pinheiro, 2015; Bela és mtsai.,, 2017a). Valosziniileg részei a ROS inditotta
jelatviteli folyamatoknak. Az aktiv centrumban 1év0 ciszteinek tiol-csoportjdnak oxidacioja
szulfonsasavva szabalyoz kapcsoloként miitkddhet, hiszen gyorsan képes reagalni mas tiol-
csoportokkal intra- vagy intermolekuldris diszulfid-hidakat képezve (Ma és mtsai., 2007).
Tehat a GPXL-ek olyan jelatvivok lehetnek, mely képesek peroxidok altal kivaltott oxidaciot
tovabbitani szabalyoz6 fehérjék fel¢, melyek kozvetleniil nem képesek a peroxidokkal valo
kolcsonhatéasra, ily mdodon befolydsolva azok biologiai aktivitasat, szabalyozva kiillonb6zd
jelatviteli utakat (Luo és mtsai., 2005; Marinho és mtsai., 2014). Erre vonatkozdan elenleg csak

kevés bizonyiték all rendelkezésiinkre. Azonban Miao ¢és mtsai. (2006) kimutattdk, hogy
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Arabisopsisban GPXL3 részt vesz az ABS jelatvitelben, képes kolcsonhatni 2C-tipusu
foszfatazokkal (ABSCISIC ACID INSENSITIVE-1, ABI1 ¢és ABSCISIC ACID
INSENSITIVE-2, ABI2), ily médon szabalyozva a ROS-fiiggd sztdémamiikddést. Ezen kiviil a
GPXL fehérjék hatassal vannak fejlédési folyamatokra is, erre utalnak kdzvetetten a promoter
régioikban talalhato szabalyoz6 elemek (Bela és mtsai., 2015) (4. melléklet). A rizs GPXL3-
rol bebizonyosodott, hogy fontos szerepe van a hajtas és mag fejlddésében (Passaia és mtsai.,
2013), gyokérndvekedésben és fotoszintézis folyamataban (Lima-Melo és mtsai., 2016).
Arabidopsisban gpx/7 mutans ndvényen végzett kisérletek is azt igazoltdk, hogy a fehérje
hatdssal van a hajtas és gyokér fejlodésére (Passaia és mtsai.,, 2014). Rizsben a GPXL)5
mutacioja rontotta a magok csirazasi ratajat, és negativ hatassal volt a novény fejlodésére
(Wang és mtsai., 2017).
2.6.3. Glutation peroxidaz-szerii enzimek ludfiiben

Arabidopsis thaliana-ban 8 GPXL-t azonositottak, melyek kiilonb6z6 sejtorganellumokban
lokalizalodnak (Attacha és mtsai., 2017). Megtaldlhatok a citoplazmaban (GPXL2, GPXL6,
GPXLS8), a mitokondriumban (GPXL6), a sejtmagban (GPXL2, GPXLS), a plasztiszokban
(GPXL1, GPXL7), a Golgi membranban (GPXL3), valamint a plazmamembranhoz

kapcsolodva (GPXL4, GPXLS) (4. abra).
CITOPLAZMA, SEJITMAG PLAZMAMEMBRAN GOLGI PLASZTISZ

+MITOKONDRIUM

AtGPXL1 AtGPXL7

4. abra Arabidopsis thaliana GPXL fehérjék lokalizacidja Attacha és mtsai. (2017) alapjan, ahol az enzimeket roGFP2-vel
fazionaltak. A: Fénymikroszkopos képek B: roGFP2 fluoreszcencia 405 nm gerjesztési hullamhossznal C: roGFP2
fluoreszcencia 488 nm gerjesztési hullamhossznal D: A és B 6sszevont abrazolasa E: roGFP2 fluoreszcencia intenzitisok
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aranyelemzésének abrazolasa (kékesebb szinek redukalt allapotot, pirosas szinek oxidalt allapotot jeldlnek) F: Klorofill
autofluoreszcencia G: C és F 6sszevont abrazolasa.

A Brassicaceae csalad GPXL enzimeinek filogenetikai elemzését kovetden lathatd, hogy az
Arabidopsis GPXL-ek kettesével talalhatok meg egy-egy csoportban, de ez nem mindig van

Osszhangban a lokalizacidjukkal (5. dbra).
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02700 08300 BrGPX0S

[ ALGPX0S
06100 ROFRI3_CARUB_GPX
BNGPX04

VALAQ4_EUTSA_GPX
0000 02700 AyGPX04
AtGPX04
ROHRTO_CARUB_GPX
7400 AtGPX06
ROFGP5_CARUB_GPX
AYGPX06
BnGPX06-1

BrGPX06-14b
o100 04500 BGFX06-2
BrGPX06-14a
i Ay BOGPX06
VALEWS_EUTSA_GPX
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E=————80GPx03
07200 AlGPX03
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o ROHEA2_CARUB_GPX

ROHRHO_CARUB_GPX

5. 4bra Brassicaceae csalad kivalasztott fajaiban talalhatoé GPXL-ek filogenetikai elemzése. Aly: Arabidopsis lyrata, At:
Arabidopsis thaliana, Bn: Brassica napus, Bo: Brassica oleracea, Br: Brassica rapa, EUTSA: Eutrema salsugineum,
CARUB: Capsella rubella; CARUB and EUTSA GPXL-ek annotaciés szammal vannak feltiintetve a hivatalos elnevezés
hianya miatt, az Arabidopsis thaliana-ban talalhat6 GPXL-ek vastagon vannak szedve az abran (Bela és mtsai., 2015).

Az AtGPXL1 ¢és AtGPXL7 kloroplasztikus enzimek 82%-0s egyezést mutatnak
aminosavszekvencidjukban. Feltételezték atfedd funkciojukat is a nagy szekvencia
hasonlésagbol kiindulva (Milla és mtsai., 2003), azonban a két gén eltérd expresszios
mintazatot mutatott (Chang ¢és mtsai., 2009). Szerepiik van a fotooxidativ stresszben ¢és a
ndvényi immunvalaszban. Kimutattak, hogy kettds mutaciojuk esetén megemelkedett a levelek
H>O> tartalma, ezéltal csokkent a ndvények fotooxidativ stressz tolerancidja, de ezzel
parhuzamosan ndétt a rezisztencidjuk virulens Pseudomonas baktériumokkal szemben.
Raadasul a levelek ¢és a kloroplasztiszok morfologidja is megvaltozott a mutacié hatasara: a
vad tipushoz képest kerekebb paliszad parenchima sejtekkel, megvaltozott mezofillum
sejtréteggel, és nagyobb légterekkel a sejtek kozott (Chang és mtsai., 2009). Igazoltak azt is,
hogy az AtGPXL7-nek fontos szerepe van a hajtas novekedésének szabalyozasaban (Passaia

¢s mtsai., 2014).
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Az AtGPXL2 egy kevésbé vizsgalt izoenzim, mely megtaldlhatd a citoplazmaban és a
sejtmagban is. Xu €és mtsai. (2010) igazoltak, hogy ez az enzim része lehet egy citoszolikus
antioxidans enzimkomplexnek. Egy Arabidopsisban taladlhat6 allati PARK?7 (Parkinson
fehérje 7) homolog, az AtDJ1a egy olyan kapcsolo fehérje, mely képes 6sszekapcsolni a SOD
enzimet és az AtGPXL2-t, ezaltal a SOD mukodésével Oz -bol eldallitott HoOx-t a GPXL2
azonnal bontani képes vizz¢é (Xu és mtsai., 2010). Passaia és mtsai. (2014) meghataroztak, hogy
a 10-napos csirandvények gyokerében az AtGPXL2-nek a legmagasabb az expresszidja a GPXL
gének kozott, és hajtasban is jelentdsen magas. Ezen csekély mennyiségli irodalmi adat alapjan
feltételezheté az AtGPXL2 fontos szerepe a stresszvalaszban.

Az AtGPXL3 egy kiilonleges monomer transzmembran fehérje, mely a Golgi membranban
talalhatd, enzimatikusan aktiv részeivel a Golgi lumenben (Attacha ¢és mtsai., 2017). AtgpxI3
mutansok vizsgalata soran igazoltak, hogy érzékenyebbek az oxidativ- és szarazsag stresszre,
valamint nagyobb a H>O» tartalmuk, mint a vad tipust ndvényeknek (Miao és mtsai., 2006,
2007). Ok igazoltadk a GPXL3 kettés szerepét: az ABS jelatvitelben az ABIl és ABI2
foszfatdzokkal kolcsonhatva egyfajta kapcsoloként miitkddhet, masrészt segit fenntartani a
H>0> homeosztazist enzimatikus antioxidansként (Miao és mtsai., 2006). Azonban ez a két
eredmény ellentmondésos, hiszen ha ez az enzim a Golgi lumen fel6li oldalan helyezkedik el,
vajon hogyan képes kolcson hatni in vivo az ABII ¢€s 2 foszfatdzokkal? Ezt az ellentmondast
erésiti az az eredmény is, mely szerint AtGPXL3-nak nincs szerepe az ABS fiiggd
gyokérmorfologia kialakuldsdban, Atgpx/3 mutins ndvények a vad tipushoz hasonloan
viselkednek ABS kezelés hatasara (Passaia €s mtsa., 2014). Ez is jelzi, hogy még sok kérdés
nem tisztazott a GPXL enzimekkel kapcsolatban még a modell novény ludfitben sem.

Az AtGPXLA4 és AtGPXLS szintén membrankotott fehérjék, de ezeknek nincs transzmembran
doménjiikk. A plazmamembranhoz vald kapcsolodasuk a citoplazma fel6li oldalon
mirisztoilacié segitségével torténik (Attacha és mtsai., 2017). A mirisztoilacid irreverzibilis
kotranszlaciés modositds, mely soran a mirisztinsav az N-terminalis glicinhez kapcsolddik
kovalens médon (Wilcox és mtsai., 1987), majd ez képes horgonyozni a lipofil membranban.
Ezekr6l az enzimekrdél sem all rendelkezésre sok irodalmi adat, azonban rekombinans
fehérjeként képesek a H,O» és szerves hidroperoxidok redukélasara (Igbal és mtsai., 2006). Az
AtGPXL4 expresszidja alig volt kimutathatd hajtasban vagy gyokérben, szintje a
legalacsonyabb a GPXL-ek kozott (Passaia és mtsai., 2014).

Az ATGPXL6-nak feltételezhetden kettds lokalizacidja van, megtalalhatdé a mitokondriumban

is és a citoplazméaban is. Szekvencidjaban kettdé start kodon figyelhet6 meg, egyik a
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mitokondrialis target szignal szekvencidja eldtt, a masik pedig kozvetleniil utana. A
lokalizacios kisérleteink soran is mindketto sejten beliili térben egyenld mértékben fordult eld
(Attacha és mtsai., 2017). Sugimoto és Sakamoto (1997) igazoltak az AtGPXL6 emelkedett
expresszidjat so- és ozmotikus stressz alatt, valamint aluminium ¢és vas kezelések hatasara is.
Egyéb kisérletek soran is kideriilt, hogy az AtGPXL6 a legtobb abiotikus stressz hatasara
aktivalédik (Milla és mtsai., 2003).

Az AtGPXLS sejtmagi €s citoszolikus lokalizacidjat mar Gaber és mtsai. (2012) igazoltdk,
Attacha és mtsai. (2017) pedig megerdsitették. Az AtGPXLS8-nak fontos szerepe van az
oxidacios stressz elleni kiizdelemben mind a citoplazméaban, mind pedig a sejtmagban a

nukleinsavak védelme révén (Gaber és mtsai., 2012).
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3. Célkitiizés

A glutation peroxidazokat mar kozel 60 éve vizsgaljak allatokban, ndvényekben viszont

szamos kérdés megvalaszolatlan még, hiszen nagyon sok eltérés van a két csoport kozott. Tobb

AtGPXL gén is aktivalodhat abiotikus stressz hatdsara, vagy hormon kezelésre (Milla és mtsai.,

2003).

A promoter régiok in silico vizsgélatat kovetden tobb cisz-szabalyozo elem is

megtalalhato esetiikben, melyek abiotikus- vagy biotikus stresszvalaszhoz koétédnek, vagy

valamely hormonhoz kapcsoltak (Milla és mtsai., 2003; Bela és mtsai., 2015). Mindezek

ellenére a ndvényi glutation peroxidazok (GPXL-ek) szerepe a stressz valaszban, jelatviteli

folyamatokban, vagy a fejlédés szabalyozasaban még nem teljesen tisztazott. Munkank soran

az Arabidopsisban talalhato 8 GPXL vizsgalatat tiztiik ki célul.

A dolgozatban a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1)

2)

3)

4)

5)

Milyen redukald agenst és szubsztratot részesitenek eldnyben az egyes AtGPXL
enzimek?

Milyen élettani folyamatok valtoznak meg az Arabidopsis ndvények hajtasdban és
gyokerében egy-egy AtGPXL hidnydban, vagy csokkent transzkript szint hatisara
kontroll koriilmények kozott?

Mi lehet az AtGPXL-ek szerepe a stresszvalaszban? Milyen valtozasokat figyelhetlink
meg a vad tipusu és Argpx! mutans novények ¢€lettani folyamataiban abiotikus stressz
hatas alatt?

Hogyan valtozik a 8 AtGPXL transzkript szintje a hajtasban ¢és gydkérben ozmotikus
stressz hatasara?

Lehet-e szerepiik az AtGPXL-eknek a ndvények ndvekedésében és fejlodésében?
Hogyan befolyasolhatjdk a redox éallapotot? Részt vehetnek-e jelatviteli

folyamatokban?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt novényi anyag

Ladfi (Arabidopsis thaliana L. Heynh, Columbia 6kotipus) vad tipusu (Col-0) és a glutation

peroxidaz szerli (AtGPXL) génekben T-DNS inszerciot tartalmazé mutdns ndvényeket

(Atgpxl1-8) hasznaltunk a kisérletek egy részénél. A mutdns vonalakat a Nottinghami

Arabidopsis Magellatdé Kozpontbol (NASC) szereztik be (Atgpxll
SALK 128885C; Atgpxl2 [AT2G31570]: SALK 082445C; AtgpxI3
SALK 071176C; Atgpxl4 [AT2G48150]: SAIL 623 F09; Atgpxl5
SALK 076628C; Atgpxl6 [AT4G11600]: WiscDsLox321H10; Atgpxl7

[AT2G25080]:
[AT2G43350]:
[AT3G63080]:
[AT4G31870]:

SALK 072007C; Atgpxl8 [AT1G63460]: SALK 127691C), és az ellendrzott homozigota

novényeket hasznaltuk a kisérletek soran. Az inszerciok helye a génekben, valamint az

ellendrzéshez tervezett primerek helyzete az 6. abra lathato.

At2G25080 &

atopxis  (SALK_128885C) LN 5
F - R
(SALK_072007C) h g M
At2G31570 S
—iepxls | (SALK_082445C) o AR
e
LB
At2G43350 <>

—— F R
AtGPXL3 (SALK_071176C) _’

3 100bp

At2G48150

<F
™ AtGPXL4 (SAIL—623—F09)1’£EH=<—£=|—=—E

—-(SALK_076628C) i

At4G11600 T R
pre— ) tGPXLE (WiscDsLox321H10)* Y- S _

L&y

6. abra Az Arabidopsis glutation peroxidaz-szerii (AtGPXL) gének rokonsagi kapcsolatai és az inszerciok helye
(piros haromszog), valamint az ellendrzéshez tervezett oligonukleotidok helyzete (nyilakkal jeldlve) a

kisérleteink soran hasznalt A¢gpx/ mutans névények esetén.

Az Atgpxl2 és Atgpxl3 mutans gyokerek redox potencialjdnak meghatarozasdhoz a novényeket

redox érzékeny zold fluoreszcens fehérjével (roGFP2-vel) transzformalt, majd stabil

konstrukciot tartalmazoé Col-0 ndvényekkel kereszteztiik. F3-as nemzedéktél a roGFP2

jelenlétét kanamicin szelekcioval €s konfokalis mikroszkdppal, a mutadciok homozigota voltat
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pedig polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével ellendriztiik. A mutacidkra homozigota, és a

roGFP2-t stabilan kifejez6 F4 nemzedéket hasznaltuk a kisérletek soran.
4.2. Novénynevelési koriillmények

4.2.1. Hidroponikus kulturaban nevelt névények

A magokat 5 percig tarté 70%-os etanolos kezeléssel sterileztiik, majd 3 steril vizes mosast
kovetéen egy éjszakan keresztiil 4 °C-on tartottuk, végiil vagott végii Eppendorf csévekbe
ontott agarkockdra helyeztiik 6ket. A ndvények 1 literes edényekben Hoagland tapoldatban
néttek, aminek az Osszetétele: S mM Ca(NO3)2, S mM KNO3, 1 mM KH;PO4, 2 mM MgSOs,
1 uM Fe-EDTA, 0,0475 uM H2BO3, 14,48 uM MnCly, 0,8148 uM ZnCla, 0,3731 uM CuCl,,
0,001213 uM NaxMoOs, (pH 5,8). 6 héten keresztiil kontroll koriilmények kozott neveltiik a
novényeket, a tdpoldat cseréje hetente tortént (7. abra). A nevelés kontrollalt koriilményeit
rovidnappal beallitdsnal ndvényneveld kamra segitségével biztositottuk (Fitoclima S 600 PLH,
Aralab, Portugal), ahol 21°C-os allandé hémérsékleten, 100 umol m? s fényintenzitason,
10 h/14 h fény/sotét periodusban és 70% relativ paratartalom mellett ndvekedtek a novények a
kisérlet teljes ideje alatt.

Hossznappal bedllitasnal a novényeket iliveghdzi koriilmények kozott neveltiik 22°C-os
hémérsékleten, 150 umol m™ s™! fényintenzitdson, 12 h/12 h fény/s6tét periédusban és 50-60%
relativ paratartalom mellett. A kezelés a hatodik hetet kovetéen 2 napig tortént, ahol a
Hoagland tapoldatot kiegészitettiik 100 mM NaCl-dal, vagy 100/200 mOsm polietilén glikollal
(PEG 6000; -0.489 MPa (Michel és Kaufmann, 1973)), illetve 5/10 uM H»0O,-dal.

7. abra Hidroponikus kultaraban nevelt Arabidopsis thaliana ndvények
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4.2.2. Talajban nevelt néovények
A magokat kozvetleniil fold:perlit 10:1 aranyu keverékére szortuk ki, majd a 2 hetes
csiranovényeket szétiiltettilk cserepekbe (8. abra). A ndvényeket liveghazi koriilmények
kozott neveltiik 10 hetes korukig 22°C-os hdmérsékleten, 150 pmol m™2 s fényintenzitason,
12 h/12 h fény/sotét periddusban és 50-60% relativ paratartalom mellett. Ezt kdvetden a
novények egy részét hiitbkamraba (12°C), masik részét neveldszekrénybe (32°C) helyeztiik
chilling, illetve magas hdmérsékleti stressz alkalmazasahoz két napig. Szarazsagstressz esetén
a cserepek tomegét folyamatosan mérve az eldzetes kisérletek alapjan szamitott 20%-os

talajvizkapacitasig szaritottuk a talajt.

8. abra Talajban nevelt Arabidopsis thaliana novények.

4.2.3. Taptalajon nevelt novények

Taptalajon nevelt csirandvényeken hasznalt kisérleteknél a fentebb leirtak szerint sterileztiik a
magokat, 4 °C-on tartottuk egy éjszakan keresztiil, majd 2 MS (Murashige Skoog) taptalajra
helyeztiik. A taptalaj 6sszetétele 2 mennyiségii MS s0, kiegészitve Gamborg B5 vitaminokkal,
0,5% szaharoz és 0,8% agar (pH 5,7).

Gyokérnovekedés meghatarozasanal a csirandvényeket 4 napos korukban az inditd 2 MS
taptalajrol athelyeztiik steril csipesszel 120x120 mm-es szdgletes Petri csészékbe, szintén Y4
MS taptalajra, melyek egy része ki lett egészitve 50/100 mM NaCl-dal vagy 100/200 mM
mannitollal. PEG kezeléshez a taptalajt elézetesen 100/200 mOsm steril PEG oldattal
inkubaltuk 24 oran at (mivel a PEG akadalyozza a taptalaj szildrdulasat). Az athelyezést
kovetden 14 napig detektaltuk a gyokerek novekedését, majd meghataroztuk egyéb fiziologiai

paraméteriiket (9. abra).
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9. abra Arabidopsis thaliana névények nevelése gyokérndvekedés meghatarozasahoz

Masik kisérleti rendszerben miel6tt a steril magokat a taptalajra vetettiik volna, egy steril halot
teritettlink annak felszinére (10. abra). Ez nem akadalyozta a tapanyagok felszivodasat, a
csirandvények szépen fejlodtek rajta 2 hétig, majd a halo segitségével a kezeléseket tartalmazo
taptalajra konnyedén at tudtuk oket helyezni. Kezeléshez az alap /2 MS taptalajt kiegészitettiik
50/100 mM NaCl-dal, vagy 100/200 mM mannitollal. PEG kezeléshez a taptalajt eldzetesen
szintén 100/200 mOsm steril PEG oldattal inkubaltuk 24 6ran at. 2 nap kezelést kovetden

hataroztuk meg a csirandvények egyes fiziologiai paramétereit.

10. abra Arabidopsis thaliana novények nevelése taptalajon haldval.

A gyokerek redox potencidljanak meghatdrozasdhoz a roGFP2 szenzor fehérjét termeld
novények magjait sterilizalast kovetden kozvetleniil kontroll /2 MS, vagy 150 mM NacCl-ot
tartalmazd taptalajra vetettiik, és 5 nap utdn vizsgaltuk a csirandvényeket pasztazéd 1ézer

konfokalis mikroszkép (CLSM) segitségével.

4.3. Novekedési paraméterek meghatarozasa

A 4 napos eldnevelt csirandvényeket kontroll, illetve ozmotikumot tartalmazé Petri csészékbe
helyeztiik, majd a gyokerek novekedését két héten keresztiil naponta detektaltuk, jeloltik. Ezt
kovetden szkenner segitségével rogzitett képeken ImageJ program (https://imagej.nih.gov/ij/)
(11. abra) segitségével mértiik meg a gyokerek hosszat, melyet a pixelek szdmabol hataroztunk

meg ugyanolyan kdriilmények kdzott szkennelt vonalzo segitségével.
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11. abra Az Image] program felhasznaldi feliilete a gyokerek hosszanak meghatarozasa kozben.
Ezt kdvetden lemértiik a csirandvények tomegét, majd 24 ora szaritoszekrényben (50°C) vald

szaritas utan a szaritott tomegét. Az adatokbol aktualis viztartalmat hataroztunk meg az alabbi

* 100%

, . e , riss tomeg—szaraz tome
képlet szerint: aktudlis viztartalom (%) = v L 9)
friss tomeg

4.4. Eletképesség meghatirozasa és reaktiv oxigénformak detektilasa

fluoreszcens mikroszkoppal

A 4+14 napos csiranovény gyokerek ¢és hajtasok ¢letképességének meghatarozasara
fluoreszcein diacetat (FDA) festéket alkalmaztunk (Molnér és mtsai., 2018). Az FDA egy
membran permedbilis apolaris fluorofor, amit a sejten beliili aktiv észterazok alakitanak
fluoreszkalo poléris fluoreszcein formava az altal, hogy lehasitjdk az acetat csoportot. Csak
azok a sejtek mutatnak fluoreszcenciat, melyekben az észterazok jol miikddnek, a membranok
épek, vagyis az FDA az é10 sejteket festi meg. A csirandvényeket s6tétben tartva 20°C-on, 2 ml
10 uM festékoldatban inkubaltuk 30 percen keresztiil, majd 20 perc alatt 4-szer mostuk 2-(N-
morfolino)-etanszulfonsav/kalium klorid (MES/KCI, 10 mM/50 mM, pH 6,15) pufferrel
(Molnar ¢s mtsai.,, 2018). Az igy megfestett mintdkat targylemezre helyeztik, ¢&s
nagyfelbontasu digitalis kameraval felszerelt (Axiocam HR) fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk (Zeiss Axiovert 200 M, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag). A mikroszkép 10-es
sziir6jét hasznaltuk a méréshez (gerjesztési hullimhossz: 450-490 nm, detektalt hullamhossz:
515-565 nm). A pixel intenzitasokat a gyokérben 100 um-rel a gyokércsucstol 60 pm atmérdji
korokben, a hajtasokban pedig 3x200 pm atmérdji korokben hataroztuk meg.

A csiranovény gyokerek ¢és hajtasok G6ssz ROS szintjének detektalasdhoz 2°-7°-
diklorodihidrofluoreszcein diacetat (H.DCF-DA) festéket alkalmaztunk (Pet6 €s mtsai., 2013).
Hasonl6 elven miikodik, mint az FDA, az apolaros molekula a sejtbe jutva észterazok hasitasa

altal alakul polaros formava, viszont ebben az esetben a molekulanak oxidalodnia is kell, hogy
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fluoreszcens jelet adjon. Ez az oxidéacio nem specifikusan, barmely ROS altal bekovetkezhet,
igy alkalmas a festék O0ssz ROS szint meghatarozashoz. A csirandvényeket 15 percig
inkubaltuk s6tétben 37°C-on 10 uM H>DCFDA oldattal. A festés utdn 20 percen at 4-szer
mostuk a mintdkat MES/KCI pufferrel (10 mM/50 mM, pH 6,15) (Petd és mtsai., 2013). A
mintak mikroszkdopos vizsgélata, valamint a pixelintenzitas mérések hajtasban és gyokerekben
az ¢letképesség meghatarozasnal leirtak szerint torténtek.

Szuperoxid gydkanion mennyisé€g vizualizalasdhoz dihidroetidium (DHE) festéket hasznaltunk
(Lehotai és mtsai., 2011). A festék alap allapotban kék fluoreszcenciaval bir, azonban
szuperoxid gyokkel reagédlva oxietidium keletkezik, amely mar vords fluoreszcens jelet ad,
rdadasul képes nukleinsavakkal interkalaciora, tehat beékelddhet a DNS kettds hélix belso
részében elhelyezkedd bazisok kozé. A csirandvényeket 30 percig inkubaltuk sététben, 37°C-
on 10 uM DHE oldattal, majd 20 perces mosast kovetéen 10 mM trisz-hidroximetil-amino-
metan (Tris—HCI) (pH 7,4) pufferrel, és targylemezre helyeztikk o6ket. A gyokereket
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Zeiss Axiovert 200 M, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag)
a mikroszkop 9-es sziirdjét hasznalva (gerjesztési hullamhossz: 450-490 nm, detektalt
hulldmhossz: 515-c0 nm). A pixel intenzitasokat a gyokerekben 100 pm-rel a gyokércsucstol

60 um atmérdji korokben allapitottuk meg.
4.5. Hidrogénperoxid tartalom meghatarozasa

A H>O, tartalmakat spektrofotometriasan allapitottuk meg Velikova és mtsai. (2000) modszere
alapjan. A kortlbelil 200 mg ndvényi anyagot 750 pl 0,1% triklorecetsavban (TCA)
homogenizaltuk, majd centrifugalas utan (15 perc, 12000 g, 4°C) kémcsdbe mértiink 0,25 ml
feliiluszot, hozzaadtunk 0,25 ml fosztat puffert (10 mM, pH 7,0) és 0,5 ml 1 M kalium-jodid
oldatot. A reakcidtermék mérését 10 perc sotétben vald inkubaldst kovetéen 390 nm-en
végeztilk foszfat pufferrel szemben (Uvikon 930 spektrofotométer, Kontron AG, Eching,
Germany). A H>O» tartalmakat, 0,1-5 mM H>O» koncentraciosorral készitett kalibracios gorbe

alapjan hataroztuk meg.

4.6. Lipidperoxidacio mértékének detektalasa

A lipidperoxidaci6 mértékének megallapitasahoz a folyamat egyik végtermékének, a
malondialdehidnek (MDA) mennyiségét hataroztuk meg, tiobarbitursavval vald reakcidojuk

alapjan (Ederli és mtsai., 1997). Benyo és mtsai. (2016) altal mddositott mddszert hasznalva
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50 mg ndvényi anyagot eldszor folyékony nitrogénben poritottunk, 0,5 ml 0,1% TCA-val
homogenizaltuk, majd a tovabbi lipidperoxidaci6 megakadalyozasara 50 ul 4% butilalt
hidroxitoluolt (BHT) adtunk hozza, ¢és centrifugaltuk (20 perc, 12000 g, 4°C). 0,25 ml
feliiliszohoz 1 ml tiobarbitursav/TCA keverékét adtunk (0,5%/20%), majd 30 percig
inkubaltuk 98°C-on blokk termosztatban, majd egységesen 1,5 ml-re egészitettiik ki. Az
abszorbanciat 532 nm-en mértiik, amit a 600 nm-nél mért nem specifikus értékkel korrigaltunk
(Uvikon 930 spektrofotométer, Kontron AG, Eching, Germany). Az MDA koncentraciot

155 mM™' cm! extinkcids koefficienssel (g) szamoltuk.

4.7. Antioxidans enzimek aktivitasanak meghatarozasa

Az antioxidans enzimek aktivitdsanak meghatarozasahoz koriilbeliil 250 mg névényi anyagot
homogenizaltunk jégen 1 ml 100 mM foszfat pufferben (pH 7,0), melyhez hozzdadtunk 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF) és 1% polivinilpolipirrolidont (PVPP) a fehérjék
védelmére, majd centrifugaltuk (20 perc, 12000 g, 4°C). A feliilusz6t hasznaltuk tovabb
enzimaktivitasok mérésére, melynek fehérjetartalmat Bradford (1976) moddszere alapjan
allapitottuk meg. Az enzimaktivitdisok meghatdrozasa minden esetben spektrofotometrids

modszerrel tortént az Uvikon 930 miiszer hasznalataval (Kontron AG, Eching, Germany).

4.7.1. Tioredoxin peroxidaz
A tioredoxin peroxidaz (TPOX; EC 1.11.1.15) aktivitds meghatdrozasahoz Horvath és mtsai.
(2015a) altal alkalmazott modszert vettiik alapul, néhany modositassal. Szubsztratként kumén
hidroperoxidot (CHP) hasznaltunk. A reakcioelegy tartalmazott 0,2 mM NADPH-t, 5 uM
rekombinans Arabidopsis tioredoxin h3-t (TRXh3), 0,1 uM rekombinans Arabidopsis NADPH
fliggo tioredoxin reduktaz a-t (NTRa), 50 pl enzim kivonatot és 0,25 mM szubsztratot 100 mM
Tris-HCI pufferben (pH 7,4) 1 ml mérési térfogatban. A rekombinans fehérjék E. coli BL21
baktériumokban lettek termeltetve Marty €s mtsai. (2009) modszere alapjan. A NADPH
fogyast 340 nm-en detektaltuk, és minden esetben korrigaltuk az értékeket szubsztratot nem
tartalmazo6 reakcidelegy mérésével, hogy kikiiszobdljiik a nem specifikus NADPH fogyast. 1 U

az az aktivitas, ami 1 perc alatt 1 nmol NADPH oxidaci6jara képes, €340 = 6,22 mM™! ecm’!.

4.7.2. Glutation peroxidaz

A glutation peroxidaz (GPOX; EC 1.11.1.9) aktivitast szintén Horvath és mtsai. (2015a) altal
hasznalt modszer alapjan mértiink. A reakcidelegy tartalmazott 4 mM GSH-t, 0,2 mM
NADPH-t, 0,05 U GR enzimet (Sigma-Aldrich, Baker’s yeast), 100 ul enzimkivonatot és
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0,5 mM CHP szubsztratot 100 mM foszfat pufferben (pH 7,0) 1 ml végtérfogatban. A NADPH
fogyast 340 nm-en detektaltuk, és minden esetben korrigaltuk az értékeket szubsztratot nem
tartalmazé reakcidelegy mérésével, hogy kikiiszoboljiik a nem specifikus NADPH oxidaciot.

1 U az az aktivitas, ami 1 perc alatt 1 nm6l NADPH oxidé4cidjara képes, €340 = 6,22 mM! cm™.

4.7.3. Glutation transzferaz
A glutation transzferaz aktivitast (GST; EC 2.5.1.18) egy mesterséges szubsztrat, az 1-klor-
2,4-dinitrobenzol (CDNB) segitségével hataroztuk meg, korabban leirt modszert hasznélva
(Horvath és mtsai., 2015a). A reakcidelegy tartalmazott 1 mM GSH-t, 100 pl enzim kivonatot
¢s 1 mM CDNB szubsztratot 100 mM foszfat pufferben (pH 6,5) 1 ml végtérfogatban. 340 nm-
en mértiik a CDNB-GS konjugatumok képzddését.1 U-nak hataroztuk meg azt az aktivitast,

amely 1 perc alatt 1 nmoél konjugatum eldallitasara képes, €340 = 9.6 mM™! ecm™.

4.7.4. Gvajakol peroxidaz
A gvajakol peroxidaz (POX; EC 1.11.1.7) aktivitast a 470 nm-en mértiilk gvajakol szubsztrat
oxidaciojaval keletkezd tetragvajakol keletkezésének detektdlasdval (Horvath és mtsai.,
2015b). A reakcidelegy tartalmazott 30 mM H>O»-t, 10 pl enzim kivonatot és 20 mM gvajakolt
50 mM foszfat pufferben (pH 7,0) 1,5 ml végtérfogatban. Azt az enzimaktivitast, amely 1 perc
alatt 1 umol tetragvajakol  képzddését katalizalta, 1 U-nak hatdroztuk meg,

€470 = 26.6 mM™! cm™.

4.7.5. Aszkorbat peroxidaz
Az aszkorbat peroxidaz (APX; EC 1.11.1.11) aktivitast Tari és mtsai. (2015) mddszere alapjan
hataroztuk meg. Ebben az esetben az extrakcios puffer 1 mM hozzaadott ASC-ot is
tartalmazott. A mérés soran 290 nm-en detektaltuk az ASC H>O»-fiiggd oxidacidjat. A
reakcidelegy tartalmazott 1 mM HzO»-t, 100 pl enzim kivonatot és 50 uM ASC-ot 50 mM
foszfat pufferben (pH 7,0) 1 ml végtérfogatban. 1 U volt az enzimaktivitas, ha 1 perc alatt az

enzim 1 nmdl ASC-ot oxidalt, €290 = 2.8 mM™' cm™.

4.7.6. Katalaz

A katalaz (KAT; EC 1.11.1.6) aktivitasat HoO> H>O-va valod bontdsaval hataroztuk meg,
240 nm-en detektalva (Horvath és mtsai., 2015b). A reakcidelegy tartalmazott 100 pl enzim
kivonatot €s 20 mM H>0»-t 50 mM foszfat pufferben (pH 7,0) 1,5 ml végtérfogatban. 1 U volt

az enzim aktivitasa, ha 1 perc alatt 1 pmol H>O-t bontott el, g240 = 43.6 M em™.
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4.8. Nem-enzimatikus antioxidans tartalom meghatarozasa

Az aszkorbat és glutation tartalmakat Horvath és mtsai. (2015a) altal hasznalt modszer alapjan
hataroztuk meg. Koriilbeliil 300 mg névényi anyagot 1,2 ml 5% TCA-ban homogenizéltunk,
majd centrifugalast (20 perc, 12000 g, 4°C) kovetden a feliiluszot hasznaltuk a mérésekhez.
Savas kozegben a glutation diszulfid (GSSG) keletkezése minimalis, igy alkalmas ez az
extraktum a kivonaskori redukalt-oxidalt molekula allapotok megdérzéséhez a mérések alatt.
Az optikai denzitasok meghatarozasahoz minden esetben az Uvikon 930 spektrofotométert

hasznaltuk (Kontron AG, Eching, Germany).
4.8.1. Aszkorbat tartalom

Az aszkorbat tartalmakat Law és mtsai. (1983) modszere alapjan hatdroztuk meg. Mivel a
modszer a redukalt aszkorbat tartalom detektalasara alkalmas, igy az 0ssz aszkorbat tartalom
méréséhez a feliiluszo 100 pl-ét 100 ul 10 mM ditiotreitol hozzaadasaval (DTT) redukaltuk
10 percig, majd 100 pl 0,5% N-etilmaleimid (NEM) hozzdadasaval inaktivaltuk a DTT-t,
alkilalva annak tiolcsoportjat. Redukalt aszkorbat (ASC) meghatarozasahoz kozvetleniil a
kezeletlen feliiluszot higitds utdn hasznaltuk. A tovabbiakban a mintakat ugyantigy kezeltiik,
hozzdadva 500 pl 10% TCA-t, 400 pl 43% foszforsavat (H3POs), 400 ul 4% 2,2°-bipiridilt,
valamint 200 pl 3% vas(Ill)-kloridot (FeCls). 1 6rdn keresztiil 37°C-on tortént inkubaciot
kovetden a mintak optikai denzitasat 525 nm-en detektaltuk ndvényi kivonatot nem tartalmazo
reakcioeleggyel szemben. A mennyiségeket 0,1-10 mM ASC koncentraciosorral készitett

kalibracios gorbe alapjan hataroztuk meg.

4.8.2. Glutation tartalom
A glutation tartalmak meghatarozasahoz egy, a GR enzim hasznalatin alapulo
spektrofotométerias modszert hasznaltunk (Griffith, 1980). Az 0ssz glutation tartalom
detektalasahoz kozvetleniil a feliiliszot hasznaltuk, mig az oxidalt forma (GSSG) mérésénél a
feliiliszobol vett mintat 2-vinilpiridinnel kezeltiik, mely képes elfedni a redukalt format (GSH).
A mérés 405 nm hullamhosszon detektalt GR enzimaktivitas meghatarozéasan alapul, a reakcio
tartalmazott 0.2 mM NADPH-t, 0.25 mM 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesavat (DTNB), 20 ul
kivonatot és 1 U GR enzimet (Sigma-Aldrich, Baker’s yeast) foszfat pufferben (0.1 M, pH 7.5)
1 ml végtérfogatban. A GSH mennyiségét az 6ssz glutation és GSSG kiilonbségébdl szamoltuk
ki. A mennyiségeket 0,01-20 uM GSSG koncentracios tartomanyban készitett kalibracios

gorbe alapjan hataroztuk meg.
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4.9. Glutation fiiggé redox potencial meghatarozasa

A glutation fliggd redox potencialt két moddszerrel hatdroztuk meg méréseink soran.
Kiszamolhaté a GSH/GSSG mennyiségek ismeretében, melyeket fotometridsan hataroztunk
meg. Ez az ugynevezett félcella redox potencidl (Enc), melyet Schafer és Buettner (2001) altal
kozol1t egyenletet hasznalva szamitottunk ki, ahol -240 mV a glutation redox par standard redox
potencialja 25°C-on és pH 7,0-n:
Epe = —240 — (59—1) + log <M>
2 [GSSG]

A masik lehetdség a redox szenzor zoOld fluoreszcens fehérje (roGFP2) hasznalataval
lehetséges. Ebben az esetben a roGFP2-t kifejez6 novényeket Olympus Fluoview FV1000 1ézer
pasztazd konfokalis mikroszkdp segitségével vizsgaltuk (CLSM; Olympus Life Science
Europa GmbH, Hamburg, Németorszag) (12. abra).

roGFP2redox = GRX1-roGFP2-t termel§ OLYMPUS konfokalis Kvantitativ Intenzitas ardny elemzés
szenzor fehérje Arabidopsisvonalak mikroszkép képelemzés (405 nm/488nm)

(ard ]

12. abra Redox potencial meghatirozasanak sematikus menete redox szenzitiv zold fluoreszcens fehérje (roGFP2)
hasznalataval Schwarzlander és mtsai. (2008) alapjan.

A roGFP2 redukaltsag fliggo gerjesztési spektruma
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13. abra A redox szenzitiv z6ld fluoreszcens fehérje (roGFP2) gerjesztési spektrumai kiilonboz6 redukaltsagi
allapotban. A kék vonal a maximum oxidalt allapotban, a piros vonal pedig a maximum redukalt allapotban

felvett gerjesztési spektrumot jeloli. A fluoreszcencia intenzitasokat 500-530 nm kozotti  emisszios
hullamhosszon detektaltédk (Meyer és Dick, 2010)
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A mintdkat két hulldmhosszon gerjesztettiik (405 nm ¢és 488 nm), majd az emittalt
fluoreszcenciat 500-530 nm kozott detektaltuk (73. abra). A két hullamhossznal gerjesztett
fluoreszcencia intenzitdsok alapjan szdmoltuk ki a glutation fiiggd redox potencialt. E18szor
ehhez meg kell hatarozni a szenzor oxidaltsaganak mértékét (OxD,oGrp2):

R — Ryeq
(28r5) s Ry = R) + (R = Rre)

I4880x

OxDyogrp =

, ahol R a mintan mért két hulliamhosszon gerjesztett intenzitds értékek aranya (Isos/lass), Rred @
10 mM ditiotreitollal (DTT) maximalisan redukalt mintan mért arany (l4osred/I488red), Rox az
5mM Aldritiol™-4-gyel (DPS) maximaélisan oxidalt mintan mért arany (Isosox/lssox). Ezt

kovetden az alabbi egyenletbdl szamithato glutation fiiggd redox potencial (Egsh):
2,303 R T
zxF

1 = 0xDyogrp2

Egsu = Er(')oGFP - ( ) *logio

OxDyogrp

, ahol E%.crr2 a roGFP2 molekula kozépponti redox potencialja, értéke -272 mV (pH 7,
szobahémérséklet), R az egyetemes gazallando (8,315 J*K *mol™!), T az abszolit hdmérséklet
(298,15 K), z az atadott elektronok szdma (2), F pedig a Faraday allando (96485 C*mol™')

(Schwarzlander és mtsai., 2008).

4.10. Génkifejezodés vizsgalata valés ideji Kkvantitativ polimeraz

lancreakcio segitségével (RT-qPCR)

Az Arabidopsis thaliana GPXL gének, valamint kivalasztott, stresszvalaszban fontos szerepet
jatszo gének expresszidjat valds idejli, kvantitativ polimerdz lancreakcid6 (RT-qPCR)
segitségével hataroztuk meg RNS kivonast kovetden, mely Benyd és mtsai. (2016) altal leirt
moddszerrel hataroztuk meg (NanoDrop; Eppendorf). Osszesen 1ug RNS-bsl 20 ul
végtérfogatban reverz transzkriptdzzal (Thermo Scientific), random hexamer primerek
felhasznalasaval szintetizaltunk cDNS-t. A cDNS-szintézis tisztasdganak ellendrzése céljabol
reverz transzkriptdz nélkiili kontroll reakcidkat is Osszedllitottunk, majd PCR segitségével
ellendriztiik a mintdk tisztasagat. Az RT-qPCR reakcidhoz higitott cDNS-t hasznaltunk
templatként, Luminaris Color HiGreen qPCR Master Mix, high ROX reakcidelegyet, és
primereket a gyarté utasitasait kovetve 10 pl végtérfogatban. A detektalas az ABI Prism 7900-
HT Fast Real-Time (Applied Biosystem, California, USA) késziilékkel tortént. A kisérletben
hasznalt primerek a mellékletben megtalalhatok (3. melléklet). Minden egyes RT-qPCR

mérést egy disszocidcios gorbe analizis is kovetett, mely minden esetben egy-egy termék
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meglétét igazolta egycstcsos keskeny kiemelkedés alapjan. Kisérleteinkben az aktin2
(At3g18780) gén expresszidja bizonyult konstansnak minden mintanal, igy ezt hasznaltuk
belsd kontrollnak a normalizélashoz (Papdi és mtsai., 2008). Az RT-qPCR mérés soran kapott
adatokat a tovabbiakban 2-42“Y modszer segitségével szamitottuk tovabb (Livak és Schmittgen,
2001), majd, hogy jobban atlathatdak legyenek az expresszios kiilonbségek, log, skala szerint
mindig az Arabidopsis thaliana Col-0 kontroll hajtas, vagy gyokér mintabol szdrmazo
értékeket vettiik 0-nak, és hotérképen abrazoltuk az adatokat. A piros arnyalatok repressziot, a

z0ld arnyalatok aktivalodast jeleznek.

4.11. Az AtGPXL fehérjék biokémiai jellemzése

4.11.1. Konstrukciok eloallitasa
Gateway® klonozassal hoztuk 1étre a fehérjetermeld konstrukcidkat a gyartod altal ajanlott
protokoll alapjan (Katzen, 2007). Elsé lépésként 3 Arabidopsis gént valasztottunk ki
(AtGPXL2, AtGPXL3 ¢és AtGPXLS), és attB rekombinacids felismerd helyet tartalmazé
oligonukleotidok (3. melléklet) segitségével a megfelelé szekvencidkat felamplifikaltuk.
Templatként a ludfiibol izolalt RNS-bdl atirt cDNS-eket hasznaltuk. Az AtGPXL3 esetén a
transzmembran régidt (elsé 34 aminosav) kodold szekvenciat kivettiik, mivel elézetes
kisérletek alapjan zavarta a fehérje termeltetését. Gélelektroforézises futtatast kovetden
tisztitottuk a termékeket, majd BP klonaz enzim hozzaadasaval pDONR201 vektorba juttattuk
azokat (35S promotert, kanamicin rezisztenciat tartalmazott). Az igy kapott plazmidokat
Escherichia coli DH5a baktériumokban szaporitottuk fel, majd izolalast kovetéen PCR
reakcioval ¢és szekvenaltatassal ellendriztiik. LR klondz segitségével pETG10a végleges
vektorba juttattuk a génkonstrukcidokat (T7/lacO promotert, 6His fuzidt, ampicillin
rezisztenciat tartalmazott). A plazmidok felszaporitasa E.coli DH5a sejtekben, és tisztitasuk
utan fehérjetermeltetésre alkalmas E. coli (BL21) Rozetta? vagy Origami sejtvonalakba

transzformaltuk Oket.

4.11.2. Rekombindns fehérjék tisztitasa
A rekombinans fehérjék tisztitasat De Col és mtsai (2017) 4ltal leirt moédszer alapjan végeztiik
kisebb modositasokkal. A fehérjetermeld konstrukciokat tartalmazo E. coli (BL21) Rozetta?
vagy Origami baktériumokat 100 uM ampicillinnel kiegészitett LB taptalajon (1% tripton,
0.5% ¢élesztd kivonat, 1% NaCl, 1,5% agar, pH 7.0) ndvesztettiik 37°C-on egy napon at. Ezt
kovetden ampicillines LB tapoldatban egy-egy telepbdl indit6 kultarat készitettiink. 10-10 ml
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indité kultarat adva 500-500 ml ampicillines LB tapoldathoz 37°C-on razatva novesztettiik a
kultardkat 600nm-en mért 0,8 optikai denzitdsig (OD). Mintavételt kovetéen 0,5 mM
izopropil-B-D-thiogalaktopiranozid (IPTG) hozzéadéasaval indukaltuk a fehérjék termelését, a
kulturdkat tovabbi 24 o6ran keresztiil 15-20°C-on réazattuk. A sejteket centrifugalassal
begytjtottikk (10 perc, 8000 g, 4°C), majd pufferben visszaoldottuk (50 mM Tris-HCI,
250 mM NaCl, pH 7,4), hozzaadva 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluoridot (PMSF). A sejtek
feltarasahoz és a nukleinsavak bontasahoz lizozimet, és DNaz enzimet hasznaltunk fél 6ran
keresztiil, majd jeges vizben torténd szonikalast kovetden centrifugaltuk a fehérje oldatot
(20 perc, 21000 g, 4°C), hogy megszabaduljunk a tormeléktdl. A tovabbiakban a feliiliszot
40 um porusatmérdjii sziirén szirtiik, majd HiTrap™ oszlopra vittiik fel. Mivel a termelt
fehérjéink 6 His fuzds aminosavcsoportot tartalmaztak a C-termindlis véglikon, ennek
segitségével képesek kotddni az oszlop nikkel ionnal t61tétt szemeséihez. 20 mM imidazollal
kiegészitett pufferes mosast kovetden (50 mM Tris-HCI, 250 mM NaCl, pH 7,4) a fehérjénket
200 mM imidazollal kiegészitett pufferrel elualtuk. Az oszloprol lemosott frakciokbol,
valamint a mar kordbban az inkubéci6 soran vett mintdkat SDS poliakrilamid
gélelektroforézisen ellendriztiikk. A frakciok fehérjetartalmat Bradford moddszere alapjan

allapitottuk meg (Bradford, 1976).

4.11.3. Szubsztrat specifitas meghatdarozdsa
A rekombinans GPXL enzimek szubsztrat specifitdsanak meghatarozasat injektorral ellatott
,plate reader” spektrofotométer (FLUOstar® Omega, BMG Labtech, Ortenberg, Germany)
segitségével végeztiik. A reakcioelegy tartalmazott 10 pM rekombinans GPXL enzimet, 1 uM
NADPH-fiigg6 tioredoxin reduktaz-a-t (NTRa) vagy glutation reduktazt (GR), 10 uM
tioredoxint (TRXh2, TRXh3 vagy TRXh9) vagy 0,5 mM redukalt glutationt (GSH), 0,4 mM
NADPH-t, valamint 0,2 mM H202-t, kumén hidroperoxidot (CHP), vagy terc-butil-
hidroperoxidot (TBH) 100 mM Tris-HCI pufferben (pH 7,4) 100 pl végtérfogatban. A reakcid
a beépitett injektor segitségével vald szubsztrat hozzdadasaval indult, kontrollként a
reakcioelegy egyes OsszetevOit nem tartalmazd reakciokat is Osszeallitottunk. A NADPH
oxidaciot 340 nm-en detektaltuk, az aktivitast elézetes 0-1 mM NADPH kalibracié alapjan
szamitottuk ki. 1 U-nak vettiik az 1 perc alatt 1 nmol NADPH oxidacidjara képes enzim
aktivitasat. Tovabbi vizsgélatra kivalasztottuk a rekombinans AtGPXL8 enzimet, mely esetén
a kapott aktivitds adatokbol kiilonb6z0 szubsztrat koncentracioknal Michaelis- Menten

kinetikai paramétereket hataroztuk meg (maximalis reakciosebesség, vuar; Michaelis-Menten
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allando, Ku), ezen kiviil alkalmaztuk a Lineweaver-Burk féle linearizalt abrazolasi modot is

(14. abra).
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14. abra Michaelis-Menten féle enzimkinetika (balrél), valamint annak Lineweaver-Burk féle linearizalt abrazolasa (jobbrol).
Ku: Michaelis-Menten allandd, ami a maximalis sebesség feléhez tartozo szubsztrat koncentracio; v: reakcidosebesség; vimax:
maximalis reakciosebesség; [S]: szubsztrat koncentracié (Wunderlich és Szarka, 2014).

4.12. Promoter analizis

Az AtGPXL gének szekvencidit a The Arabidopsis Information Resource (TAIR)
adatbazisadban (https://www.arabidopsis.org) azonositottuk. A tovabbi vizsgalat céljabol a
szekvencidk start kodon el6tti maximum 1,5 kbp hosszi szakaszan cisz-haté elemeket
kerestink a PlantCARE  (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/)

adatbazisban.

4.13. Korrelacios analizis

A kiilonb6zd fiziologiai paraméterek kozotti korrelaciok megallapitasdhoz Pearson-féle
korrelaciés analizist végeztiink R program segitségével (http://www.R-project.org). A kapott
értékek +1 és -1 kozott valtoznak, ahol a sz€1s6 (+1 €s -1) értékek jelzik a nagy mértékli pozitiv
vagy negativ korrelaciot az O0sszehasonlitott paraméterek kozott. A 0-hoz kozelitd értékek
viszont a koztiik 1év6 korrelacié gyenge mértékét vagy hidnyat jelentik. Korrelaciés matrixban
a piros szinek a negativ, a kék szinek a pozitiv korreldciot mutatjak, az arnyalatok pedig a

korrelaciok mértékére utalnak.
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4.14. Statisztikai analizis

A kisérleteket minimum harom bioldgiai ismétlésben végeztiik el, legalabb 3-3 parhuzamos
méréssel. A dolgozatban bemutatott adatok a bioldgiai ismétlések Osszevont adataibol
szamitott atlag értékek a hozzad tartozd szorassal (standard error, £ SE). A vizsgalati
eredmények matematikai, statisztikai feldolgozasat és kiértékelését a SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc, USA) szoftverrel végeztiik. A kontrolltél vagy vad tipustol valé kiillonbségeket
Student-féle t-proba segitségével hataroztuk meg (minden kisérletben kiilon jeldlve), ahol a

szignifikans kiilonbségeket az alabbiak szerint jeloltiik: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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5. Eredmények

5.1. Rekombinans GPXL fehérjék aktivitasa

Az Arabidopsis GPXL enzimek (oxidativ) stressz valaszban betoltott szerepének
vizsgalata/tanulmanyozasa soran meghataroztuk az Escherichia coli BL21 sejtekben
termeltetett rekombinans GPXL2, -3 ¢és -8 izoenzimek szubsztrat specifitasat. Kiillonb6zo
peroxidok (H202, kumén hidroperoxid (CHP) és terc-butil hidroperoxid (TBH)) lebontasanak
hatékonysagat néhany tioredoxin és glutation redukalé komponens jelenlétében hasonlitottuk
Ossze (I15. abra). A kapott eredmények azt mutatjak, hogy a TRXh2 és NTRa, valamint a
TRXh3 ¢s NTRa redukal6 rendszerek jelenlétében igen, mig TRXh9 és NTRa, valamint GSH

¢s GR jelenlétében a GPXL enzimek nem képesek a vizsgalt peroxidok hatékony lebontasara.

a ) Rekombinans GPXL enzimek aktivitasa b) Rekombinans GPXL enzimek aktivitasa
TRXh2 és NTRa jelenlétében TRXh3 és NTRa jelenlétében
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15. abra Rekombinans Arabidopsis glutation peroxidaz szerli (GPXL) enzimek aktivitasa kiilonb6z6 szubsztratok (H20x,
kumén hidroperoxid, terc-butil hidroperoxid) és kiilonbdz6 redukalo rendszerek a) tioredoxin-h2 (TRXh2) és NADPH fliggd

tioredoxin reduktaz-a (NTRa), b) tioredoxin-h3 (TRXh3) és NTRa, ¢) tioredoxin-h9 és NTRa, valamint d) glutation (GSH)
és ¢lesztd glutation reduktaz (GR) jelenlétében. Atlag+SE, n=6.

Mivel mindharom rekombindns enzim hasonlé aktivitasokat mutatott, igy a nagyobb
mennyiségben rendelkezésiinkre all6 GPXL8 enzimkinetikai paramétereit hataroztuk meg
H>O2 és CHP szubsztratot hasznalva (16. dbra) A reakcidelegy redukald rendszerként

rekombinans TRXh3 és NTRa enzimeket tartalmazott.
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AtGPXLS specifikus aktivitas AtGPXLS specifikus aktivitas
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16. abra Rekombinans glutation peroxidaz szerti enzim 8 (GPXLS8) enzimkinetikdjanak vizsgalata H2O2
és kumén hidroperoxid (CHP) szubsztratok jelenlétében. Rekombinans GPXLS aktivitasa kiilonbozo

kinetikaja ¢) H202 szubsztrattal d) CHP szubsztrattal ) f) A gorbék alapjan GraphPad6.0 programmal
szamoltatott maximalis sebesség (Vmar) és Michaelis allando (Ku) értkek. GPXL8 enzim kinetikajanak
Lineweaver-Burk féle linearizacioja g) H202 szubsztrattal és h) CHP szubsztrattal. i) j) az egyenesek
egyenletébdl szamitott Ve (nmol*min-*mg protein™) és Ky (uM) értékek. Atlag+SE, n=6.
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GraphPad6.0 segitségével Michaelis-Menten gorbét illesztettlink, majd a program segitségével
szamoltunk maximalis sebességet (Vmax) €és Michaelis allandokat (Ku). Ezen kiviil a
Lineweaver-Burk féle linearizalt brazolas segitségével kapott egyenlet alapjan is kiszamoltuk
ezeket az értékeket. Hasonldak a két szubsztrattal kapott maximalis aktivitdsok, kicsi
kiilonbség a Ky allandoban van, ami a maximalis aktivitds feléhez tartozo szubsztrat
koncentraciot jelenti, mely ebben az esetben CHP szubsztrattal alacsonyabb, tehat kevesebb
szubsztrat is elég a maximalis aktivitds 50%-anak elérésé¢hez. Ez azt jelzi, hogy a szerves

hidroperoxidhoz nagyobb az AtGPXLS affinitdsa, mint a H>O»-hoz.

5.2. AtgpxI T-DNS inszercios mutansok fiziologiai vizsgalata

Az AtGPXL izoenzimek s6- és ozmotikus stressz valaszban betoltott fiziologia szerepét
inszercios mutansok segitségével (4tgpx/1-8) vizsgaltuk. 100 mM NaCl-dal, illetve 200 mOsm
polietilén glikollal (PEG6000) egészitettiik ki a 6 hetes, hidropdnikusan nevelt Col-0 vad tipus
¢s Atgpx] mutins ndvények tapoldatdt, majd két napig tartd kezelést kovetden
Osszehasonlitottuk a novények rozettajanak maximalis &tmérdjét, valamint gyokérhosszat (17.

dbra).
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17. abra Hidropdnikusan nevelt 6 hetes Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és mutans ndvények maximalis rozetta
atmérdjének és gyokér hossz értékeinek atlaga és szorasa (SE, n=6) kontroll koriilmények kozott, valamint 2 nap 100 mM
NaCl vagy 200 mOsm polietilén glikol 6000 (PEG) kezelés utan. Statisztikai elemzés soran a mutans ndvények értékeit mindig

a Col-0 értékeivel vetettiik 6ssze Student-féle t-proba segitségével, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeldltiik az alabbi
szintek szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Altalanossagban megallapithato, hogy a vad tipus és mutans névények novekedése hasonld

volt (1. melléklet, 2. melléklet), habar az Atgpxl6 kivételével a mutans ndvények rozettdja
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kontroll koriilmények kozott nagyobb volt, mint a vad tipusé, stressz kezelést kovetden
azonban nem volt szignifikans kiilonbség kozottik. A mutans novények gyokérhossza
altalaban hasonlo6 volt a Col-0-hoz, &m az Atgpx/2 és Atgpxl5 esetében kontroll koriilmények
kozott rovidebbek voltak a fégyokerek (17. abra).

Mivel a glutation peroxidazok egyik feladata a H>O» és szerves peroxidok lebontésa, igy
lipidperoxidacio mértékét jelz6 MDA tartalmakat (I8. abra; 19. abra). Altalinossagban
elmondhat6, hogy a gyoOkerekben koriilbeliil fele mennyiségii MDA mutathaté ki, illetve
tizedannyi H,O; szinteket detektaltunk a hajtasokban mértekhez képest.

Kontroll koriilmények kozott az Atgpxi4, -5, -6, -7 novények hajtasdban és az Atgpxl5, -8
mutansok gyokerében szignifikansan magasabb H,O» szinteket detektaltunk, azonban az MDA
tartalmakban nem volt eltérés. 150 mM NaCl kezelés nem emelte meg a peroxid szinteket sem
a hajtasban, sem a gyokérben, viszont 200 mOsm PEG hatasara mind a H>O», mind a MDA
szintek jelentdsen, két-haromszorosara emelkedtek a hajtasokban, kivétel ez alol az Atgpx(2 és
-8 mutansok, melyekben a vad tipusnal alacsonyabb H2O: értékeket detektaltunk. A novények
gyokereiben nem tapasztaltunk lipidperoxid tartalom emelkedést PEG kezelésre, sot, az
Atgpxll mutansban még csokkent is a MDA szint. A H>O» tartalom viszont néhany névény
esetében megemelkedett, szignifikdnsan csak az Azgpx/6 esetében.

Mivel a vizsgalt paraméterek alapjan a mutdns ndvények nem minden esetben voltak
érzékenyebbek a stresszkezelésekre, kivancsiak voltunk, vajon ennek hatterében allhat-e egyéb
védekezd mechanizmusok aktivalodasa. Ezen vizsgalatok elso Iépéseként megmeértiik a 6 hetes
ludfiivek aszkorbat és glutation tartalmat (18. abra; 19. abra), illetve ezen antioxidansok
redukélt és oxidalt formdjanak mennyiségét. A mért redukalt (GSH) ¢és oxidalt (GSSG)
glutation tartalmakbol fél cella redox potencidlt (Enc) szamitottunk, ami kozelitéleg megadja a
novények redox allapotat (18. abra; 19. abra). A hajtasokban megkdzelitdleg haromszoros
mennyiségli aszkorbat, és OtszOrés mennyiségii glutation szinteket mértiink. Ezen kiviil a
hajtasok szamitott redox potenciélja altalaban negativabb volt a gyokerekéhez képest.
Kontroll koriilmények kdzott a mutans hajtasok dssz aszkorbat tartalma alacsonyabb volt a vad
tipusnal, kivétel ez alol az Atgpxl6, ahol szignifikdnsan magasabb volt az aszkorbat szint,
rdadasul a gyokerében is. Ezen kiviil az Azgpxi3 és -5 novények gyokerében megemelkedett,
mig az Atgpxl1, -7 és -8 gyokereiben lecsokkent 6ssz aszkorbat értékeket detektaltunk. Az 6ssz
glutation tartalom kontroll allapotban az A¢gpxl5, -6 és -7 mutansok hajtasaban szignifikdnsan

magasabb volt a Col-0-hoz képest, mig a gyokerekben az 6sszes mutans névény esetében joval
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magasabb glutation mennyiségeket mértiink a vad tipushoz képest, kivétel ez alol az Atgpxi2,
ahol ez nem volt szignifikdns emelkedés. A szamitott Eyc értékek a mutans ndvények esetében
azonban negativabbak voltak, tehat redukaltabb volt a redox allapotuk a vad tipushoz képest,
az Atgpxl2, -3 és -8 mutansok gyokerében, valamint az Atgpx/2 hajtdsdban nem volt
szignifikans a kiilonbség.
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18. abra Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és gpx/ mutans névények hajtasaban mért fizioldgiai paraméterek értékeinek
atlaga és szorasa (SE, n=9-12) kontroll koriilmények kozott, illetve két napos 100 mM NaCl, vagy 200 mOsm PEG kezelés
utan: a) b) ¢) Malondialdehid tartalmak d) e) f) H2O: tartalmak g) h) i) Aszkorbat tartalmak, az oszlopok als6 része a
redukalt, a fels6 sotét része az oxidalt forma mennyiségét mutatja j) K) I) Glutation tartalmak az oszlopok also része a redukalt,
a felsd sotét része az oxidalt forma mennyiségét mutatja m) n) 0) A glutation tartalmakbol szamitott fél cella redox potencial
(Ene), a pozitivabb értékek nagyobb oxidaltsagi allapotot mutatnak. Statisztikai elemzés soran a mutans novények értékeit
mindig a Col-0 értékeivel vetettilk 6ssze Student-féle t-proba segitségével, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltiik
az alabbi szintek szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

42



Kontroll 100 mM NacCl 200 mOsm PEG
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19. abra Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és gpx! mutans novények gydkerében mért fiziologiai paraméterek értékeinek
atlaga és szorasa (SE, n=9-12) kontroll koriilmények kozott, illetve két napos 100 mM NaCl, vagy 200 mOsm PEG kezelés
utan: a) b) ¢) Malondialdehid tartalmak d) e) f) H2O> tartalmak g) h) i) Aszkorbat tartalmak, az oszlopok alsé része a
redukalt, a fels6 sotét része az oxidalt forma mennyiségét mutatja j) K) I) Glutation tartalmak az oszlopok also része a redukalt,
a felsd sotét része az oxidalt forma mennyiségét mutatja m) n) 0) A glutation tartalmakbol szamitott fél cella redox potencial
(Enc), a pozitivabb értékek nagyobb oxidaltsagi allapotot mutatnak. Statisztikai elemzés soran a mutans névények értékeit
mindig a Col-0 értékeivel vetettilk 6ssze Student-féle t-proba segitségével, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltiik
az alabbi szintek szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Kezelések hatdsara teljesen eltéréen valtoztak a nem-enzimatikus antioxidéns tartalmak a
hajtasokban, illetve gyokerekben. 150 mM NaCl kezelés hatdsara a hajtdsokban nem, a
gyOkerekben viszont megemelkedett az Ossz aszkorbat tartalom. Mivel a Col-0 novények
hajtasaban a kezelés hatasara még le is csokkent az aszkorbat szint, a mutansokban pedig nem

valtozott, ennek kovetkeztében a mutansok aszkorbat tartalma szignifikdnsan magasabb volt a
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vad tipushoz képest, kivéve az AtgpxI2-t. A mutansok gyokerében szintén magasabb aszkorbat
értékeket mértlink mint a vad tipusban, kivétel ez aldl az Atgpxll és -4, amelyek nem
kiilonboztek.

200 mOsm PEG kezelés hatdsara viszont a hajtdsok aszkorbat tartalma emelkedett meg
jelentdsen, a legtobb mutans esetén még nagyobb mértékben is, kivéve az Atgpxl6-ot, amiben
hasonld volt a vad tipushoz, illetve az Atgpxli-t, amiben viszont csak kisebb mértékben
emelkedett az aszkorbat szint, igy alacsonyabb volt a vad tipushoz képest. Ezzel ellentétben a
novények gyokerében PEG kezelés hatdsdra lecsokkent az aszkorbat mennyiség, ¢és
drasztikusan megnoétt az oxidalt forma (DHA) ardnya, Atgpx/I, -3 és -7 mutansokban még
nagyobb mértékben is mint Col-0-ban. Az 0ssz glutation tartalom sokezelésre az AtgpxI3, -4
¢és -7 mutansok hajtasaban megemelkedett, és szignifikdnsan magasabb volt a vad tipusnal. A
NaCl kezelés altaldban megemelte a gyokerek Ossz glutation mennyiségét, viszont a
mutansoknal kisebb mértékben, igy Atgpxi2, -5, -6 és -8 esetén az 0Ossz glutation szint
szignifikansan alacsonyabb volt a vad tipusnal mérthez képest. PEG kezelésre hasonléan az
aszkorbat tartalmakhoz, a glutation tartalmak is megemelkedtek a hajtdsokban és lecsokkentek
a gyokerekben. Az Atgpx/8 hajtasdban a glutation mennyiség csak kis mértékben emelkedett
meg, igy végiil szignifikansan alacsonyabb volt a vad tipushoz képest, viszont az Azgpx/1 és -3
kivételével a mutansoknal szignifikansan nagyobb glutation szinteket mértiink. A PEG
indukalta ozmotikus stressz eredményeképp a mutans gydkerek glutation tartalma lecsokkent,
igy Atgpxl-4 és -5 kivételével szignifikansan alacsonyabb értékeket mértiink a Col-0-hoz
képest. A szamitott Enc érték NaCl kezelés hatdsara néhany mutans hajtdsanal magasabb volt
(Atgpxll ¢és -8; kb -240 mV). Masoknal (AtgpxI3, -4 és -7, -274 mV ¢és -283 mV kozott)
negativabb, mig gyoOkerek esetében az Atgpxll, -2, -4 ¢és -8 mutansokndl szignifikansan
negativabb (kb. -250 mV) redox potencidlokat tapasztaltunk a GSH ¢és GSSG formak
aranyanak eltolodasabol adodoan. PEG kezelésre altalaban a hajtasok és gyokerek ellenkezden
reagaltak, hajtasok redukaltabb, gyokerek valamivel oxidaltabb allapotban voltak. Az
ozmotikus stressz hatdsara az Atgpx/2 és -4 hajtasaban a Col-0-hoz képest magasabb (-267 +
0,4 mV és -270 = 0,6 mV), az Atgpx/3 és -6 esetén alacsonyabb (kb. -290 mV) Ex értékeket
szamitottunk. Ezzel szemben az Atgpx/4 gydkerében negativabb (-239 + 2,3 mV) az Atgpxl1, -
2, -3 és -7 esetén a vad tipushoz képest oxidaltabb redox potencialt tapasztaltunk PEG kezelés
utdn, ami ezen mutans novények kisebb tolerancidjat jelzi ozmotikus stresszre.

Az enzimatikus antioxidansokban bekovetkezett valtozas vizsgalata soran meghataroztuk még

a glutation peroxidaz (GPOX), glutation transzferdz (GST), gvajakol peroxidaz (POX),
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aszkorbat peroxidaz (APX) és katalaz (KAT) enzimek aktivitdsat (20. abra; 21. abra).
Altalanossagban elmondhaté, hogy a gydkerekben a specifikus enzimaktivitasok magasabbak,

mint a hajtasokban.

Kontroll 100 mM NacCl 200 mOsm PEG
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20. abra Arabidopsis thaliana vad tipusu (Col-0) és gpx/ mutans novények hajtasaban mért antioxidans enzimek aktivitasai
(atlag + SE, n=9-12) két napos 100 mM NaCl illetve 200 mOsm PEG kezelést kovetéen: a) b) ¢) Tioredoxin peroxidaz
(TPOX) specifikus aktivitas d) e) f) Glutation peroxidaz (GPOX) specifikus aktivitas g) h) i) Glutation transzferaz (GST)
specifikus aktivitas j) K) I) Gvajakol peroxidaz (POX) specifikus aktivitds m) n) 0) Aszkorbat peroxidaz (APX) specifikus
aktivitas p) q) r) Katalaz (KAT) specifikus aktivitds Statisztikai elemzés soran a mutins névények értékeit mindig a Col-0
értékeivel vetettiik 0ssze Student-féle t-proba segitségével, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jeloltiik az alabbi szintek
szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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Kontroll 100 mM NacCl 200 mOsm PEG
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21. abra Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és gpx/ mutans névények gyokerében mért antioxidans enzimek aktivitasai
(atlag + SE, n=9-12) két napos 100 mM NaCl illetve 200 mOsm PEG kezelést kovetéen: a) b) ¢) Tioredoxin peroxidaz
(TPOX) specifikus aktivitas d) e) f) Glutation peroxidaz (GPOX) specifikus aktivitas g) h) i) Glutation transzferaz (GST)
specifikus aktivitas j) K) 1) Gvajakol peroxidaz (POX) specifikus aktivitis m) n) 0) Aszkorbat peroxidaz (APX) specifikus
aktivitas p) q) r) Katalaz (KAT) specifikus aktivitas Statisztikai elemzés soran a mutins novények értékeit mindig a Col-0
értékeivel vetettilk 6ssze Student-féle t-proba segitségével, a szignifikans kiilonbségeket csillagokkal jel6ltiik az alabbi szintek
szerint: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

A TPOX aktivitast CHP szubsztrat és rekombindns TRXh3 és NTRa redukdlé rendszer
segitségével hatdroztuk meg, a hozzdadott NADPH fogyasat detektalva. A hajtasban (5,85 —
17,73 U/mg fehérje) és gyokérben (5,96 — 25,69 U/mg fehérje) mért TPOX aktivitasok
nagysagrendben hasonloak (20. abra; 21. abra). Kontroll koriilmények kozott a legtobb
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mutans hajtasdban szignifikansan alacsonyabb TPOX aktivitast detektaltunk a vad tipushoz
képest, kivéve az Atgpxl5 és -7 mutansokban. Ez igazolhatja a GPXL enzimek TPOX
aktivitdsast. Viszont gyoOkerek esetében csak az Azgpx/2 mutansnal volt alacsonyabb az
aktivitas érték a Col-0-val dsszehasonlitva. Sokezelés hatasara a hajtdsban megemelkedett a
TPOX aktivitas, viszont nem volt szignifikans kiilonbség a novények értékei kozott. Ellenben
gyokérben csupan a vad tipusban és az Atgpx/7-ben emelkedett meg az aktivitas, az Atgpxl1, -
2, -3, -4 és -6 mutansokban szignifikansan alacsonyabb értékeket kaptunk. PEG kezelés okozta
ozmotikus stressz hatdséara a legtobb hajtasban megemelkedett a specifikus TPOX aktivitas,
leginkdbb a vad tipusban, viszont az Atgpxll és -4 novényekben alacsonyabb volt, sot, az
Atgpxl8 mutansban alig indukalédott (9,1+0,7 U/mg fehérje), a vad tipusu hajtasok
aktivitdsanak (16,6+4,4 U/mg fehérje) csupéan fele volt. Ezzel ellentétben gyokérben viszont
vagy nem volt kiillonbség, vagy még magasabb is volt az aktivitas a vad tipushoz képest az
Atgpxl4 és -5 esetén.

A GPOX aktivitasokat is CHP szubsztrat jelenlétében, azonban GSH ¢s ¢lesztd GR redukalo
rendszer segitségével hatdroztuk meg. Hajtasban 17-22 U/mg fehérje kozotti aktivitasokat, mig
gyokérben 47-73 U/mg fehérje értékeket detektaltunk, melyek PEG kezelés hatdsara 133 U/mg
fehérjéig emelkedtek meg. Legtobb esetben nem volt szignifikans kiilonbség a mutansok és a
vad tipus kozott, bar néhany mutansban a Col-0-t6]l magasabb aktivitast mértiink (kontroll
Atgpxl6 és -7, valamint PEG kezelt Atgpx[2, -4 és -6 gyokerekben).

GPOX aktivitassal tobb GST izoenzim is rendelkezik. A GST aktivitast CDNB szubsztrattal
meghatarozva nem talaltunk kiilonbséget a kontroll koriilmények kozott nevelt vad tipus és
mutans ndvények GST aktivitdsaban, azonban sdkezelést kdvetden az Atgpxi2, -3, -4, -7 és -8
mutansok gyokerében magasabb, mig PEG kezelésre az Argpx[§-ban jelentésen magasabb
aktivitdsokat mértiink.

A vizsgalt genotipusok POX aktivitasaban sem talaltunk jelentOs eltéréseket, bar az Atgpxl4
hajtdsaban ¢és gyokerében valamint az Atgpxl5 hajtdsdban kontroll koriilmények kozott is
szignifikdnsan magasabb volt a POX aktivitas. Az alkalmazott NaCl kezelés kisebb, mig a PEG
kezelés jelentds POX aktivitds indukcidt valtott ki a ndvények hajtdsdban, azonban a
gyokereket vizsgalva csak az Atgpxl6 esetében kovetkezett be ilyen mértékli aktivalodas.

Az APX aktivitdsa azonban jelentdsebben valtozott a mutins ndvényekben. Kontroll
koriilmények kozott hajtdsban inkabb magasabb, gyokérben inkébb alacsonyabb értékeket
mértiink. Kezelések hatasara a gyokérben megemelkedett az APX aktivitas, PEG kezelésre a

mutansokban nagyobb mértékben, 6sszhangban a mért DHA mennyiségekkel (19. abra).
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A KAT aktivitasanal mas volt a helyzet, kontroll allapotban Azgpx/2 €s -3 mutansok hajtasaban
valamivel alacsonyabb értékeket mértiink. Sokezelésre a hajtdsokban mért aktivitds, PEG
kezelésre viszont inkabb a gyokerekben mért emelkedett meg. Néhany esetben jobban (4zgpxl4
gyokér), mig mas esetben kevésbé (Atgpx/2, -3 és -7 hajtas, valamint Atgpx[6 és -7 gyokér).

Az AtGPXL gének expressziojat RT-qPCR-rel vizsgalva a 6 hetes kontroll Col-0 ndvények
hajtdsaban ¢és gyokerében vizsgalt expressziok alapjan a hajtdsokban magasabb a GPXL
transzkript szint (1. tablazat). A megallapitott sorrend a vizsgélat alapjan csokkend expresszios
érték szerint a hajtasban AtGPXLI, -2, -8, -7, -6, -5, -3 és -4, a gyokérben pedig AtGPXL2, -8,
6, -1, -5, -3, -7 ¢és -4. Mutansokat vizsgalva az adott GPXL gének expresszioja jelentdsen
lecsokkent, ez alol kivételt csak az Atgpxli-es jelent, amely esetében a T-DNS beépiilésének
helye a 3 szabalyozo6 régidban van (6. abra), igy ebben az esetben a keletkez6 mRNS-re a

mutécio valoszintileg csak kis mértékben hat.

1. tablazat Arabidopsis thaliana Col-0 és Aigpx] mutins ndvényekben kontroll koriilmények kozott vizsgalt gének 2-4Ct
expresszios értékeinek atlaga normalizacié nélkiil. A magasabb értékek magasabb expresszios szintet jelolnek.

GPXL1 GPXL2 GPXL3 GPXL4 GPXL5 GPXL6 GPXL7 GPXL8 DREB2A  DREB2B MYB2 mycz NCED3

HAJTAS

Col-0 1.0569 0.4199 0.0086 0.0005 0.0167 0.0202 0.0242 0.0449 0.1019 0.0061 0.0249 0.9220 0.0694
Atgpxl1 0.5786 0.1881 0.0060 0.0002 0.0120 0.0134 0.0208 0.0308 0.1279 0.0047 0.0231 1.4171 0.1933
AtgpxI2 0.8698 0.0139 0.0066 0.0003 0.0120 0.0140 0.0353 0.0460 0.0795 0.0043 0.0589 1.8833 0.4607
AtgpxI3 0.9922 0.2159 0.0004 0.0004 0.0107 0.0092 0.0550 0.0359 0.0970 0.0019 0.0202 1.8363 0.2687
Atgpxl4 0.3213 0.1351 0.0100 ND 0.0107 0.0089 0.0068 0.0510 0.3245 0.0105 0.0569 0.9111 0.1091
AtgpxI5 0.4434 0.2276 0.0058 0.0003 0.0064 0.0139 0.0154 0.0307 0.3386 0.0069 0.0625 1.3187 0.2023
Atgpxl6 0.9940 0.2434 0.0081 0.0002 0.0163 0.0039 0.0275 0.0455 0.3237 0.0079 0.0159 1.7274 0.4695
AtgpxI7 0.6978 0.3251 0.0115 0.0004 0.0137 0.0283 0.0058 0.0505 0.3533 0.0078 0.0546 1.7750 0.4129
AtgpxI8 0.3662 0.3312 0.0063 0.0001 0.0061 0.0170 0.0083 0.0001 0.3883 0.0133 0.0767 0.7074 0.0796

GYOKER

Col-0 0.0104 0.0312 0.0038 0.0004 0.0081 0.0133 0.0008 0.0273 0.0404 0.0043 0.0081 0.2956 0.0032
AtgpxI1 0.0107 0.0287 0.0026 0.0005 0.0063 0.0085 0.0006 0.0174 0.0464 0.0046 0.0324 0.5018 0.0044
AtgpxI2 0.0092 0.0001 0.0033 0.0010 0.0063 0.0079 0.0018 0.0300 0.2023 0.0087 0.0740 0.5809 0.0205
AtgpxI3 0.0131 0.0180 0.0001 0.0006 0.0053 0.0088 0.0011 0.0278 0.3534 0.0094 0.1259 0.9553 0.0212
Atgpxl4 0.0125 0.0232 0.0029 ND 0.0071 0.0209 0.0009 0.0273 0.5342 0.0165 0.1276 0.5338 0.0094
AtgpxI5 0.0089 0.0119 0.0017 0.0005 0.0021 0.0074 0.0005 0.0232 0.3424 0.0178 0.1118 0.4826 0.0119
Atgpxl6 0.0170 0.0337 0.0024 0.0008 0.0058 0.0005 0.0013 0.0275 0.1485 0.0088 0.0448 0.5506 0.0062
Atgpxl7 0.0302 0.0295 0.0070 0.0006 0.0085 0.0100 0.0002 0.0313 0.1547 0.0097 0.0326 0.5267 0.0046
AtgpxI8 0.0316 0.0448 0.0047 0.0006 0.0056 0.0093 0.0015 0.0001 0.2822 0.0046 0.0340 0.5073 0.0050

Egyidejiileg tobb AtGPXL gén indukcidjat vagy down-regulaciojat fedeztiink fel néhany
mutans esetében, példaul az Atgpxl4 és -8 hajtasaban, valamint az A¢tgpxl5 gydkerében kontroll

koriilmények kozott (22. abra).
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22. abra Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és gpx/ mutans névények hajtasaban és gyokerében kontroll koriilmények
kozott, illetve két napos 100 mM NaCl, vagy 200 mOsm PEG kezelés utan mért GPXL és stressz valaszban szerepld
transzkripcids faktorok, valamint abszcizinsav bioszintézis génjeinek relativ expresszid atlag értékeinek log> abrazolasa
hoétérképen a megadott skala szerint. A z6ld szinarnyalatok indukciot, a pirosak repressziot jeldlnek.
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Az Atgpxl8 hajtdsaban a mutans génnel egyiitt lecsokkent az AtGPXLI, -4, -5 és -7 gének
expresszioja. Két napos 100 mM NaCl kezelés hatasara a vad tipusu novények hajtasadban
leginkabb az AtGPXL6 gén indukélodott, kisebb mértékben az AtGPXL2 és -8 is, viszont az
AtGPXLI és -4 gatloédott. Ugyanaezen sokezelés hatdsara a gyokérben az AtGPXLI, -3 és -8
gének emelkedett transzkript szintje volt a jellemz0. Az izoozmotikus PEG kezelés hatasara az
AtGPXL4 expresszios szintje a Col-0 hajtdsaban és gyokerében egyarant megemelkedett,
viszont a gyokérben az AtGPXL5 géné lecsokkent. A mutans novények bizonyos mértékben
hasonldan reagéltak, sostressz hatdsara a hajtasukban az AtGPXL6 indukalddott, kivétel ez alol
¢rtelemszerlien az Atgpxl6 mutanst, de az AtGPXL2 és -8 indukcidja helyett inkdbb az
AtGPXL3-¢ figyelheté meg néhany mutéans esetében. A mutans ndévények gydkerében a vad
tipushoz hasonldan sokezelésre az AtGPXLI, -3 és -8 gének transzkript szintje megemelkedett,
de ezek mellett a mutansok felénél az AtGPXL7 gén szintje is. Ezen gének 100 mM NaCl
kezelésre kimutathatd indukcioja arra utal, hogy az altaluk kodolt géntermékek a sostressz
valaszban fontos szerepet tolthetnek be. PEG kezelés hatasara a hajtasokban az AtGPXL4 és -
8 indukcidja mellett néhany esetben az AtGPXL6-¢ is megfigyelhetd, a gyokerekben pedig
leginkabb az AtGPXL1 és -4 aktivalodasa, valamint AtGPXLJS represszidja a jellemzd, de ezen
kiviil a tobbi 4tGPXL gén is indukalodik egy-egy mutans esetében (22. abra).

Néhany so- szarazsag- vagy abszcizinsav (ABS) indukalta transzkripcios faktor (DREB2A,
DREB2B, MYB2, MYC2), valamint az ABS bioszintézisének kulcs enzimének (NCED?3)
expresszios mintdzatat is megvizsgalva (22. abra) azt tapasztaltuk, hogy ezen gének transzkript
szintjei a legtobb esetben megemelkedtek a mutans novények hajtasaban ¢és gyokerében is nem
csak kezelés hatasara, de mar kontroll allapotban is. Habar az AtMYC2 génexpresszio szintje
csupan az Atgpxl2 hajtdsdban és az Atgpxl3 gydkerében emelkedett meg szignifikdnsan kontroll
koriilmények kozott. Az alkalmazott NaCl és PEG kezelések a novények hajtasdban leginkabb
a DREB2A, DREB2B és NCED3 gének, mig gyokerében ezeken kiviil a MYB2 transzkripcids
szintjének jelentds emelkedését okoztak.

Az eddigi eredményeink szervspecifikus eltéréseket mutattak a hajtas és gyokér kozott, éppen
ezért kivancsiak voltunk a mért paraméterek kozotti korreldciokra a hajtasokban és
gyokerekben. Kiemelve a kontroll, NaCl- és PEG kezelés soran a vad tipusi ndvények
hajtasaban mért GPOX aktivitast, kdzepes korrelacio figyelhetd meg ennek az értéke, valamint
a KAT, APX ¢és TPOX aktivitasok kozott (r=0,84; 0,68 €s 0,58), mig a gyokérben inkabb
korrelal a DHA szinttel, valamint KAT és GST aktivitasokkal (r=0,91; 0,99 és 0,98) (23. dbra).

Ezen kiviil mind a hajtasban és a gyokérben erds negativ korrelaciot tapasztaltunk a TPOX
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aktivitas és az Enc kozott (r=-0,95; -0,93), ami ebben az esetben azt jelenti, hogy a TPOX
aktivitas novekedésével egyidoben negativabba valt a redox potencial, tehat redukaltabba. A
TPOX aktivitas a hajtasban pozitivan korrelalt a legtobb mért antioxidans enzim aktivitasaval,

kivéve a KAT aktivitast, mig gyokérben kevésbé szoros korrelaciodt tapasztaltunk (24. dbra).

HAITAS GYOKER

genotipus:| Col-0 | gpxiz
Econ Ex | -02047 | 05640
H,0, szint H,0, | -0.1104 [ -0.2600 03553
Lipid peroxidacié mértéke MDA | -0.0634 | 0.0606 -0.5058 | -0.5701 | -03123 | -0.4971
Oxidalt nem enzimatikus antioxidans | DHA | -0.4525 | -0.4008 -0.3479
tartalom GSSG__| -0.4440 | 0.4169 -0.3566 -0.5843
Redukalt nem enzimatikus ASC -0.2922 | -0.1598 -0.3058
ioxidéns tartalom GSH | o.0121 [ -02831 -0.5167 -0.2299
DREBZA_| -0.0106 -0.3291 | -0.0371 | 0.506 | -0.3496 03366
ranszaktivétorok expressziés saintje |—DREBZ8_| 02290 -0.4811 | -0.3186 | -0.1096 | 0.0117 | -0.5337 | -0.0656 | -0.0842
P e [“mvez 02253
mycz -0.5954 -0.3966
|ABS bioszintézis gén expressziés szintjd NCED3 03659 03719 | 03274
KAT
APX -0.4544 | 0.4586 -0.1709 | 0.4296 | 0.0450 | -0.3203 |
[Antioxidans enzimek aktivitasa ST | -03577 | -04553 | 03496 | 0.5425 | 0.13% | 0.0777 05354
POX_ | 0.0221 | -0.0880 -0.2454 | 0.4052 | 0.4520 | 0:3452 | 0.1692 |
GPOX
TPOX | 0.5830 -0.3098 | 0.4987 | -0.0448 | 0.4999 | -0.5087 | 0.2799 | 0.47a1
GPXLL 02177 -0.0068 | -0.4195 | -0.5067
GPXL2 0 0.3590 | 0.3230 03123
GPX13_| -0.2345 0
I GPX14_| -0.2883 0 | -0.0957 -0.5812
AtGPXL gének expresszios szintje T szl EiEs] ) B 0.0775
GPXL6 -0.0216 | 0.4820 ) -0.1893
GPXLT -0.2580 | -0.0981 02627 | o0 | -01108
GPXL8 -0.0201 | 0.0864 [ -0.2183 05077 | 05819 | 00965 | o0

23. abra Korrelaciok a vad tipusu és mutans ndvények glutation fliggd peroxidaz aktivitasa (GPOX) és a felsorolt paraméterek
atlag értékei kozott. A kékes arnyalatok pozitiv, a pirosas arnyalatok negativ korrelaciokat jeldlnek, a szinek intenzitasa a
korrelaciok er6sségére utal, erdsebb szinek szorosabb korrelaciokat jeldlnek.

HAITAS GYOKER
i genotipus:
Eosn Enc
H,0, szint H,0, 0.4625 00379 | 03235 | 02387 01901
Lipid peroxidicié mértéke MDA 02172 04942 0.5283
Oxidalt nem enzimatikus antioxidans | DHA | 0.4608 | 0.3254 01034 | 05715 | -0.0284 0.4046
tartalom GSSG__| 0.4691 03165 04739
Redukalt nem enzimatikus ASC 0.5508 02329 | 0.4504 | 03325 02416
éns tartalom GSH 0.4411 04844 03757 0.0961
DREB2A 0.5011 -0.2894. 0.419%
Transzaktivatorok expresszids szintje [—oaoed
P! 1e " mye2_| o0.0361 -0.5278 03017 -0.0643 | 0.1168 | 0.5057 | | 05782 |
myc2 | -0.3668 -0.3231 -0.0706 | 0.3982 | -0.5195 | -0.2811 -0.1143 | -0.2850 | -0.5902 | -0.4492 | 0.5906 |
ABS bioszintézis gén expresszios szintjq_ NCED3 0.0671 -0.0905 | 0.1849 0.4727 | 0.4161 |
KAT | 0.0433 0.2018 01840 | 0.1320 | 036%
APX -0.4648 -0.5416 | 0.0238 | -0.2229 | 0.1883 | -0.5348 | -0.9485
A I GST__| 05679 | 0.2678 04576 0.4898
ntioxidans enzimelc aktivitasa POX 01329 | 03557 | 02917 01935
GPOX | 0.5830 -0.3098 | 0.4987 | -0.0448 | 0.4999 | -0.5087 [ 0.2799 | 0.4741
TPOX
GPXL1 -0.0257 | -0.3205 0.0580 0.5189 [-0.1343 | -0.1678 [ 03502 |
Gpx2_| -0.0965 | 0.1121 o |-02770 03532 | o |
GPXL3 0037 o0 0.5324 0.3656 | -0.2201 | 0aas9 | o | -03824 [ -0.3222 |
" 65 szinti GPxL4 -03579] o 0.0232 [ 02428 | o [ -05568]|
|AtGPXL gének expresszids szintje GPX5_ | -0.3808 | 0.3799 01918 | 0.1588 ry 0.1683 m 03729 | “
GPXL6 | 03550 0.1953 0 01215
GPXLT 0 -0.3446 | -0.0341
GPxig | 0.2276 04673 0 -0.3891 | -0.5436

24. abra Korrelaciok a vad tipusi és mutans novények tioredoxin fliggd peroxidaz aktivitasa (TPOX) és a felsorolt
paraméterek atlag értékei kozott. A kékes arnyalatok pozitiv, a pirosas arnyalatok negativ korrelaciokat jeldlnek, a szinek
intenzitasa a korrelaciok erésségére utal, erésebb szinek szorosabb korrelaciokat jeldlnek.

5.3. AtgpxI2 és AtgpxI3 mutansok abiotikus stresszvalaszanak részletesebb

vizsgalata

Kivalasztva két mutanst (4zgpxl2 és -3), tovabbi vizsgalatokat végeztiink kiilonbozo nevelési

koriilmények kozott illetve fejlédési allapotban.
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HIDROPONIKUSAN NEVELT TALAJBAN NEVELT

a) Hidrogénperoxid tartalom valtozasa b) Hidrogénperoxid tartalom valtozasa
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25. abra Hidroponikusan, illetve talajban nevelt vad tipust Arabidopsis thaliana (Col-0) és AtgpxI2, AtgpxI3 inszerciés mutans
névények hajtasiban mért fiziologiai paraméteri (AtlagtSE, n=6) 100 és 200 mOsm PEG, 5 és 10 uM H20: kezelés, alacsony,
magas hémérséklet, valamint szarazsag hatasara. a) b) H.O: tartalmak ¢) d) Malondialdehid tartalmak e) f) Aszkorbat
tartalmak, redukalt és oxidalt formak g) h) Glutation tartalmak, redukalt és oxidalt formak i) j) A GSH és GSSG
mennyiségekbol szamitott fél cella redox potencial (Exc) értékek. Az adott nevelési rendszerben a kezeletlen vad tipustol vald
szignifikans eltérést Student-féle t-probaval allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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Arabidopsis thaliana vad tipusu, Atgpxl2 ¢és Atgpxl3 inszerciés mutans novényeket
hidropénikusan neveltiink 6 hétig tiveghazban, az el6zdektdl eltérd fényviszonyok mellett. Ezt
kovetden 2 napig kezeltik a novények egy részét 100 és 200 mOsm polietilén glikollal
(PEG6000), valamint 5 és 10 uM H»0O;-dal. Ezen kiviil hasonl6an {iveghézban, de talajban
nevelt novényeket tettiink ki alacsony és magas hdmérsékletnek, valamint szarazsag stressznek
(25. abra).

Elsd 1épésként ezeknél a ndvényeknél is a hajtasok H2O2 és MDA tartalmat hatdroztuk meg
(25. abra). Hidroponikusan nevelt novények esetében mindkét mutansban kontroll
korilmények kozott alacsonyabb H»O»., és az Atgpx/2-ben magasabb MDA tartalmakat
detektaltunk. Ezzel szemben a talajban nevelt mutans ndévények hajtasdban kontroll
koriilmények kozott mind a H2O2, mind a MDA tartalom magasabb volt a Col-0-ban mérthez
képest. Alacsonyabb koncentracioji PEG kezelés hatidsara jelentés véltozast nem
tapasztaltunk, &m 200 mOsm PEG hatasara a vad tipusban és a mindkét mutdnsban egyarant
megemelkedtek a HoO> és MDA értékek, leginkabb az Azgpx/2-ben. Ezzel ellentétben H,O»
kezelés hatasara nem tapasztaltunk ilyen mértékii valtozasokat, nagyobb koncentracioval valod
kezelés esetén a mutansokban inkabb valamivel alacsonyabb értékeket mértiink. Szarazsag,
alacsony-, illetve magas hémérsékleti stressz hatasara megemelkedett a ndvények hajtdsaban a
H>0O; tartalom, szarazsag ¢s magas homérséklet esetén a mutansokban nagyobb mértékben. A
MDA tartalmak azonban kicsit mashogy alakultak, a vad tipusban mindharom kezelésre
hasonlé mértékben emelkedett meg, Azgpx/3-ban a kontroll allapothoz hasonlé maradt, mig
Atgpxl2 esetén szarazsag stresszre a kontrollhoz hasonldé magas értéket kaptunk: alacsony
homérsékletre lecsokkent, mig magas hdmérsékletre megemelkedett az MDA tartalom.
Kontroll koriilmények kozott a hidroponikusan nevelt mutans novényekben alacsonyabb 6ssz
aszkorbat, de magasabb 0ssz glutation tartalmakat detektaltunk, habar az A¢gpx/3-ban kisebb
volt az oxidalt aszkorbat forma aranya. Talajban nevelt novények esetében az Argpxi2
mutansban, kontroll allapotban viszont magasabb aszkorbat és alacsonyabb glutation tartalmat
mértiink. PEG kezelés hatasara alacsonyabb koncentracional a vad tipusban lecsokkent, az
Atgpxl3-ban megemelkedett az aszkorbat tartalom, mig magasabb koncentracional ellentétesen
alakult, a vad tipusban megemelkedett, Atgpx/3-ban lecsokkent. A glutation tartalmak
100 mOsm PEG kezelésre a mutans novényekben kissé lecsokkentek, 200 mOsm PEG
kezelésre viszont megemelkedtek. Ezzel parhuzamosan PEG kezelésekre jelentdsen megnott
az oxidalt forma ardnya mindharom névényben. 5 uM H»O, kezelésre csak az Atgpxi2

mutansban, 10 uM-os kezelésnél viszont mindkét mutansban megemelkedett az aszkorbat
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tartalom, nagyobb koncentracional az oxidalt forma ardnya is. Az 6ssz glutation tartalmak
viszont a vad tipusban és az Atgpxi3-ban mindkét koncentracional lecsokkentek, ezzel
parhuzamosan az 6sszes H20O: kezelt ngvényben hasonld mértékben megndtt a GSSG aranya a
redukalt formahoz képest. Szarazsag és magas homérséklet hatdsara hasonld6 médon valtoztak
az aszkorbat és glutation tartalmak, Col-O-ban és Atgpx/3-ban megemelkedett az 0ssz
aszkorbat, mindhdrom novényben jelentésen megnétt a DHA tartalom, ezzel parhuzamosan
mindharom ndévényben lecsdkkent a glutation tartalom, legjelentdsebben az Atgpx/3-ban.
Alacsony homérséklet hatasara viszont csak kisebb mértékben emelkedtek meg az aszkorbat
tartalmak, s6t, a DHA lecsokkent. A glutation tartalmak ebben az esetben is lecsokkentek, a
mutansokban nagyobb mértékben.

A glutation tartalmakbol szamitott fél cella redox potencidl (Ex-) minden kezelés hatdsara
megemelkedett, tehat oxidaltabba valt a redox allapotuk, hidroponikus kultardban nevelt
novényeknél a kezelések hatasara nagyobb mértékben. Ez alol kivétel a vad tipus, ahol kisebb
koncentraciojia PEG kezelésre, valamint alacsony hdmérsékleti stresszre nem valtozott a redox

potencial (25. abra).

a) NaCl kezelés hatasa a b) Mannitol kezelés hatasa a C) PEG kezelés hatasa a
gyokérndvekedésre gyokérndévekedésre gyokérndvekedésre
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26. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és AtgpxI2, AtgpxI3 mutans csirandvények gyokérhossza (a) b)
¢)), valamint aktudlis viztartalma (d) e) f)) kontroll kériilmények kozétt, illetve 50 és 100 mM NaCl, vagy 100 és 200 mM
mannitol, vagy 100 és 200 mOsm PEG kezelés utan (Atlag+SE, n=12). A kezeletlen vad tipustol valo szignifikans eltérést
Student-féle t-probaval allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Arabidopsis vad tipust és Atgpxl2, Atgpx/3 csirandvények stressztlirésének vizsgalatdhoz 4

napos novényeket helyeztiink kiilonb6zé koncentracioji NaCl, mannitol és PEG tartalmu
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taptalajokra, majd megvizsgaltuk a gyokereik novekedését 2 hétig (26. abra), viztartalmukat
(26. abra), ¢s fluoreszcens festékekkel az életképességiiket (27. abra 28. abra), valamint ROS
szintjeiket (29. abra 30. abra 31. dbra).

Kontroll koriilmények kdzott a mutansoknak valamivel rovidebb volt a gyokeriik a Col-0-hoz
képest. Alacsonyabb koncentracioju sokezelésre, valamint PEG alkalmazasanal nem
tapasztaltunk valtozast. Magasabb koncentracioji s6 ¢és mannitol kezelések hatasara
mindharom tipusu névényben hasonld mértékben csokkentek a gyokérhosszok. A 2. hét végére
nem tapasztaltunk valtozast a ndvények viztartalmaban sdkezelés hatasara. Mannitol kezelésre
mindharom tipusu névényben lecsokkent az aktuélis viztartalom, am PEG kezelés hatasara ez
nem volt minden esetben egyértelmii, alacsonyabb PEG koncentraci6 hatasara a vad tipusban
¢s az Atgpx/2-ben, mig magasabbndl csak a vad tipusban csokkent le szignifikdnsan a
viztartalom.

FDA festék segitségével vizsgaltuk meg a hajtasok és gyokerek életképességét. Ez a molekula
konnyedén jut at az ép membranon, mely folyamat sordn a sejt aktiv enzimeinek segitségével
az acetat csoport lehasad, és a sejtben rekedé immaron polaros fluoreszcein detektalhatd. Halott
vagy haldokl6 sejtekben azonban a membranok sériilnek, az észterdz enzimek nem miikodnek,

a folyamat nem megy végbe, igy nem kapunk jelet.
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27. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipusti (Col-0), valamint AtgpxI2 és AtgpxI3 mutans csirandvény hajtasok
¢letképességének vizsgalata fluoreszcein diacetat festék segitségével, kontroll allapotban, 50 és 100 mM NacCl, vagy 100 és
200 mM mannitol kezelést kdvetéen. Az abra bal oldalan a relativ fluoreszcencia intenzitasok atlag értékei és szorasa (+SE,
n=12-15) lathatd, a kontroll vad tipus %-aban kifejezve. A kezeletlen vad tipustol (Col-0) valé szignifikans eltérést Student-
féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). A jobb oldalon reprezentativ mikroszkdopos képek csoportja
talalhato.
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28. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0), valamint A¢gpx/2 és AtgpxI3 mutans csiranévény gyokerek
¢letképességének vizsgalata fluoreszceein diacetat festék segitségével, kontroll allapotban, 50 és 100 mM NacCl, vagy 100 és
200 mM mannitol kezelést kdvetden. Az dbra bal oldalan a relativ fluoreszcencia intenzitasok atlag értékei és szorasa (+SE,
n=12-15) lathatd, a kontroll vad tipus %-aban kifejezve. Az adott nevelési rendszer kezeletlen vad tipusatél (Col-0) valod
szignifikans eltérést Student-féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). A jobb oldalon reprezentativ
mikroszkopos képek csoportja talalhato.

A csirandvény gyokerek
életképességének valtozasa
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Kontroll koriilmények kozott a mutans ndvények hajtasdban alacsonyabb fluoreszcencia
intenzitast detektaltunk, mint a Col-0-nal. 50 mM sokezelésre a jelintenzitasok lecsdkkentek,
raadasul a mutansokban nagyobb mértékben, 100 mM NaCl hatasara a vad tipusban és
Atgpx[2-nél hasonléan alakultak az értékek mint kisebb koncentracional, &m A¢gpx/3-ban az
intenzitas kontroll allapot kozelében maradt. 100 és 200 mM mannitol hatdsara ugyanagy
lecsokkent a hajtasok ¢letképessége, kisebb koncentracional az Atgpx/2-ben valamivel
alacsonyabb volt a fluoreszcencia intenzitas (27. abra). A gyokerek esetében kontroll
allapotban az ArzgpxI/2 mutatott rosszabb életképességet. Kisebb koncentracioju sé hatasara
csak a Col-0 gyokerében, nagyobb koncentraciondl ezen kiviil az Atgpx/2 gyokerében is
lecsokkent a fluoreszcencia intenzitds, vagyis a sejtek életképessége. Mannitol kezelések
hatdsdra mindharom tipusti novényben hasonlé médon drasztikusan lecsokkent a gydkerek
¢letképessége (28. abra).

H>oDCFDA segitségével vizsgaltuk meg a csirandvény hajtasok és gyokerek ROS szintjét.
Hasonloan miikodik, mint az el6zdleg hasznalt festék, az apolaros alap molekula konnyedén
atjut az ép membranon, majd a sejtben talalhaté enzimek — észterazok segitségével — az acetat
csoport lehasad, ezt kovetden ennek a mar polaros molekuldnak oxidaloédnia kell, hogy
fluoreszcens jelet adjon. Mivel ez az oxidacio nem specifikusan egy adott reaktiv szabadgyok,
hanem barmelyik hatasara létrejohet, igy ez az 6ssz ROS szintre utal. A modszer hatranya lehet,
hogy a fluoreszcein diacetathoz hasonldan itt is ép membranokra van sziikség, addig képes a

festék megbizhatoan detektalni, mig a membranok épek.
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29. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipusu (Col-0), valamint Azgpx/2 és Atgpx/3 mutans csirandvény hajtasok 6ssz
ROS szintjének vizsgélata diklorofluoreszcein diacetat festék segitségével, kontroll allapotban, 50 é¢s 100 mM NaCl, vagy 100
¢és 200 mM mannitol kezelést kdvetéen. Az dbra bal oldalan a relativ fluoreszcencia intenzitasok atlag értékei és szorasa (+SE,
n=12-15) lathatd, a kontroll vad tipus %-aban kifejezve. A kezeletlen vad tipustol (Col-0) valé szignifikans eltérést Student-
féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). A jobb oldalon reprezentativ mikroszkopos képek csoportja
talalhato.
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- 100 **
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Kontroll 50 mM 100 mM 100mM 200 mM :('
NaCl NaCl Mannitol Mannitol

30. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipusu (Col-0), valamint Aftgpx/2 és Atgpx/3 mutans csirandvény gydkerek 6ssz
ROS szintjének vizsgalata diklorofluoreszcein diacetat festék segitségével, kontroll allapotban, 50 é¢s 100 mM NaCl, vagy 100
¢és 200 mM mannitol kezelést kdvetéen. Az dbra bal oldalén a relativ fluoreszcencia intenzitasok atlag értékei és szorasa (+SE,
n=12-15) lathatd, a kontroll vad tipus %-aban kifejezve. A kezeletlen vad tipustol (Col-0) valé szignifikans eltérést Student-
féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). A jobb oldalon reprezentativ mikroszkopos képek csoportja
talalhato.

Kontroll allapotban a mutans ndvények hajtasdban és gyokerében egyarant magasabb
fluoreszcencia intenzitasokat detektaltunk. A kezelések hatdsara a hajtasokban megemelkedett
a jelintenzitdas minden ndvényben, sokezelések hatasara az Atgpx/3 mutansban, 100 mM
mannitol kezelésre pedig mindkét mutansban nagyobb mértékben (29. abra). A gyokerekben
nem voltak ilyen nagy Iéptékiieck a valtozasok, alacsonyabb koncentracioji kezelések
megemelték a ROS szintet, viszont nagyobb koncentacioknal a jelintenzitasok vagy nem
valtoztak, vagy inkabb csokkentek. Ez utalhat az antioxidans védelmi rendszer hatékony
mitkddésére, de a festék hibajara is, hiszen ilyen koncentracioknal mar a korabbi életképesség
vizsgalatok alapjan elkezdddik a sejtek karosodasa (30. abra).

DHE segitségével detektaltuk a gydkerekben a szuperoxid gyok szinteket. A festék konnyedén

a sejtekbe jutva alapbol kék fluoreszcenciaval bir. Amint azonban szuperoxid gydkkel
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talalkozik, oxietidium keletkezik, amely mar voOrds fluoreszcens jelet ad, és képes

nukleinsavakkal interkalaciora.
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31. abra 4+14 napos Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0), valamint A7gpx/2 és AtgpxI3 mutans csirandvény gyokerek
szuperoxid gyok szintjének vizsgalata dihidroetidium festék segitségével, kontroll allapotban, 50 és 100 mM NaCl, vagy 100
¢és 200 mM mannitol kezelést kvetéen. Az dbra bal oldaléan a relativ fluoreszcencia intenzitasok atlag értékei és szorasa (+SE,
n=12-15) lathato, a kontroll vad tipus %-aban kifejezve. A kezeletlen vad tipustdl (Col-0) val6 szignifikans eltérést Student-
féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). A jobb oldalon reprezentativ mikroszkdopos képek csoportja
talalhato.

Kontroll koriilmények kozott a mutans novények gyokerében magasabb volt a vords
fluoreszcencia intenzitas, ami tobb szuperoxid gyok jelenlétére utal. Ez a magasabb érték az
AtgpxI3 mutansban a kezelések hatdsara nem valtozott meg, Atgpx/2-ben is csak a 100 mM
sokezelésre emelkedett kissé. A vad tipusban soOkezelés hatdsara koncentracio fiiggéen
emelkedett meg a jelintenzitds, de mannitol kezelésnél csupan a nagyobb koncentracional
detektaltunk fluoreszcencia intenzitasemelkedést, tehat szuperoxid gyok felhalmozodast (31.
abra).

Hasonl6 koru csirandvényeket vizsgaltunk a tovabbiakban, a novényeket két hétig eldneveltiik,
majd 2 napig tartd 50 és 100 mM NaCl, vagy 100 és 200 mM mannitol, vagy 100 és 200 mOsm
PEG kezelést kaptak. Ezt kdvetden meghataroztuk a csirandvények H>O> és MDA tartalmat,
az aszkorbat, glutation tartalmakat és redukalt, oxidalt formaik aranyat, végil Ep értékeket
szamitottunk GSH és GSSG mennyiségekbdl (32. abra).

Kontroll koriilmények koézott nem volt kiilonbség a csirandvények H>O» és és a lipid
peroxidacio mértékét jelzd MDA tartalma kozott. 2 napig tartd ozmotikus stressz hatdsara a
H>0; és MDA mennyiségek a vad tipusu €s mutans névényekben néhany kivételtdl eltekintve
hasonléan alakultak, mannitol és PEG kezelések hatdsara megemelkedett a szintjiik. Azonban
kisebb koncentracioknal az Atgpx/2-ben valamivel magasabb volt a HO tartalom a vad

tipusnal.
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32. abra Két hetes Arabidopsis Col-0 (vad tipus) és Atgpxl2, AtgpxI3 csirandvényeken mért fizioldgiai paraméterek 2 napos
50 és 100 mM NaCl, 100 és 200 mM mannitol, vagy 100 és 200 mOsm PEG kezelés utan (Atlag+SE, n=6). a) b) ¢) H20>
tartalmak d) e) f) Malondialdehid tartalmak g) h) i) Aszkorbat tartalmak, redukalt és oxidalt forma j) k) 1) Glutation
tartalmak, redukalt és oxidalt forma m) n) 0) A GSH és GSSG mennyiségekbdl szamitott fél cella redox potencial (Enc)

értékek. A kezeletlen vad tipustol (Col-0) vald szignifikans eltérést Student-féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05;
** p<0,01; *** p<0,001).
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Sokezelés hatasara a H>O; tartalom nem nagyon véaltozott, 50 mM NaCl hatasara vad tipusban
még kicsit le is csokkent a szintje. A MDA tartalom sokezelésre kis mértékben megemelkedett
a Col-0-ban, 100 mM NaCl kezelésre az Atgpx/2-ben is (32. abra).

Az 0ssz aszkorbat tartalmak nem nagyon valtoztak s6 és mannitol kezelés hatdsara, csak a
Col-0-ban emelkedett meg 200 mM mannitol kezelésre. Ezzel eltéréen PEG kezelésre
lecsokkentek az aszkorbat tartalmak, mégpedig a redukalt forma cs6kkenése mellett a vad
tipusban ¢és a mutansokban egyarant (32. dbra). A glutation tartalmak sem valtoztak
szignifikansan, kivéve 100 mM NaCl kezelést, ahol az Atgpx/3-ban megemelkedett. Ugyan
nem szignifikdnsan, de ozmotikus stressz hatdsara minden novényben kissé lecsokkent az 6ssz
glutation tartalom, és megemelkedett az oxidalt forma aranya (32. abra).

A GSSG aranyanak megemelkedése a szamitott Ej. értékeknél mutatkozik meg igazan, ahol
koncentracioknal pedig minden ndvényben megemelkedett a redox potencidl, oxidaltabb
allapotba keriiltek a ndvények. Legnagyobb mértékben 200 mOsm PEG kezelés hatasara az
Atgpxl2 mutansban (-246 + 1,2 mV). Sokezelésre nem volt jelentds valtozas, S0 mM hatdsara
az Atgpx[2-ben, 100 mM-ndl pedig az Azgpx/3-ban valt kis mértékben negativabba a fél cella

redox potencial (32. abra).

5.4. Rekombinans AtGPXL enzimek jelatvivo szerepének vizsgalata

Tobb kutatas is arra iranyul, hogy ezek a novényi GPXL fehérjék nem csupan antioxidans
enzimként funkciondlnak a sejtekben. Valosziniisithetd a stresszvalasz jelatvitelében betoltott
szerepiik. Hogy ennek lehetségét megvizsgaljuk rekombinans GPXL fehérjéket, valamint
roGFP2-t tisztitottunk, ¢és vizsgaltuk a roGFP2 oxidacidjanak sebességét kiillonbozo
kiilonb6z6 rekombinans GPXL fehérjék hozzaadasaval valtozik-e a roGFP2 oxidacidjanak
sebessége, ugyanis annak felgyorsulasa utal a kdzvetlen elektron atadasra a GPXL fehérje és a
roGFP2 szenzor fehérje kozott (33. abra).
Oxidalo agensek hozzaadasa nélkiil GPXL fehérjék hidnyaban vagy jelenlétében sem valtozott
a roGFP2 oxidaltsaga. 60 perc utan 5, 10, vagy 20 uM H»0O, vagy CHP nem okozott
szignifikdns emelkedést a szenzor fehérje két hullamhosszon gerjesztett intenzitasainak
aranyaban (I390nm/l4gonm). GPXL fehérjék jelenlétében azonban ez az arany szignifikdnsan
megemelkedett mindkét peroxid jelenlétében, kisebb mértékben GPXL2 ¢s GPXL3, nagyobb
mértékben GPXL8 hozzdadasaval. Ezen kiviil a CHP nagyobb valtozast okozott a roGFP2
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oxidaciojaban GPXLS jelenlétében. Ez az eredmény arra utal, hogy a GPXL fehérjék valoban
képesek kolcsonhatni in vitro roGFP2-vel, annak elektront kézvetleniil atadni, viszont nem

egyforma hatékonysaggal. Tehat legalabb egyes GPXL fehérjéknek lehet szerepiik jelatviteli

folyamatokban.

roGFP2 oxidacié rekombinans GPXL enzimek
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33. abra Rekombinans GPXL2, -3 és -8 fehérjék jelatvivo képességének vizsgalata roGFP2 oxidacids sebességének
detektalasaval. 390 és 480 nm-en gerjesztettiik a roGFP2 szenzor fehérjét, majd 500-530 nm emisszios tartomanyban mért
intenzitasok aranyat (I390/I4s0) szamitottuk ki. Az oxidacid soran nd az intenzitas arany, az oxidalt végpontot 1 mM diamid, a
redukalt végpontot pedig 10 mM DTT hozzaadasaval hataroztuk meg. Relativ intenzitas arany megadasahoz a redukaltsagi
végpontot vettiik 0,1-nek. a) b) roGFP2 relativ intenzitas értékei kiilonbozé koncentraciojua H202 vagy CHP, illetve GPXL
hianyaban vagy jelenlétében 60 perc utan (Atlag+SE, n=6). Az adott kezelés GPXL enzimet nem tartalmazé mintajatél vald
szignifikans eltérést Student-féle t-teszttel allapitottuk meg (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001). ¢) d) Relativ intenzitas
aranyok valtozasa az id6 fliggvényében GPXL2 jelenlétében H2O2 vagy CHP hozzdadasaval e) f) Relativ intenzitas aranyok
valtozasa az id6 fiiggvényében GPXL3 jelenlétében H2O2 vagy CHP hozzadadasaval g) h) Relativ intenzitas aranyok valtozasa
az id0 fiiggvényében GPXLS jelenlétében H202 vagy CHP hozzaadasaval.
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5.5. AtGPXL2 és -3 enzimek szerepének vizsgalata a redox allapot

fenntartasaban

KONTROLL

34. abra Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek 5 napos vad tipusu (Col-0), valamint Azgpx/2 és AtgpxI3 ndvények
gyokerérdl kontroll allapotban, melyek roGFP2 redox szenzor fehérjét termelnek. A: fénymikroszkdpos képek, B: Aexc=405
nm-en gerjesztett, Aem=505-530 nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe C: Aexc=488 nm-en gerjesztett, Aem=505-530
nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe D: ,,A” és ,,B” képek dsszevonasa D: A fluoreszcencia intenzitasok aranyanak
abrazolasa (Ia0s/1ass) a megadott szinskala alapjan. Az ,,A” képeken lathaté vonalzé 100 um-es.

150 mM NacCl

A

35. abra Reprezentativ konfokalis mikroszkopos képek 5 napos vad tipusu (Col-0), valamint Azgpx/2 és AtgpxI3 ndvények
gyokerérdl 150 mM NaCl tartalma taptalajon nevelve, melyek roGFP2 redox szenzor fehérjét termelnek. A:
fénymikroszkopos képek, B: lexe=405 nm-en gerjesztett, Aem=505-530 nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe C:
hexc=488 nm-en gerjesztett, Aem=505-530 nm-en detektalt fluoreszcencia intenzitas képe D: ,,A” és ,,B” képek Gsszevonasa D:
A fluoreszcencia intenzitdsok aranyanak abrazolasa (I40s/Isss) a megadott szinskala alapjan. Az ,,A” képeken lathatd vonalzo6
100 pm-es.
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A GPXL enzimek redox allapot szabalyozasdban val6 lehetséges szerepének vizsgalatahoz,
Atgpxl2 és AtgpxI3 mutansokban kifejeztettiik a redox szenzor roGFP2 fehérjét, majd ezt a
Col-0 hatterti alap roGFP2-t termeld vonallal 6sszehasonlitottuk. A roGFP2 fluoreszcens jelét
konfokalis mikroszkdp segitségével detektaltuk, és két kiilonb6zdé hullamhosszon gerjesztett
(Aexc=405 nm €s Aexc=488 nm), de azonos hulldmhossz tartomanyban detektéalt (Aem=505-530
nm) fluoreszcencia intenzitasok segitségével Nernst egyenlet alapjan szamitottuk ki a szovetek

glutation fliggd redox potencidljat (Egsh).
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36. abra 5 napos kontroll a) Aigpxi2 és ¢) Atgpxi3, valamint 150 mM NaCl tartalmu taptalajon nétt b) Azgpxi2 és d) Atgpxi3
névények gyokereinek k6zEépsd és kiilso sejtsoraiban mért redox potencialok dsszehasonlitasa a vad tipuséval (Col-0), valamint

ennek valtozasa a gydkércsticstol tavolodva (AtlagtSE, n=10-12). Az egyes mérési pontok ~30 pm atméréjii régiérol
késziiltek. A sejtek allapota, alakja alapjan meghatarozva a kiilonb6z6 gyokérzonakat szines savok jelzik.

A kontroll vad tipusti névényeknél megallapithatd, hogy a gydkércsucstol haladva az osztodasi
¢€s atmeneti zOondn at a megnyulasi zondig a kiilso sejtsorok redox allapota kozel allandd maradt,
mig a kozépso sejtsoroké negativabba valt az osztddasi és atmeneti zondkban. Ez a tendencia
megfigyelhetd az Atgpxl2 mutansok gyokereinél is kontroll koriilmények kozott annyi
eltéréssel, hogy a gyokércsiicsnal pozitivabb redox potencidlt mértiink. Azgpx/3 mutansok
gyokerében viszont nem volt akkora a kiilonbség a kiilsd €s belsd sejtsorok redox allapotaban,
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mint a vad tipusnal, ezen kiviil kis mértékben minden sejtsorban eltolddott pozitiv iranyba a
glutation fiiggé redox potencial. 150 mM sokezelés hatdsara mindharom tipusu ndévényben
oxidaciot tapasztaltunk, pozitivabbak voltak az Ecsu értékek. A vad tipusi novényekben a
gyokeércsticsndl és osztodasi zona elején a kozépso sejtsor tartotta a redukaltabb allapotot, ez a
kiilonbség a késdbbi zonaknal eltiint. Ezzel ellentétben mindkét mutansnal az osztodasi és
atmeneti zonakban mutatott nagy kiilonbséget a belsd ¢és kiilsd sejtsorok redukaltsaga, a
mintazat hasonl6 lett a kontroll kdriilmények kozott nevelt Col-0 gyokeréhez, annal azonban
oxidaltabb értékekkel, viszont a gyokércsicsokban joval magasabb glutation fiiggd redox

potencialokat mértiink.
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6. Eredmények értékelése

6.1. A rekombinans AtGPXL2, AtGPXL3 és AtGPXLS fehérjék a kiilonb6z6

peroxidok bontasanal elonyben részesitik a tioredoxin elektron donort

A GPX-eket elsoként, mint H;Ox-t bontd antioxidans enzimeket voOrdsvértestekben
azonositottak, melyek a reakcidhoz az elektront GSH-val valé kolcsonhatasbol nyerik (Mills,
1957). Késébb ez annyiban modosult, hogy egyes izoenzimek képesek a szerves
hidroperoxidok lebontasara is, mely aktivitds alapjan elkiilonitették a PHGPX enzimeket
(Maiorino ¢és mtsai., 1990).

Irodalmi adatok alapjan a ndvényekben taldlhatdé glutation peroxidazok miikodése és
jelentdsége ellentmondasos. Herbette és mtsai. (2002) rekombinans napraforgoé és paradicsom
GPXL-eken végzett kisérletei alapjan az enzimek GSH jelenlétében alacsony aktivitast
mutattak szerves hidroperoxidok felé (Vimax=15,8-57,5 nmol*min'*mg™!; Ky~=12,1-128 uM),
H>0>-t pedig nem is voltak képesek redukalni. Rekombindns E. coli TRX elektrondonor
jelenlétében azonban ez az aktivitas emelkedett mind a szerves hidroperoxidok (vinau=108,7-
169,5 nmol*min'*mg!; Ky~ 8,6-16,6 uM), mind H202 (Vmar=147,1-153,8 nmol*min ' *mg!;
Ky=13,7-13,9 uM) esetében (Herbette és mtsai., 2002). Hasonl6 eredményeket kaptak kinai
kel (Jung és mtsai., 2002), nyarfa (Navrot és mtsai., 2006) és Arabidopsis (Igbal és mtsai.,
2006) esetén is. Mivel Jung és mtsai. (2002) valamint Igbal és mtsai. (2006) vizsgalatai szerint
a novényi GPXL-ek a TRX-t elényben részesitik redukaldé komponensként a GSH-val
szemben. Az emlitett kisérletekben az elektron donorként hasznalt TRX mindig rekombinans
E. coli TRX volt, és Igbal €s mtsai.-nak (2006) nem is sikerilt aktivitast detektalniuk
rekombinans Arabidopsis TRXh2 vagy TRXh3 hasznalataval egyik peroxid szubsztrat
alkalmazasa esetén sem (Jung és mtsai., 2002; Igbal és mtsai., 2006).

Kisérleteinkben azonban a heterolog rendszerben termeltetett harom, altalunk vizsgalt
Arabidopsis GPXL fehérje képes volt mindhdrom peroxid szubsztrat (H.O., CHP ¢és TBH)
bontasara Arabidopsis TRXh2 vagy TRXh3 redukal6 szubsztrat jelenlétében is. A TRXhO9 vagy
GSH elektron donorként torténd hasznélatdval kb. tized akkora aktivitast kaptunk. Ez az
eredmény arra utal, hogy az altalunk vizsgalt GPXL enzimek a TRX-okat részesitik elényben,
azonban preferencidjuk van bizonyos TRX-ok felé.

A GPXLS8-cal végzett tovabbi kisérletek sordn az Igbal és mtsai. (2006) altal kozoltekkel

Osszevethetd értékeket kaptunk. H,O> szubsztrat felé a vimaw=432,2 (502) nmol*min'*mg;
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Ky=316,2 (377,9) uM, mig CHP felé viuar=415 (482,39) nmol*min"'*mg™!; Ky~ 183,2 (237,8)
uM. Ezek az értékek arra utalnak, hogy a GPXL8 mind a H,O,-t, mind a szerves hidroperoxidot
elfogadja szubsztratnak, azonban az alacsonyabb Ky érték alapjan a CHP fel¢ nagyobb az
affinitdsa in vitro kisérletben. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy a GPXL-ek szerepe
novényekben szerepiik elsdsorban a lipidperoxidok elleni védelem, és in vivo is a TRX-t

hasznaljak elektron donorként.

6.2. Az Atgpx] mutansok csokkent TPOX aktivitasat mas antioxidansok

képesek kompenzalni so- és ozmotikus stressz esetén

Az Arabidopsis GPXL-ek stresszvalaszban betoltott szerepét inszercids mutans ndvények
alkalmazasaval vizsgaltuk. Passaia és mtsai. (2014) talajban nevelt 4 hetes Arabidopsis gpx!/
inszercids mutansok novekedését meghatarozva nagyobb rozetta atmérdt mértek az Atgpxi3 és
-7 esetén a vad tipushoz képes. A hidroponikusan nevelt 6 hetes ndvényeknél mi is hasonlot
tapasztaltunk, azonban kisérleteinkben az Atgpxli, -2, -4 és -8 esetén is eltérés volt
megfigyelhetd, rozettajuk szélesebb volt, az Atgpxi2, és -6 mutansoknak pedig rovidebb volt a
fogyokeriik. Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és gpx/ inszercids mutans novényeket
(Atgpxl1-8) 2 napig tartd so- (100 mM NaCl), illetve ozmotikus (200 mOsm PEG) stressznek
kitéve nem tapasztaltunk kiugrdan nagy eltérést a Col-0 és a mutansok névekedésében (17.
dbra).

Az ozmotikus stressz hatdsat vizsgalva nem taldltunk szignifikdns kiilonbséget a Col-0 és
mutans novények H>02 vagy MDA tartalmaban, tehat az alkalmazott kezelések utan két nappal
hasonldé mértéki volt a karosodas egy-egy antioxidans GPXL enzim hidnyaban, mint a vad
tipusban. Ez az eredmény arra utal, hogy az inszercids mutansok valamilyen modon képesek
kompenzélni egy-egy izoenzim hidnyat.

A mutans novények TPOX aktivitasa kontroll koriilmények kozott altalaban alacsonyabb volt
a vad tipusban mérthez képest, ezzel parhuzamosan azonban a GPOX aktivitasuk a vad
tipushoz hasonlo, vagy magasabb érték volt. Ez az eredmény is arra utal kdzvetetten, hogy az
Arabidopsis GPXL-ek a TRX redukald szubsztratot részesitik eldnyben, illetve az antioxidans
rendszer mas elemei aktivalodhattak. Ezt megerdsiti, hogy tobb mutans hajtasaban is
megemelkedett az APX aktivitas, tovabba egyes esetekben magasabb GST, GPOX aktivitas
volt mérhetd. Ezek az enzimek legalabb részben képesek lehetnek a kiesett GPXL funkcidk
helyettesitésére akar a HoO» (Ozyigit €s mtsai., 2016), akar a szerves hidroperoxidok szintjének

modositasa révén. A hajtasban és gyokérben mért adatokat dsszehasonlitva altaldnossagban
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megallapithaté, hogy a gyoOkerekben a specifikus enzimaktivitasok magasabbak, mint a
hajtasokban (20. dabra, 21. dabra).

Jelentds valtozéasokat tapasztaltunk a fobb nem-enzimatikus antioxidansok mennyiségében is.
Sokezelés hatasara a gyokerekben emelkedett meg a mennyiségiik, ozmotikus stressz esetén
viszont a hajtadsok nem-enzimatikus antioxidans tartalma ndtt meg, ami fontos eltérés a két
alkalmazott stresszvalasz kozott. Az aszkorbat és a glutation az antioxidans védelem talan
legfontosabb komponensei, elsddleges funkcidjuk a ROS felhalmozodés szabalyozasa a
Foyer-Halliwell-Asada cikluson keresztiil (Foyer és Noctor, 2011; Foyer és Noctor, 2013).
Emellett azonban kulcsfontossagl szerepiik van egyfajta 6sszekotoként a stressz érzékelése és
a bekovetkezd fizioldgiai valaszreakciok kozott (Paciolla és mtsai., 2016), szabalyozzdk a
redox-fliggd jelatviteli utakat, ezaltal meghatarozva a sejt sorsat (De Pinto és mtsai., 2006). A
glutationnak fontos szerepe van a sejtciklus szabalyozasdban és a differenciacioban is
(Bashandy és mtsai., 2010; Diaz Vivancos ¢s mtsai., 2010a). A glutation koncentraci¢jabol,
valamint a GSH ¢és GSSG mennyiségének aranyabol meghatarozott glutation redox potencial
érték (Ene, félcella redukcids potencidl) a sejt redox potencialjanak rendkiviil fontos
paramétere, joOl jelzi a ndvények allapotat, alkalmas lehet stressz markernek (Meyer és Hell,
2005; Kranner és mtsai., 2006; Potters és mtsai., 2010).

Mivel stressz hatasara az inszercios mutansok novekedése és TPOX, GPOX aktivitasa sem
gatlodott jelentdsen, megvizsgaltuk az AtGPXL-ek kozotti lehetséges redundanciat is
génexpresszidos mintazatukat megfigyelve. A vad tipusi és mutins novények ArGPXL
génjeinek expresszids mintdzatat Osszevetve azt tapasztaltuk, hogy soOstressz hatdsara a
hajtasokban az AtGPXL6 szintje emelkedett meg, mig gydkerekben jellemzden az AtGPXLI, -
AtGPXL4 és -8 indukalodott a hajtasokban, a gyokerekben pedig az AtGPXL1 és -4 expresszios
szintje emelkedett. Tehat a transzkripcid alapjan az egyes AtGPXL gének specifikusan
aktivalddnak a kiilonb6z0 stressz hatdsara. Korabbi in silico vizsgalataink soran ezen AtGPXL
szabalyoz6 elemet talaltunk (Bela és mtsai., 2015) (4. melléklet). Tobbek kozott MY B-koto
helyeket detektaltunk az AtGPXL2, -3, -5, -6, -7 ¢és -8 esetén, ABS valasz elemeket az
AtGPXLI, -2 és -6-ndl, etilén valasz elemet az AtGPXLI1, -4 és -6-nal, jAzmonat valasz elemet
pedig az AtGPXL2, -6, -7 és -8 promoter régio esetén. Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk egyes
stresszvalaszban részt vevd transzkripcids faktorok (DREB2A, DREB2B, MYB2, MY(C2),
valamint ABS bioszintézis enzim génjének (NCED3) expresszios szintjét. A DREB fehérjékrol
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ismert, hogy kolcsonhatnak DRE/CRT (dehydration-responsive element/C-repeat) cisz-hato
elemekkel, igy vesznek részt hideg- €s szarazsagstressz valaszokban (Sakuma ¢és mtsai., 2006),
tovabba a DREB gének expresszids szintje sO- ¢és szdrazsagstressz soran megemelkedik
(Nakashima és mtsai 2000). A MYB2 fehérje az ABS fliggd jelatvitelben vesz részt, so- és
szarazsagstressz valaszelemek génexpressziojat indukalja (Abe és mtsai., 2003; Dubos ¢és
mtsai., 2010), a MYC2 pedig az ABS mellett a jazmonat- és fényfiiggo jelatviteli utak fontos
transzkripcids faktora (Yadav és mtsai., 2005). Kisérleteink soran a vizsgalt transzkripcios
faktorok génexpressziés mintdzata kiilonb6zé volt a mutins ndvények hajtasaban és
gyokerében még kontroll koriilmények kozott is. 2 napig tartd so- és ozmotikus stresszt
kovetden a gyokerekben jellemzden indukalédtak, mig a hajtdsokban a vizsgalt gének
aktivacioja és represszioja is megfigyelhet6 volt (22. dbra).

A kontroll koriilmények kozott, illetve kiilonbozd kezelések esetén mért fizioldgiai
paraméterek kozotti korrelacids vizsgalataink ramutattak arra, hogy az alkalmazott stresszre
adott valasz szervspecifikus. A TPOX aktivitas erdsen korrelalt a H>O, és MDA tartalmakkal
a vad tipusi novények hajtisaban és gyokerében is. Altalanossagban elmondhato, hogy a
TPOX aktivitds a legtobb mért fiziologiai paraméterrel — a KAT aktivitas kivételével -
pozitivan korrelal a vad tipust novények hajtasdban, &m a gyokerekben ezt nem tapasztaltuk.
Ezzel szemben a GPOX aktivitds nem mutatott korrelaciot a hajtasok és gyokerek H>O» és
MDA tartalméval. Rdadasul a GPOX és GST aktivitasok kozotti korrelacid kiilonbozik a
hajtasban és a gyokérben, hajtasban gyenge negativ (r =-0,3377), mig gydkérben erds pozitiv
(r =0,9813) értéket kaptunk. A TPOX és GST aktivitasok hajtasban kézepesen korrelalnak (r
= 0.5679), viszont gyokérben egyaltalan nem (r = 0.0085). Mindezek a korrelacids
Osszefiiggések az Atgpxli-8 inszercidés mutans ndvényekben eltérd mintazatot mutattak, ami
jelzi, hogy az AtGPXL enzimek az antioxidans mechanizmus fontos szerepléi, és az egy-egy
izoenzim hianyara adott valasz az antioxidans védelem tobb komponensét érinti. (23. abra, 24.

dbra).

6.3. Az AtGPXL2 és AtGPXL3 izoenzimek antioxidans funkciéjuk mellett

befolyasolhatjak a redox allapotot tobb abiotikus stresszvalasz esetén

Az Atgpxl2 és AtgpxI3 mutans novényeket tovabbi részletesebb vizsgalatokhoz a vonatkozo
szakirodalmi adatok alapjan valasztottuk. Miao és mtsai. (2006 és 2007) eredményei szerint az
Atgpxl3 mutansok érzékenyebbek voltak mint a vad tipus szérazsag-, illetve ozmotikus

stresszre. Tovabbi kisérleteik soran élesztdé kéthibrid modszer segitségével igazoltak az
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AtGPXL3 fehérje ABI1 ¢és ABI2 foszfatdzokkal valo kolcsonhatdsat, ezaltal szerepét az ABS
fliggd jelatvitelben (Miao és mtsai., 2006). Gaber (2011) szintén tanulmanyozta az Atgpx/3
mutans ndvények ozmotikus stresszvalaszat, 6sszehasonlitva az A¢gpx/8 mutanssal, azonban
kisérleteiben az Atgpx/3 a vad-tipushoz hasonléan viselkedett (Gaber, 2011). Az Atgpxi2
koréabbi in silico promoter régid analizisiink soran kidertlt, hogy auxin valaszelemek, ABS
valaszelemek (ABRE), hdstresszben szerepet jatszo elemek (HSE), valamint MY B kotéhelyek
is megtalalhatok az AtGPXL2 promoterén (Bela és mtsai., 2015) (4. melléklet). Tovabba
Attacha és mtsai. (2017) lokalizacids kisérleteinek eredményei alapjan az enzim a citoplazmén
kiviil a sejtmagban is megtalalhat6 (4. abra).

Az Atgpxl2 és AtgpxI3 mutdns ndvényeket tobbféle nevelési rendszerben, kiilonbozo
életkorban vizsgaltuk, dsszehasonlitva stressztiirésiiket a vad tipusti névényekkel. Uveghazi
koriilmények kozott a hidroponikusan nevelt novények a korabbi beallitasoknal neveltekhez
képest eltérden reagaltak. Atgpxl2 mutansban megemelkedett a H,O; tartalom PEG kezelés
hataséra, ezzel parhuzamosan a vad tipushoz és az Atgpx/3-hoz képest magasabb MDA
tartalmakat mértiink kontroll koriilmények kozott és ozmotikummal valo kezelés hatasara is.
A két kisérleti rendszerben kapott eltérd peroxid szintek oka lehet, hogy a hosszabb
megvilagitas kovetkeztében nagyobb mennyiségben termelddé ROS (Becker és mtsai., 2006)
jelenlétét az AtgpxI2 névények mar nem tudtdk kompenzalni. Azonban ozmotikus stressz
hatdsdra a nem-enzimatikus antioxidansok mennyisége is valtozott, oxidalt formaik aranya
emelkedett minden novényben, ebbdl kifolyolag a fél cella redox potencial eltolddott
pozitivabb iranyba. Irodalmi adatok alapjan a kiilonb6z0 abiotikus stressz hatasokra a glutation
tartalomban torténd valtozasok, illetve az egyes formdk aranyanak eltolédéasa a glutation redox
potencial novekedését okozza, ami a sejtek oxidaltabb allapotara utal (Borsani és mtsai., 2001;
Chen ¢és mtsai., 2004b). Kisérleteinkben hasonld valtozast okozott az 5 uM H>O, kezelés is,
azonban 2 nap utan nem tapasztaltunk peroxid szint emelkedést sem a mutdns névényekben,
sem a vad tipusban. Mivel Yang és mtsai. (2012) eredményei alapjan 2-10 uM H>O; kezelés
hatasara indukéalodnak az antioxidans enzimek (CAT, APX, POX), melyek viszonylag rovid
1don beliil elimindljak a HoO»-t, ez magyarazhatja, hogy kisérleteinkben két nap utan mar csak
a nem-enzimatikus antioxiddnsok oxidalt formdinak megnovekedett mennyiségét észleltiik.
Talajban nevelt novények jelentdsen megemelkedett H>O: tartalommal reagaltak a szarazsag-
¢s homérsékleti stresszekre. Ebben az esetben is az Atgpxl2 mutansok érzékenyebbnek

mutatkoztak: mind kontroll allapotban, mind pedig szdrazsag ¢s magas homérséklet hatasara
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szignifikansan magasabb MDA tartalmat detektaltunk, mint a vad tipusu, vagy az Atgpx/3
mutans novényekben. Mivel a promoter analizis soran, az AtGPXL2 promoéterében ho- é€s
szarazsag stressz valasz elemeket talaltunk, ez alatdmasztja, hogy fontos szerepe lehet az
abiotikus stresszvalaszokban.

Az Atgpxl2 ¢és Atgpxl3 mutansok abiotikus stressztlirésének tovabbi vizsgélatahoz
csirandvényeket kezeltiink két hétig kiilonb6z6é ozmotikumokkal. Kontroll allapotban a mutans
novények fogyokere kis mértékben rovidebb volt, melyet Passaia és mtsai. (2014) is
tapasztaltak 8 napos csirandvények vizsgalatdnal. A kezelések gatoltdk a fégyokerek
novekedését, és ozmotikus stressz hatasara csokkent a csirandvények viztartalma, azonban nem
volt kiilonbség a vad tipust és a mutans novények kozott. Ugyan novekedésiikon nem volt
¢észlelhetd, de a fluoreszcencias festéssel torténd vizsgalatok soran az Atgpx/2 hajtasok
¢letképessége legtobb esetben a kontroll érték alatt maradt mind a kezeletlen ndvényeknél,
mind ozmotikus stressz hatdsara, ami nem minden esetben volt parhuzamba hozhato
emelkedett ROS szintekkel. Ezzel ellentétben Azgpx/3 hajtasanak életképessége toObbnyire a
vad tipushoz hasonléan valtozott, viszont a ROS tartalom magasabb volt mind kontroll
koriilmények kozott, mind a kezelések hatasara.

Hasonl6 koru csirandvények rovid ideig tartd (2 nap) ozmotikus stresszkezelésre kis mértékben
emelkedett H>O, és MDA tartalommal reagaltak. Ebben az esetben is, az id6sebb ndvényekhez
ozmotikumok okoztak nagyobb emelkedést a H2O» tartalomban, ezzel parhuzamosan az ssz
aszkorbat és glutation tartalmak a vad tipusban mért értékeknél valamivel magasabbak voltak.
Az Atgpx[3 mutansnal a vad tipushoz hasonléan emelkedtek meg a peroxid tartalmak, és a nem-
enzimatikus antioxidans tartalom is csupan a nagyobb 100 mM sokezelés hatasara emelkedtek
meg. A szamitott Ej. értékek alapjan az alkalmazott sdkezelés nem, az ozmotikus stressz
azonban hatott a novények redox allapotara, 200 mOsm PEG kezelés hatasara az Atgpxi2
képest pozitivabb irdnyba tolodott, a ndvények érzékenyebbek voltak (32. dbra).
Osszefoglalva, eredményeink alapjan az alkalmazott abiotikus stresszkezelésekre a mutins
novények (leginkdbb az Atgpxl2) szamos esetben érzé¢kenyebben reagaltak a vad tipushoz
képest, egyes esetekben a szamitott FEj. értékek is eltértek, ami kozvetetten utal a

stresszvalaszban, valamint a redox szabalyozasban betoltott szereplikre.
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6.4. Az AtGPXL enzimek részt vehetnek jelatviteli folyamatokban

Irodalmi adatok alapjan egyes GPX enzimek bizonyitottan képesek részt venni jelatviteli
folyamatokban. Az ¢lesztOben taldlhatdé nem-szeleno GPX3 H>0, érzékeldként ¢és
jeltovabbitoként miikodik. A H>O» szint emelkedésével a GPX3 oxidalja a Yap1 transzkripcios
faktort, melynél az oxidaci6 hatasara kialakulé diszulfid hid szerkezetbeli valtozast okoz, majd
a Yapl a sejtmagba jut, ahol képes antioxidans gének atirasat aktivalni, igy szabalyozva a H,O»
homeosztazist (Delaunay és mtsa., 2000; Delaunay €s mtsai., 2002; Herrero €s mtsai., 2008).
Emlosokben talalhato GPX4 szelenoenzim is képes jeltovabbitasra, a HoO»-dal valo reakcioja
utan az oxidaciot képes atadni spermiumban taldlhaté mitokondrium-asszocialt cisztein gazdag
fehérjéknek, mely folyamat a spermatozoa mitokondridlis kapszulajanak 6sszeszerelddéséhez
¢s stabilizalasdhoz vezet, ezaltal segitve a spermium mozgasat (Maiorino €s mtsai., 2005).
Tehat GPX-ek oly modon képesek jelatviteli folyamatokban részt venni az aktiv centrumban
talalhato ciszteinjeik vagy szelenociszteinjeik altal, hogy az oxidécios jelet olyan fehérjéknek
tovabbitjak, melyek dnmagukban nem képesek a H.O»-dal vald reakciora (Luo és mtsai., 2005;
Marinho és mtsai., 2014).

Miao ¢és mtsai. (2006) eredményei szerint az AtGPXL3 is miikkodhet H>O» érzékeldként és
jelatadoként az ABA ¢és szarazsagstressz folyamatokban az altal, hogy képes kolcsonhatni
ABII és ABI2 foszfatazokkal. Ezen kiviil az AtGPXL8-16l is feltételezték jeltovabbito szerepét
a sejtmagban valo lokalizacidja miatt (Gaber és mtsai., 2012).

Megvizsgaltuk az AtGPXL2, AtGPXL3 ¢és AtGPXLS8 rekombinans fehérjék jelatado
képességét a roGFP2 fehérjével valo kdlcsonhatasuk monitorozasaval. A roGFP2 peroxid
hozzéadasaval indukalt oxidacidjanak mértéke GPXL enzimek jelenlétében megemelkedett.
GPXL2 esetén alig, GPXL3 jelenlétében mar szignifikdnsan, GPXL8 hozzdadasaval pedig
nagy mértékben fokozodott a roGFP2 oxidaciojanak sebessége a GPXL-t nem tartalmazé
mintakkal 6sszevetve. Ez az eredmény arra utal, hogy a GPXL fehérjék, miutan oxidalodtak,
az elektront képesek kozvetleniil atadni a roGFP2-nek, igy oxidalva azt, ezaltal novelve a
reakcidelegyben annak oxidacios sebességét. A roGFP2 egy mesterséges molekula, nem lehet
a GPXL-ek in vivo interakcios partnere, kisérletiink eredménye azonban arra utal, hogy a
GPXL-ek részt vehetnek jelatviteli folyamatokban, azonban még azonositani kell a lehetséges

in vivo kdlcsonhato partnereket.

71



6.5. Az AtGPXL2 és AtGPXL3 enzimeknek szerepe van a sejten beliili redox

allapot szabalyozasaban

Egyre tobb informécid erdsiti meg a glutation €s tioredoxin rendszerek kapcsolatat, és
szerepiiket a sejten beliili redox allapot fenntartdsaban, mely befolydsolja a ndvekedést, a
szervek fejlodését és regeneraciojat is (Marty és mtsai., 2009; Bashandy és mtsai., 2010; Lu és
Holmgren, 2014). Csokkent glutation tartalmt mutans (root meristemless 1, rmll) Arabidopsis
novényekben egyes GPXL gének expresszidja is megvaltozott (Schnaubelt és mtsai., 2015).
Mivel a redox allapot fontos élettani folyamatokra kihatassal van, elsédleges szempont az
egyensuly fenntartdsa az antioxidans mechanizmusok révén. Az Arabidopsis gyokér sejtjeinek
redox potencidlja régionként mas mintazatot mutat, melyre hatassal vannak a nevelési
korilmények és kornyezeti faktorok is (Jiang és mtsai., 2016). Hogy megallapitsuk az
AtGPXL2 vagy AtGPXL3 enzim hidnyanak hatdsat a gyokerek redox allapotara, roGFP2-t
fejeztettiink ki a mutans ndvényekben. Habar a roGFP2 szenzor fehérjével a glutation redox
potencial szamithatd ki, a AtGPXL2 és -3 fehérjék pedig a TRX redukdld szubsztratot
részesitik elényben, de a két rendszer feltehetden kapcsolatban all egymassal. Ezt tamasztjak
ala a korrelacids analiziseink eredményei is. Eredményeink alapjan mar kontroll koriilmények
kozott leginkabb a kozépso sejtsorokban voltak eltérések a vad tipushoz képest. Jellemzden a
mutans novények gyokércsucs sejtjei oxidaltabb allapotban voltak a Col-0-val Osszevetve.
Mindez kovetkezhet az adott sejtcsoportban a peroxidtartalom emelkedésébdl, de lehetséges az
is, hogy az adott GPXL hidnyaban egyéb, még nem feltart jelatviteli folyamatok valtoznak

meg.

72



7. Osszefoglalas

Kisérleteink soran az AtGPXL fehérjék biokémiai tulajdonsagainak megismeréséhez heterolog

rendszerben termeltetett, majd tisztitott enzimeken végeztiink kisérleteket, vizsgaltuk a

kiilonbozd peroxidok lebontasat néhany kivalasztott redukélod szubsztrat jelenlétében. Ezen

kiviil rekombindns roGFP2 segitségével vizsgaltuk az AtGPXL fehérjék jelatadd képességét.

Kisérleteink soran 6sszehasonlitottuk az eltérd koriilmények kozott nevelt kiilonb6z6 koru vad

tipusu (Col-0) ¢és mutans novények abiotikus stresszvalaszat. A tovabbiakban pedig

kivalasztott Atgpx! mutans ndvényekben kifejeztetett roGFP2 redox szenzor segitségével

tanulmanyoztuk az egy-egy GPXL hidnyanak hatdsat a glutation redox potencial (Egsw)

alakulasara. Eredményeink alapjan az alabbi megallapitasokat tettiik:

1.

A rekombindns AtGPXL2, AtGPXL3 és AtGPXLS enzimek mindegyike képes a H>O»,
valamint a szerves hidroperoxidok lebontdsdra in vitro korilmények kozott.
Mindhérom kivalasztott rekombinans enzim eldnyben részesiti a TRX redukalo
szubsztratot a GSH-val szemben, rdadasul a TRX-ok kozott is kiilonbséget tesznek, a
TRXh2 és TRXh3 redukalé komponenssel magasabb, mig a TRXh9-el joval
alacsonyabb peroxiddz aktivitdst detektaltunk. Az AtGPXL8 enzimkinetikai
paramétereinek (Kuy, vmax) meghatarozasa a mar publikalt eredményekhez hasonld
értékeket eredményezett.

Kontroll koriilmények kdzott a kiilonbozo életkorban vizsgalt mutans névények HoOo,
vagy MDA tartalma gyakran magasabb volt a vad tipusban meghatarozottnal. A
hidropénikusan nevelt Azgpx/5, -6, -7 €s -8 mutans novényekben megemelkedett H>O»,
az Atgpx]2 mutansban pedig megemelkedett MDA tartalmakat detektaltunk.
Megvaltozott az antioxiddns rendszer aktivitdsa, a mutansok hajtdsdban a TPOX
aktivitds lecsokkent, mig az APX megemelkedett, gyokeriikben pedig a nem-
enzimatikus antioxidansok mennyisége volt tobb. A ndvények feltehetden ezzel
kompenzaljak egy-egy AtGPXL hidnyat.

Abiotikus stresszkezelések hatasat tobbféle nevelési rendszerben, kiilonb6zo
¢letkorban vizsgéalva azt tapasztaltuk, hogy egyes mutans ndvények érzékenyebbek
voltak a vad tipushoz képest. Az Aigpx/2 mutans H»O: tartalma jelentdsen
megemelkedett ozmotikus stressz hatasara, az Atgpx[3 csirandvények hajtdsaban pedig

s0- ¢s ozmotikus stressz is a Col-0-hoz képest nagyobb mértékli 6ssz ROS szint
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emelkedést okozott. Hidroponikusan nevelt mutans noévények altaldban a nem-
enzimatikus antioxidans tartalom mennyiségének novelésével igyekeztek kompenzalni
az ozmotikus stresszt. A hajtasok, illetve gyokerek eltéro stresszvalaszara a korrelacios
analiziseink is ravilagitanak.

Az AtGPXL gének expresszioja stressz- €s szervspecifikusan valtozott meg so- és
ozmotikus stressz hatasara. 100 mM NacCl kezelés a hajtasban féleg az AtGPXL6 és -8,
gyokérben viszont az AtGPXLI, -3 ¢és -8 indukcidjat okozta. Ett6l eltéréen az
izoozmotikus PEG kezelés hatdsdra a hajtasokban az AtGPXL4 és -8, mig a
gyokerekben pedig az AtGPXLI és -4 aktivalodtak. Ezen eredmények arra utalnak,
hogy az adott AtGPXL-eknek specifikus szereplik lehet az ozmotikus stresszvalaszban.
Kisérleteinkben a mutans ndvényekben gyakran megvaltozott a glutation tartalmakbol
szamitott Ej érték, ami utal a redox allapot meghatarozasaban jatszott szerepiikre. Mas
megkozelitéssel, roGFP2 szenzor fehérje segitségével is megvizsgalva, az Atgpxi2 és
Atgpxl3 mutans gyokerek egyes zonaiban eltértek az Egsy értékek a vad tipusétol,
altalaban a gyokércsuicsok allapota oxidaltabb volt. A kapott eredmény megerdsiti
funkcidjukat a redox dallapot szabdlyozasaban, amelyen keresztiil a ndvekedést,
fejlodést is befolyasolhatjak. Raadasul a rekombinans GPXL fehérjék roGFP2
oxidacios vizsgalata soran arra is fény deriilt, hogy képesek az oxidacios jel
tovabbitasara in vitro, igy in vivo akar mas fehérjékkel vald kdlcsonhatés révén is részt

vehetnek jelatviteli folyamatokban.
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8. Summary

In our experiments recombinant enzymes were used to study the biochemical properties of

AtGPXL enzymes. We investigated the degradation of various peroxides in the presence of a

few selected reductive substrates. In addition, we tested the signalling ability of AtGPXL

proteins using recombinant roGFP2. For the assessment of the role of AtGPXL proteins in

stress responses, Atgpx! insertion mutant plants were used. We compared the abiotic stress

response of wild-type (Col-0) and mutant plants grown in different conditions. Furthermore,

the roGFP2 redox sensor has been expressed in selected Azgpx/ mutant plants to study the effect

of the lack of one AtGPXL isoenzyme on the regulation of glutathione redox potential (Ecsu).

Based on our results, we have made the following observations:

1.

All the studied recombinant AtGPXL2, AtGPXL3 and AtGPXLS8 enzymes are capable
to convert H O, and organic hydroperoxides in vitro. All these selected recombinant
enzymes favour the TRX reducing substrate against GSH, and also distinguish between
TRXs, in the presence of TRXh2 and TRXh3 the measured peroxidase activities were
much higher than with TRXh9. Determination of the enzyme kinetic parameters (K,
Vmax) Of AtGPXLS8 resulted in similar values to that already published.

In control conditions, H2O2 or MDA contents of mutant plants were often higher than
that of the wild type. In the hydroponically grown Azgpxl5, -6, -7, and -8 plants increased
H>03, in the Atgpx/2 mutant elevated MDA contents were detected. The activity of the
antioxidant system changed, mostly in the shoots of mutants the TPOX activity decreased
and the APX increased, while in the roots the level of non-enzymatic antioxidants was
higher. It has been supposed, that the plants this way tried to compensate the lack of
AtGPXLs.

Investigating the effects of abiotic stresses on Atzgpx/ mutants in different ages and
various growth conditions came out that some mutant plants were more sensitive
compared to the wild type. The content of H>O» significantly increased in Argpx/2
mutants after osmotic stress, while in the shoots of Azgpx/3 seedlings salt and osmotic
stresses caused elevated total ROS content. The hydroponically grown mutant plants are
tend to tolerate osmotic stress by increasing the amount of non-enzymatic antioxidants.
Our correlation analysis also highlights the different stress response of shoots or roots.
AtGPXL gene expressions were changed by salt and osmotic stresses, differently due to
various treatments and in organs. 100 mM NacCl treatment caused the induction of
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AtGPXL6 and -8 in the shoots, and AtGPXLI, -3 and -8 in the roots. By contrast, after
the iso-osmotic PEG treatment, AftGPXL4 and -8 in the shoots and AtGPXLI and -4 in
the roots were activated. These results suggest that the given AtGPXLs may play an
important role in the osmotic stress response.

In our experiments, the Ej values, calculated from the glutathione contents, in the mutant
plants have often been changed, which refers to their role in regulation of the redox state.
By other approaches, the Egsy values, determined by using roGFP2 sensor protein, were
also different in the roots of the AzgpxI2 and Atgpx/3 mutants compared to the wild-type,
usually the root cap and meristematic zones of the mutant roots were more oxidized. The
result confirms their function in regulating the redox state, through which they can also
influence on growth and development. In addition, testing the interaction of recombinant
AtGPXLs with roGFP2 revealed, that they were capable of transmitting the oxidation
signal in vitro, so might also participate in signalling processes in vivo through

interactions with other proteins.
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Mellékletek

1. melléklet Hidroponikusan nevelt 6 hetes Arabidopsis thaliana vad tipusu (Col-0) és Atgpxl
mutans novények rozettdja kontroll korilmények kozott, illetve 100 mM NaCl vagy
200 mOsm PEG kezelés utan.

AtgpxI1 AtgpxI2 AtgpxI3 Atgpxl4 AtgpxI5 Atgpxl6 Atgpxl7 AtgpxI8
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2. melléklet Hidroponikusan nevelt 6 hetes Arabidopsis thaliana vad tipust (Col-0) és Atgpx/
mutans novények gyokerei kontroll koriilmének kozatt, illetve 100 mM NaCl vagy 200 mOsm

PEG kezelés utan.

Col-0 Atgpx!1 AtgpxI2 AtgpxI3 Atgpxl4 AtgpxI5 Atgpxl6 AtgpxI7 AtgpxI8
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3. melléklet A kisérleteknél hasznalt oligonukleotidok.

Gén/mutans
o Primer neve Szekvencia Felhasznalas Hivatkozas
azonosito
klénozas rekombinans
GPXL2-GW-F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGCGGATGAATCTCCAAAGTCTA 3
fehérje eléallitasahoz | Meyer és mtsai.,
At2G31570
klénozas rekombinans | nem publikalt
GPXL2-GW-R | 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAGAAGAGGCCTGTCCCAA 3’
fehérje eléallitasahoz
klonozas rekombinans
GPXL3-GW-F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTATGACCTCTAAGATTAAAAAATTTATACTC 3’
fehérje eléallitdisahoz | Meyer és mtsai.,
At2G43350 )
klonozas rekombinans | nem publikalt
GPXL3-GW-R | 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAGCAGATGCCAATAGCTTGACGATATC 3’
fehérje eléallitasahoz
klénozas rekombinans
GPXL4-GW-F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAGATCCGTCCATCAATTCACTG 3’ )
fehérje eloallitasahoz | Meyer és mtsai.,
At2G48150
klonozas rekombinans | nem publikalt
GPXL4-GW-R | 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAAGCGTCTTCAAGAGCTTTCT 3’
fehérje eléallitasahoz
klonozas rekombinans
GPXL5-GW-F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCAAATCAATCCATCAATTCACCGTCAAG 3’
fehérje eléallitasahoz | Meyer és mtsai.,
At3G63080
klénozas rekombinans | nem publikalt
GPXL5-GW-R | 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACAATTCTTGTGCAAGGGCT 3’
fehérje eléallitasahoz
klonozas rekombinans
GPXL6-GW-F | 5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGCTGCTTCTTCCGAACCC 3’ )
fehérje eloallitasahoz | Meyer és mitsai.,
At4G11600
klonozas rekombinans | nem publikalt
GPXL6-GW-R | 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAAGCAGTAACTCCCAACAACTT 3’

fehérje eléallitasahoz
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klonozas rekombinans

GPXL8-GW-F 5' GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTTGCGACGAAGGAACCAGAATC 3
fehérje eldallitaisahoz | Meyer és mtsai.,
At1G63460
klénozas rekombinans | nem publikalt
GPXL8-GW-R | 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGGAGATATTCAGAAGATTCTTT 3’
fehérje eléallitasahoz
klonozas rekombindns
TRXh2-GW-F 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGGGACCGAATCTGAGC 3’ i
fehérje eloallitasahoz | Meyer és mtsai.,
AT5G39950
klonozas rekombinans | nem publikalt
TRXh2-GW-R 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTATGCTCTGAGTTTGCTAAC 3’
fehérje eléallitasahoz
klénozas rekombinéns
TRXh9-GW-F 5" GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAGTTTTCCGGTGGCAATGTTC 3°
fehérje eléallitdisahoz | Meyer és mtsai.,
AT3G08710
klénozas rekombinans | nem publikalt
TRXh9-GW-R 5" GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCAAGGCCGTTGAGGACTTTC 3°
fehérje eléallitasahoz
homozigéta mutéciod
N673476-F 5' TGATAAAAAGGGAAAGGTCGTT 3’
ellendrzése Bela és mtsai.,
SALK 128885C )
homozigéta mutéciod nem publikalt
N673476-R 5' TTCAAGTGTTCAAAGCGAAGT 3’
ellenérzése
homozigdta mutacio
N666554-F 5" ACTCGACACAACACGCAAAA 3’
ellenérzése Bela és mtsai.,
SALK 082445C .
homozigdta mutacio nem publikalt
N666554-R 5' GCCATCAGGAGAAACCAAGA 3’
ellenérzése
homozigdta mutacio
N671497-F 5' CAAGGCTGAGATGGGCTTTA 3’
ellendrzése Bela és mtsai.,
SALK 071176C )
homozigéta mutéciod nem publikalt
N671497-R 5' TGAGAAAGGCACAGCGAGAT 3’

ellendrzése
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homozigéta mutéciod

N826715-F 5' TGAAATGGAATGATAGGGACTTTT 3’
ellendrzése Bela és mtsai.,
SAIL 623 F09 )
homozigéta mutéciod nem publikalt
N826715-R 5" AAACGAGAGAGCATGAAATGG 3’
ellendrzése
homozigdta mutacio
N675832-F 5" GAGATGAAGAAGGGCAAAGGT 3’
ellenérzése Bela és mtsai.,
SALK 076628C .
homozigdta mutacio nem publikalt
N675832-R 5" TTGACGACGAGCAGCACT 3’
ellenérzése
homozigdta mutacio
N851190-F 5" TTCCTCGTATGTGTGTGGGTTA 3
ellenOrzése Bela és mtsai.,
WiscDsLox321H10 )
homozigéta mutéciod nem publikalt
N851190-R 5' TCGTAAAGAGATTTGGGTTCG 3’
ellendrzése
homozigéta mutéciod
N658985-F 5' TCCGAGTAATGGGGTTTCAG 3’
ellendrzése Bela és mtsai.,
SALK 072007C )
homozigéta mutéciod nem publikalt
N658985-R 5" TGCTTGATCTCAGGGTTTGA 3’
ellenérzése
homozigdta mutacio
N667273-F 5" CAGTGGGATGACAAACTCAAACT 3
ellenérzése Bela és mtsai.,
SALK 127691C .
homozigdta mutacio nem publikalt
N667273-R 5" TGGCTCTCAAACAGAACTAATCA 3’
ellenérzése
homozigdta mutacio
pBIN-pROK?2 SALK LBal 5' TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 3’ SIGnAL
ellendrzése
homozigéta mutéciod
pBIN-pROK?2 SALK LBbl 5' GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 3’ SIGnAL

ellendrzése
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pCSAI110- homozigéta mutéciod
SAIL-LB 5" AAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC 3’ SIGnAL
pDAP101 ellendrzése
homozigéta mutéciod
pDs-Lox WISC-LB 5" AACGTCCGCAATGTGTTATTAAGTTGTC 3’ SIGnAL
ellendrzése
valos idejii kvantitativ
AtGPXLLI1-F 5" AAGGTTGACGTGAATGGACC 3° ) )
polimeraz lancreakcio | Bela és mtsai.,
At2G25080
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLLI1-R 5" TTGGAAAGGGGATGTGGTGG 3’ ) .
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGPXLL2-F 5" AGAGACCAACGACACTGCAA 3’
polimeraz lancreakcié | Bela és mtsai.,
At2G31570
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLL2-R 5" CGCATCCGTCAGACCACATT 3’
polimeraz lancreakcio
valds idejii kvantitativ
AtGPXLL3-F 5" AGCCTCTAAGTGTGGTCTAACA 3’
polimeraz lancreakcié | Bela és mtsai.,
At2G43350
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLL3-R 5' GCAAACGGTTTCCTTGATCTCC 3° ) )
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGPXLLA4-F 5' CCGAGAGATCCGTCCATCAAT 3’ ) )
polimeraz lancreakcio | Bela és mtsai.,
At2G48150
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLL4-R 5" AACCGCATTTGGAAGCAACA 3’ ) .
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGPXLLS5-F 5" TCATCATCATCATCTGTGTCGGA 3’
polimeraz lancreakci6 | Bela és mtsai.,
At3G63080
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLLS-R 5" GGACTCCGTGAATCCGCATT 3’

polimeraz lancreakcio
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valds idejii kvantitativ

AtGPXLL6-F 5' GCTTCTTCCGAACCCAAATCTC 3’
polimeraz lancreakcié | Bela és mtsai.,
At4G11600
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLL6-R 5' GTCAAGCCACATTGAGAAGCA 3’
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGPXLL7-F 5' CGTTGCGTCAAGATGTGGTT 3’ ) )
polimeraz lancreakcio | Bela és mtsai.,
At4G31870
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLL7-R 5" GAACCGGGTGCAAGCAAATT 3’ ) .
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGPXLLS-F 5" CCCCTCTTACACTTGAGCATGA 3’
polimeraz lancreakcié | Bela és mtsai.,
At1G63460
valos idejii kvantitativ | 2018
AtGPXLLS-R 5' TCAATCCAAGTCAATGTCATGGC 3°
polimeraz lancreakcio
valds idejii kvantitativ
AtACTIN2-F 5" GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 3’
polimeraz lancreakcié | Papdi és mtsai.,
At3G18780
valos idejii kvantitativ | 2008
AtACTIN2-R 5" AACGACCTTAATCTTCATGCTGC 3’ ) )
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtGAPDH2-F 5 AATGGAAAATTGACCGGAATGT 3° . .
polimeraz lancreakcio | Papdi és mtsai.,
At1G16300
valos idejii kvantitativ | 2008
AtGAPDH2-R 5" CGGTGAGATCAACAACTGAGACA 3’ ) .
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtDREB2A-F 5' TCAAACTCGCTCAGCCAATGCTTA 3°
polimeraz lancreakcié | Czechowski és
At5G05410 )
valos idejii kvantitativ | mtsai., 2004
AtDREB2A-R 5' TGTCTGGAGAATGGTGCGGAAGAG 3’

polimeraz lancreakcio
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valds idejii kvantitativ

AtDREB2B-F 5' TCGAGATGAAGCGGATGCAAATCA 3’
polimeraz lancreakcié | Czechowski és
At3G11020 )
valos idejii kvantitativ | mtsai., 2004
AtDREB2B-R 5' TGAATGAACCTGGTCCCCATCAGA 3’
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtMYB2-F 5' GGCAATAGGTGGTCGAAGATTGCG 3’ ) .
polimeraz lancreakcio | Czechowski és
At2G47190 .
valos idejii kvantitativ | mtsai., 2004
AtMYB2-R 5" GTGTTTGGCTTGCTTTTGGACTCG 3’ ) .
polimeraz lancreakcio
valos idejii kvantitativ
AtMYC2-F 5" GATGAGGAGGTGACGGATACGGAA 3°
polimeraz lancreakcié | Czechowski és
At1G32640 )
valos idejii kvantitativ | mtsai., 2004
AtMYC2-R 5" CGCTTTACCAGCTAATCCCGCA 3’
polimeraz lancreakcio
valds idejii kvantitativ
AtNCED3-F 5' CGGTGGTTTACGACAAGAACAA 3’
polimeraz lancreakcié | Barrero és
At3G14440 )
valos idejii kvantitativ | mtsai., 2006
AtNCED3-R 5' CAGAAGCAATCTGGAGCATCAA 3’

polimeraz lancreakcio
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4. melléklet Az AtGPXL gének promoter régidinak fontosabb szabalyozé elemei.

Fe] LG5ty . . Elnevezés Gén Pozicio Szekvencia Funkcio Hivatkozas
Kornyezeti hatas
SUTR Py-rich  AtGPXL 163 (-) TTTCTTCTCT Magas transzkripcios Daraselia és mtsai., 1996
stretch 1 szintet biztosit
AtGPXL 1068 (+) TTTCTTCTCT
2
AtGPXL 178 (-) TTTCTTCTCT
3
Altalanos cisz hat6 AtGPXL 63,288 (-) TTTCTCTCTCTCTC
elemek 4
AtGPXL 471 (+) TTTCTTCTCT
5
AtGPXL 834 (+) TTTCTTCTCT
6
TA-rich AtGPXL 262,276 (+) TATATATATATATA  Pozitiv szabalyozo6 elem
7
CAT-box AtGPXL 36 (1) GCCACT Merisztéma specifikus Meshi és mtsai., 2000
w1 5 expressziot biztosit
Fejlodés/ AtGPXL  386(-) GCCACT
Merisztéma s
funkcio dOCT AtGPXL 1414 (+) CaCGGATC Merisztéma specifikus Terada és mtsai., 1995
6 aktivacidhoz kotott
AAGAA-motif AtGPXL 1458 (+) GAAAGAA Mag specifikus expressziot — Bruce és mtsai., 1991
1 biztosit
206 (- GAAAGAA
Mag fejlodés ’;tGPXL ©)
AtGPXL 119 (+) gGTAAAGAAA
5
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AtGPXL 758 (-) GAAAGAA
6
AtGPXL 497 (-) GAAAGAA
8
ATGCAAAT  AtGPXL 284(-) ATACAAAT TGAGTCA motivumhoz
motif 2 tarsult szabalyozo elem
AtGPXL 57 () ATACAAAT
8
GCN4_motif  AtGPXL 1042,1101 (+) TGTGTCA Endospermium specifikus ~ Wu és mtsai., 1998
6 expressziot biztosit
02-site AtGPXL 1414 (-) GATGATATGG Zein metabolizmus Lefévre és mtsai., 2002
1 szabalyozasaban jatszik
szerepet
Skn-1 motif  AtGPXL 987 (%) GTCAT Endospermium specifikus ~ Washida és mtsai., 1999
2 expressziot biztosit
AtGPXL  95(-) GTCAT
5
AtGPXL 67,264,299, GTCAT
6 398, 495, 639,
1324 (-)
1024, 1074 (+)
AtGPXL  701(-) GTCAT
7
TATCCAT/C- AtGPXL 633 (-) TATCCAT Szabalyozo6 elem Lu és mtsai., 1998
motif 1
AtGPXL 261 (-) TATCCAT
7
AuxRR-core AtGPXL 1026 (-) GGTCCAT Auxin valaszban jatszik Ballas és mtsai., 1993
Hormonvalasz 7 szerepet
TGA-box AtGPXL  1325(%) TGACGTAA Részben az auxin Lam és Lam, 1995
6 valaszban jatszik szerepet
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TGA-element

CGTCA-motif

TGACG-motif

ERE

GARE-motif

P-box

AtGPXL
2
AtGPXL
6
AtGPXL
8
AtGPXL
2
AtGPXL
6
AtGPXL
7
AtGPXL
8
AtGPXL
2
AtGPXL
6
AtGPXL
7
AtGPXL
8
AtGPXL
1
AtGPXL
4
AtGPXL
6
AtGPXL
8
AtGPXL
6

681 (-), 1112
H

165, 352 (-)
428 ()

972, 986 (+)
265, 1325 (-)
474 (-)

158 (-), 445 (+)
972, 986 (-)
265, 1325 (+)
474 ()

158 (+), 445 (-)
138 (-)

15(-)

992 (+)

419 (+)

1274 (-)

AACGAC

AACGAC

AACGAC

CGTCA

CGTCA

CGTCA

CGTCA

TGACG

TGACG

TGACG

TGACG

ATTTCAAA

ATTTCAAA

ATTTCAAA

AAACAGA

CCTTTTG

Auxin valasz elem

Metil-jadzmonat valaszban
jatszik szerepet

Metil-jadzmonat valaszban
jatszik szerepet

Etilén valasz elem

Gibberellin valasz elem

Gibberellin valasz elem

Schindler és mtsai., 1992

Rouster és mtsai., 1997

Rouster és mtsai., 1997

Ohme-Takagi és mtsai., 1995

Sutliff és mtsai., 1993

Kim és mtsai., 1992

102



TCA-element  AtGPXL 179 (1) GAGAAGAATA Szalicilsav valaszban Goldsbrough és mtsai., 1993
3 jatszik szerepet
AtGPXL 166 (+) GAGAAGAATA
4
ABRE AtGPXL 489 (1) TACGTG Abszcizinsav valaszban Hobo ¢s mtsai., 1999
2 jatszik szerepet
AtGPXL 1358 (+) CCTACGTGGC
6 1381 (-) GACACGTGGC
1383 (+) CACGTG
CEl AtGPXL 6451 TGCCACCGG ABRE elemhez tarsult Shen és Ho, 1995
1 szabalyoz6, abszcizinsav
valaszban jatszik szerepet
ARE AtGPXL 2(H) TGGTTT Anaerob indukcidéhoz Walker és mtsai., 1987
4 kotott szabalyozo elem
AtGPXL 229 (%) TGGTTT
5
HSE AtGPXL 939 () AAAAAATTTC Hostressz valaszban jatszik — Gurley ¢s Key, 1991
1 szerepet
AtGPXL 733 () AAAAAATTTC
2
Abiotikus stressz AtGPXL 220 () AAAAAATTTC
5
AtGPXL 903 (-),987(+) AAAAAATTTC
6
MBS AtGPXL 11 (%) CAACTG MYB kotbhely, szarazsdg ~ Yamaguchi-Shinozaki és Shinoza
2 396 (1) TAACTG indukcioban jatszik 1994
AtGPXL 190 (%) TAACTG szerepet
3
AtGPXL 77(-) CAACTG
5
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AtGPXL 6,601 (+) TAACTG
6 1318 (+) CAACTG
AtGPXL  137(+),333(-) CAACTG
7
AtGPXL 413 () TAACTG
8
TC-rich AtGPXL  434,1281 (-) ATTTTCTTCA Védekezésben és stressz Itzhaki és Woodson, 1993
repeats 1 548 () GTTTICTTAC valaszban szerepet jatszo
AtGPXL 628 (1) ATTTTCTCCA elem
2
AtGPXL 116 (1) ATTTTCTTCA
6 1054, 1353, ATTCTCTAAC
1397 (+)
AtGPXL 36 (1) GTTTTCTTAC
7 293 (+) ATTTTCTTCA
165 (-) ATTTTCTCCA
AtGPXL 168 (-) ATTTTCTTCA
8
WUN-motif AtGPXL  68(+) TCATTACGAA Sebzés valasz elem Ni és mtsai., 1996
7
Biotikus stressz AT-rich AtGPXL 1062 (+) TAAAATACT Elicitor kozvetitette Lundin és mtsai., 1994
sequence 1 aktivacioban jatszik
AtGPXL 474 (+) TAAAATACT Szerepet
2
Box-W1 AtGPXL 584 (-) TTGACC Gomba elicitor valasz Du és Chen, 2000
2 szabalyozd elem
AtGPXL 210 (-) TTGACC
4
AtGPXL 310 (-) TTGACC
5
EIRE AtGPXL 1454 (-) TTCGACC Elicitor valasz elem Fukuda és Shinshi, 1994
)]
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Fényvalasz/

Cirkadian ritmus

ACE

AE-box

AT1- motif

ATC-motif

Box 4

Box 1

AtGPXL
1
AtGPXL
6
AtGPXL
7
AtGPXL
8
AtGPXL
1
AtGPXL
5
AtGPXL
8
AtGPXL
6
AtGPXL
7
AtGPXL
2
AtGPXL
5
AtGPXL
6
AtGPXL
8
AtGPXL
1
AtGPXL
4
AtGPXL
6

858 (+)
1381 (-)

191 (-)

37 (%)

168 (+)
7(+)

228 (+)

1048 (+)
824 (-)

98, 637 (+)
323 (+)
251,686 (+)
228 (+)

138, 1266 (-)
15 (-)

993 (+)

ACGTGGA

ACGTGGA

GACACGTATG

AAAACGTTTA

AGAAACAT

AGAAACAA

ATTAATTTTACA

AATCTAATCC

AGTAATCT

ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT

ATTAAT

TTTCAAA

TTTCAAA

TTTCAAA

Fény valaszban jatszik

szerepet

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz elem

Feldbrugge et al 1996

Park és mtsai., 1996

Datta és Cashmore, 1989

Argiiello-Astorga ¢s Herrera-
Estrella, 1996

Block és mtsai., 1990
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Box II

CATT-motif

G-box

GA-motif

GAG-motif

AtGPXL
7
AtGPXL
6
AtGPXL
2
AtGPXL
1

AtGPXL
2

AtGPXL
5
AtGPXL
6

AtGPXL
7

AtGPXL
8
AtGPXL
1
AtGPXL
8
AtGPXL
1
AtGPXL
4
AtGPXL
5

152,977 (+)

1381 (+)

997 (+)

857, 1441 (-)
1402 (-)

489 (-)
948 (-)

107, 131 ()

1360 (-)
1383 (+)

1381 ()

1005, 1129 (-)
782 (-), 575 (+)
796 (-)

85(-)

577 (-)

24 (+)

1420 (-)

305 (+)

TTTCAAA

TCCACGTGGC

GCATTC

CACGTT
CACGAC

CACGTA
CACGAC

CACGAC

CACGTT
CACGTG
GCCACGTGGA
CACGTT
CACGTC
TAACACGTAG
CACATGG

ATAGATAA

AAAGATGA

AGAGATG

AGAGATG

46, 286,498 (+) AGAGATG

Fény valasz regulacio része
Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Block és mtsai., 1990
Argiiello-Astorga és Herrera-

Estrella, 1996
Donald és mtsai., 1990

Argiiello-Astorga ¢s Herrera-
Estrella, 1996

Argiiello-Astorga ¢s Herrera-
Estrella, 1996
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Gap-box

GATA-motif

GT1-motif

I-box

TCCC-motif

TCT-motif

AtGPXL
6
AtGPXL
2
AtGPXL
1
AtGPXL
4
AtGPXL
7
AtGPXL
6
AtGPXL
1
AtGPXL
4
AtGPXL
7

AtGPXL
8
AtGPXL
5
AtGPXL
7
AtGPXL
4
AtGPXL
6
AtGPXL
7

837 (-)
1069 (+)
54.(-)
708 (+)
28 (+)
1117 (-)
862 (+)
709 (-)
28 (+)

662 (-), 1055
()

1150 (-)

61 (+)

206 (+)

30)

1012, 1113 (+)
145 (-)

337 (+)

40 (+), 245 (-)

AGAGATG
AGAGAGT
AAATGGAGA
AAGGATAAGG
GATAGGG
AAGGATAAGG
GGTTAA
ccttatcct

GATAGGG

GATATGG
TATTATCTAGA

gGATAAGGTG
ATGATATGA
TCTCCCT
TCTCCCT
TCTTAC

TCTTAC

TCTTAC

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz elem

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Fény valasz regulacio része

Argiiello-Astorga és Herrera-
Estrella, 1996

Argiiello-Astorga és Herrera-
Estrella, 1996

Vauterin és mtsai., 1999

Donald és mtsai., 1990

Argiiello-Astorga ¢s Herrera-
Estrella, 1996
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as-2-box

Chs-CMA1la

circadian

Unnamed

AtGPXL
6

AtGPXL
1
AtGPXL
7
AtGPXL
1
AtGPXL
3
AtGPXL
5
AtGPXL
8
AtGPXL
1

60 (+)

1140 (-)

68 (+)

797 (+)

21 (+), 160 (-)

361 ()

297 (-)

1041 (+)

GATAatGATG

TTACTTAA

TTACTTAA

CAAAGATATC

CAANNNNATC

CAANNNNATC

CAANNNNATC

GGATTTTACAGT

Fény valaszban ¢és hajtas
specifikus expresszidban
jatszik szerepet

Fény valasz regulacio része

Cirkadian szabalyozasban

jatszik szrepet

Fitokrém expresszio
negativ szabalyozo eleme

Lam és Chua, 1989

Argiiello-Astorga ¢s Herrera-
Estrella, 1996

Piechulla és mtsai., 1998
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