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Bevezetés

A klimavaltozas soran bekovetkezett hatdsok miatt a novényélettani
kutatasok terén kiemelt jelentdsége lett a stresszélettani kutatasoknak.
A széls6séges idGjarasi események gyakoribba valasa stlyos
veszteségeket okoz a mezdgazdasagi termelésben. A ndvények
folyamatosan ki vannak téve a kdrnyezet hatasainak, melyek egy
részének jelentds valtozasa karos lehet szamukra, stresszorként
jelentkezik, stresszfolyamatokat valt ki benniik. A kornyezeti
stresszhatasok kovetkeztében masodlagos stresszként oxidativ stressz
is kialakul. Ennek soran a reaktiv oxigénformak (ROS)
felhalmozodasa altal konnyen felborulhat a ndvények redukcids
allapota, sériilhetnek a membranok, fehérjék és nukleinsavak, ezaltal
karosodik novekedésiik, fejlodésiik. Hogy ezt elkeriiljék, a ndvények
az antioxidans védelmi rendszer teljes arzenaljaval vértezik fel

magukat.

A ndvényi glutation peroxidaz-szerti enzimek (GPXL) az antioxidans
enzimek tagjai, melyek tioredoxin (vagy glutation) redukald
komponens segitségével képesek a H,O» és szerves hidroperoxidok
bontasara vizzé, vagy a megfeleld alkoholokka. Leginkabb az allati
foszfolipid hidporexid glutation peroxidazokhoz (PHGPX)
hasonlitanak, azonban katalitikus helyiikkon 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
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esetleg az enzimatikus antioxidans funkcidjukon kiviil mas
folyamatokban is szerepiik lehet. Arabidopsisban thaliana-ban 8
izoenzimet azonositottak, melyek kiilonb6z6 sejtorganellumokban
lokalizalodnak, megtalalhatdbak a citoplazmaban, sejtmagban, a
plazmamembranhoz kotve, a mitokondriumban, kloroplasztiszban és
az ER-ben is. A ludfii az élettani kutatasok gyakran hasznalt
modellndvénye, mivel genetikai hattere ismert, €s szamos mutans all
rendelkezésre. Kisérleteink sordn T-DNS inszercids mutins
novényeket (AtgpxlI-8) hasznaltunk az AtGPXL fehérjék
stresszvalaszban betdltott szerepének vizsgalatahoz.
Osszehasonlitottuk a vad tipust (Col-0) és mutans ndvények
karosodasat abiotikus stresszhatdsra a H»O, és malondialdehid
(MDA) tartalmakon keresztiil, valamint megvizsgaltuk a
névényekben néhany, peroxid bontdsban vagy detoxifikidcioban
fontos antioxidans enzim aktivitdsat, valamint nem-enzimatikus
antioxidans tartalmakat. Kivalasztott A¢gpx/ mutans ndvényekben
kifejeztetett redox érzékeny zold fluorszcens fehérje (roGFP2)
segitségével tanulmanyoztuk egy-egy GPXL hianyanak hatasat a
glutation redox potencial (Egsy) alakulasara. A GPXL fehérjék
biokémiai tulajdonsagainak megismeréséhez heteroldog rendszerben

termeltetett, majd tisztitott enzimeken végeztiink kisérleteket.
Célkitiizések
A glutation peroxidazokat mar kozel 60 éve vizsgaljak allatokban,

névényekben viszont szamos kérdés megvalaszolatlan még, hiszen
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nagyon sok eltérés van a két csoport kozott. Tobb A¢GPXL gén is
aktivalodhat abiotikus stressz hatdsara, vagy hormon kezelésre. A
prométer régiok in silico vizsgalatat kovetden tobb cisz-szabalyozo
elem is megtalalhato esetiikben, melyek abiotikus- vagy biotikus
stresszvalaszhoz kotédnek, vagy valamely hormonhoz kapcsoltak.
Mindezek ellenére a ndvényi glutation peroxiddzok (GPXL-ek)
szerepe a stressz valaszban, jelatviteli folyamatokban, vagy a fejlodés
szabalyozasaban még nem teljesen tisztdzott. Munkank sordn az

Arabidopsisban talalhaté 8 GPXL vizsgalatat tliztiik ki célul.
A dolgozatban a kdvetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1) Milyen redukald agenst és szubsztratot részesitenek
elényben az egyes AtGPXL enzimek?

2) Milyen élettani folyamatok valtoznak meg az Arabidopsis
novények hajtasaban ¢€s gyokerében egy-egy AtGPXL
hianyaban, vagy csokkent transzkript szint hatasara kontroll
koriilmények kozott?

3) Mi lehet az AtGPXL-ek szerepe a stresszvalaszban? Milyen
valtozasokat figyelhetiink meg a vad tipust és A¢gpx/ mutans
ndvények élettani folyamataiban abiotikus stressz hatas
alatt?

4) Hogyan valtozik a 8 AtGPXL transzkript szintje a hajtdsban

¢és gyokérben ozmotikus stressz hatasara?



5) Lehet-e szerepilk az AtGPXL-ecknek a novények
ndvekedésében és fejlédésében? Hogyan befolyasolhatjak a

redox allapotot? Részt vehetnek-e jelatviteli folyamatokban?

Anyagok és modszerek

Ludft (Arabidopsis thaliana L. Heynh, Columbia okotipus) vad
tipust (Col-0) és a glutation peroxidaz-szerii (A¢tGPXL) génekben
T-DNS inszercidét tartalmazé6 mutdns ndvényeket (Atgpxli-8)
hasznaltunk a kisérletek egy részénél. Az Atgpxi2 és AtgpxI3 mutans
gyokerek redox potencialjanak meghatarozasadhoz a ndvényeket redox
érzékeny zold fluoreszcens fehérjével (roGFP2-vel) transzformalt,
majd stabil konstrukciot tartalmazé Col-0 ndvényekkel kereszteztiik.
A novényeket abiotikus stresszhatasnak tettiik ki kiilonb6z6 nevelési
koriilmények kozott (hidroponikusan, taptalajon, talajban), eltérd
¢letkorban (5, 14 napos csirandvények ¢és 6, 10 hetes kifejlett
novények). Az abiotikus  stresszt  kivaltottuk  kiilonbozo
kezelésekkel, ezen kiviil alkalmaztunk alacsony- é&s magas

hémérsékleti stresszt, valamint szarazsagstresszt.

Meértiik a novények tomegét, rozettadtmérdjét és gydkérhosszat. Az
életképességet €és a reaktiv oxigénformak szintjét fluoreszcens
mikroszkopiaval vizsgaltuk. A génexpresszios vizsgalatokhoz RNS-t
izolaltunk LiCl-os médszerrel, majd cDNS irast kdvetden a Primer3
program segitségével tervezett primerparok felhaszndlasaval
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kvantitativ RT-PCR  modszert alkalmaztunk. A HxO, és
malondialdehid tartalom, az antioxidans enzimek (tioredoxin
peroxidaz, glutation peroxiddz, glutation transzferaz, gvajakol
peroxidaz, aszkorbat peroxidaz, katalaz) aktivitdsa €s a nem
enzimatikus antioxidansok ~ mennyiségének = meghatarozasa
spektrofotometrids modszerrel tortént. A fél-cella redox potencialt a
meghatarozott glutation tartalmakbol szamitottuk ki. Glutation fiiggd
redox potencialt kalkulaltunk roGFP2 fehérje segitségével, mely

vizsgalatokat lézer pasztazoé konfokalis mikroszkopon végeztiink.

A GPXL enzimek biokémiai tulajdonsagainak vizsgalatahoz
Escherichia coli BL21/Origami baktériumokban termeltettik a
rekombinans fehérjéket, melyeket a kivonas utan His-Trap oszlopon
tisztitottunk. Az aktivitasmérések, valamint a tisztitott roGFP2

oxidacidjanak detektalasa ,,plate reader” spektrofotométeren tortént.

A korrelacids analiziseket R program segitségével, az eredmények
matematikai-statisztikai ~ feldolgozasat  és  kiértékelését a

SigmaPlot11.0 szoftverrel végeztiik.

Eredmények osszefoglalasa

Kisérleteink soran az AtGPXL fehérjék biokémiai tulajdonsagainak
megismeréséhez heterolog rendszerben termeltetett, majd tisztitott
enzimeken végeztiink kisérleteket, vizsgaltuk a kiilonb6z6 peroxidok
lebontasat néhany kivalasztott redukald szubsztrat jelenlétében. Ezen

kiviil rekombinans roGFP2 segitségével vizsgaltuk az AtGPXL
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fehérjék jelatado képességét. Kisérleteink soran 6sszehasonlitottuk az

eltérd koriilmények kozott nevelt kiillonbdz6 kora vad tipusu (Col-0)

€s mutans ndvények abiotikus stresszvalaszat. A tovabbiakban pedig

kivalasztott A¢gpx!/ mutans ndvényekben kifejeztetett roGFP2 redox

szenzor segitségével tanulmanyoztuk az egy-egy GPXL hianyanak

hatasat a glutation redox potencial (Egsy) alakuldsara. Eredményeink

alapjan az alabbi megallapitasokat tettiik:

1.

A rekombinans AtGPXL2, AtGPXL3 és AtGPXLS8 enzimek
mindegyike képes a H>O,, valamint a szerves hidroperoxidok
lebontasara in vitro korilmények kozott. Mindharom
kivalasztott rekombinans enzim elényben részesiti a TRX
redukald szubsztratot a GSH-val szemben, raadasul a TRX-
ok kozott is kiilonbséget tesznek, a TRXh2 és TRXh3
redukaldo komponenssel magasabb, mig a TRXh9-¢el joval
alacsonyabb peroxidaz aktivitast detektaltunk. Az AtGPXL8
enzimkinetikai paramétereinek (Ku, Vmax) meghatirozasa a
mar  publikdlt eredményekhez  hasonldé  értékeket
eredményezett.

Kontroll koriilmények kozott a kiilonbozd életkorban
vizsgalt mutans novények H,0,, vagy MDA tartalma
gyakran magasabb volt a vad tipusban meghatarozottnal. A
hidroponikusan nevelt Atgpxl5, -6, -7 és -8 mutans
névényekben megemelkedett H,O,, az Atgpx/2 mutansban
pedig megemelkedett MDA tartalmakat detektaltunk.

Megvaltozott az antioxidans rendszer aktivitasa, a mutansok
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hajtasaban a TPOX aktivitds lecsokkent, mig az APX
megemelkedett, gydkerikben pedig a nem-enzimatikus
antioxidansok mennyisége volt tobb. A novények feltehetéen
ezzel kompenzaljak egy-egy AtGPXL hianyat.

Abiotikus  stresszkezelések hatasat tobbféle nevelési
rendszerben,  kiilonboz6  életkorban  vizsgalva  azt
tapasztaltuk, hogy egyes mutans ndvények érzékenyebbek
voltak a vad tipushoz képest. Az Atgpx/2 mutins H,O,
tartalma jelentdsen megemelkedett ozmotikus stressz
hatasara, az AtgpxI3 csirandvények hajtasaban pedig so- és
ozmotikus stressz is a Col-0-hoz képest nagyobb mértékii
0ssz ROS szint emelkedést okozott. Hidroponikusan nevelt
mutans novények altaldban a nem-enzimatikus antioxidans
tartalom mennyiségének novelésével igyekeztek
kompenzalni az ozmotikus stresszt. A hajtasok, illetve
gyokerek eltérd stresszvalaszara a korrelacios analiziseink is
ravilagitanak.

Az AtGPXL gének expresszidja stressz- €s szervspecifikusan
valtozott meg s6- és ozmotikus stressz hatasara. 100 mM
NaCl kezelés a hajtasban foleg az AtGPXL6 és -8, gyokérben
viszont az AtGPXLI, -3 és -8 indukciojat okozta. Ettdl
eltéréen az izoozmotikus PEG kezelés hatasara 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 szerepiik lehet az ozmotikus
stresszvalaszban.

5. Kisérleteinkben a mutdns ndvényekben  gyakran
megvaltozott a glutation tartalmakbol szamitott Ej. érték,
ami utal a redox allapot meghatidrozasaban jatszott
szerepiikre. Mas megkdzelitéssel, roGFP2 szenzor fehérje
segitségével is megvizsgalva, az AtgpxI2 és AtgpxI3 mutins
gyokerek egyes zonaiban eltértek az Egsy értékek a vad
tipusétol, altalaban a gyokércsucsok allapota oxidaltabb volt.
A kapott eredmény megerdsiti funkcidjukat a redox allapot
szabalyozasaban, amelyen keresztiil a novekedést, fejlédést
is befolyasolhatjak. Raadasul a rekombinans GPXL fehérjék
roGFP2 oxidécios vizsgalata sordn arra is fény dertilt, hogy
képesek az oxidacids jel tovabbitasara in vitro, igy in vivo
akdr mas fehérjékkel valé kdolcsonhatds révén is részt

vehetnek jelatviteli folyamatokban.
Koszonetnyilvanitas
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