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1. Tartalmi o6sszefoglalo

Az élolényeket, koztiik a novényeket, egész életiik soran kiilonb6zd kornyezeti hatasok érik.
Ezek egy részének extrém valtozéasa karos lehet szamukra, stresszorként jelentkezik, stresszt
valt ki a novényi szervezetekben. Az optimalistol eltérd életkoriilményekhez a névények
alkalmazkodni kényszeriilnek, védekeznek a karos hatasok ellen, megvaltoztatjak anyagcsere
folyamataikat, jelatviteli és génexpresszios valtozasok kovetkeznek be. A stressz elleni
védelem fontos résztvevoi az antioxidansok, melyeknek enzimatikus elemei koz¢ tartozik a
glutation peroxidaz is.

A ndvényi glutation peroxidazok (GPX) a HyO; és szerves hidroperoxidok elimindlasaban
vesznek részt tioredoxin, mint redukalé komponens felhasznalasaval. Az ebbe a csaladba
tartoz6 Arabidopsis thaliana AtGPX2 és AtGPX3 fehérjék szerepének vizsgalatat tiiztiik ki
célul. Kisérleteink soran olyan Arabidopsis inszercios mutansokat hasznaltunk, melyekben az
AtGPX2 vagy AtGPX3 kifejezddése csokkent. Vizsgaltuk a mutans novények novekedését, a
keletkez6 H,0, és lipidperoxidacios melléktermékek mennyiségét 50-300 mOsm mannitollal
¢és polietilén glikollal (PEG) el6idézett ozmotikus stressz valamint 25-150 mM NaCl-dal
kivaltott sostressz jelenlétében. Az alkalmazott ozmotikumok eltéré modon hatottak a vizsgalt
paraméterekre, de a mutans novények csak néhany esetben mutattak jelentésebb eltérést a
Columbia vad tipushoz képest. Kéthetes csiranovények ozmotikus stressz kezelése esetén a
mutansokban alacsonyabb PEG koncentraciok hatasara csokkent glutation mennyiséget,
magasabb oxidalt glutation aranyt tapasztaltunk, mig NaCl hatdsara nétt az 6ssz aszkorbinsav
¢s glutation mennyisége is, jelezve a novények antioxiddns védelmének aktivalodasat. Az
Arabidopsis-ban talalhato glutation peroxidaz gének expresszidjat kvantitativ valosidejli
polimeraz lancreakcio segitségével vizsgalva megéllapitottuk, hogy mas gének, pl. az AtGPX5
expresszigja a mutansokban megemelkedett kontroll koriilmények kozott is, ami

hozz4jarulhatott a mutansok ozmotikus stressztolerancidjanak megdrzéséhez.

Kulcsfogalmak: antioxidansok, Arabidopsis thaliana, glutation peroxidaz, inszercidés mutans

novények, ozmotikus stressz, sostressz



2. Tartalomjegyzék

1. TARTALMI OSSZEFOGLALO .....cocooiviviireieeieiee e, 2.
2. TARTALOMIEGYZEK .....ocoiiiviiiieiiiieiseissiesese et 3.
3. IRODALMI ATTEKINTES ...coovviuiiiiiiiiniseiesiieseiessesssssissssesssessiessenns 4,
3.1. A reaktiv oxigénformak keletkezése, oxidativ Stressz.........cocvvvvvrinivernnnn. 4,
3.2. Az oxidativ stressz elleni VEdeKezes............coveriiiiiiiiiiienieic e 4.
3.3. A 110redoxin peroXidazZoK ..........ccooviiiiiieieiesie e 6.
3.4. A glutation peroxXidadzok...........coceiiiiiiiiiii 6.
3.5. A n6vényi glutation peroxXidadzok..........ccccvvviviiiiiiiiiniciii e 7.
3.6. AZ AtGPX3 €5 azZ AtGPX2 ....oiiiiiiiiiee s 9.
4. CELKITUZES......covtiiiiiieeieseiiieseisesie s 10.
5. ANYAGOK ES MODSZEREK ........ccomtiimiiimiriirieiseississsiesssesssesssssssseens 11,
5.1, Kisérleti 0bjektum.........ccociiiiiiiiii e 11.
5.2. A novények nevelése €s mintavetel........ocoovvviieniiiinieiinceceee 12.
5.3. GyOkernovekedes METESE ..........cueririiiieiiiiieiiese e 14.
5.4. Aktualis viztartalom meghatarozasa............ccovveriiviniciinie i 14,
5.5. Malondialdehid tartalom mMErése ..........cooouvruieriiriiiiiiieiieenie e 15.
5.6. HoO tartalom METESE ........oovvevriiiiiee ettt brree e 15.
5.7. Az Osszes-és redukalt aszkorbat tartalom meghatarozasa ................co...... 15.
5.8. Az Osszes-¢és oxidalt glutation tartalom meghatarozasa ..............ccceeeee. 16.
5.9. Glutation peroxidaz gének expresszidjanak vizsgalata.............ccocviinnnnne 17.
5.9.1 Primerek teIVEZESE ......cccueeiuieiiiiiiieiiiieiiee e 17.
5.9.2 RNS KIVONAS .....vviiiiii ittt 18.
5.9.3 DNAZ K@ZLIES ....eeeiviiiiie ettt 18.
5.9.4 CDNS ITAS .ovviiiiii e 18.
5.9.5 Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio .........ccoovverennnnns 19.
6. KISERLETEK ES ERTEKELESUK ......ccocomiiirieriiiienissiesissiessiessieneenns 20.
7. OSSZEFOGLALAS .....cotiitritriitiie s 31.
8. FELHASZNALT IRODALOM .......ccoouiiuiieeeeereereeieieeieeesiestesiesee s 33.
9. KOSZONETNYILVANITAS ...t 37.
TO.FUGGELEK ...ttt 38.

11 NYILATKOZAT o 40.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A reaktiv oxigénformak keletkezése, oxidativ stressz

A reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species, ROS) keletkezése az ¢16 szervezetekben
aerob kornyezetben altaldnos folyamat. Ide sorolhatok az oxigén centrumu szabad gyokok,
mint a hidroxil gyok, vagy a szuperoxid gyok, de ide tartoznak olyan nem gyokds molekuldk
is, melyek erds oxidald potenciallal rendelkeznek, mint példaul a hidrogén peroxid, vagy a
szinglet oxigén. Szerepiik igen Osszetett, karos hatasaikon kiviil a jelatviteli
mechanizmusokban is részt vesznek (Igbal és mtsai, 2006). Ha képzddésiik sokkal nagyobb
aranyu, mint lebontasuk, oxidativ stressz alakul ki. Oxidativ stressznek sziikebb értelemben a
reaktiv oxigénszarmazékok 4ltal eldidézett sejtkarosodéast nevezziik. A legtobb kornyezeti
stresszhatdsnak van oxidativ komponense. A fokozott mértékben termel6d6 ROS hatasara
kiilonb6zé makromolekulak oxidéacidja jon létre, ami a sejtek funkcionalis és morfologiai
karosodasahoz vezet. A szabadgyokok sokféleképpen reakcidba 1éphetnek az €16 anyag szinte
minden komponensével, nukleinsavakkal, lipidekkel, fehérjékkel, pigment molekuldkkal ¢és
karosithatjak ezek miikodését. Ezen valtozasok nagyon sok esetben irreverzibilisek, igy az
oxidacié a makromolekuldk végleges funkcidromléasat eredményezi. Az oxidativ karosodas az
eredeti molekulakbol szabad gyokoket is képezhet (pl. lipidek esetében is), melyek
felerdsithetik és lancreakcio-szertien tovabb terjeszthetik a karosodast. A reaktiv oxigén
vegyiiletek egyik legkarosabb hatdsa a membranlipidek peroxidéacioja, mely sordn tobb
toxikus végtermék johet 1étre, mint pl. a malondialdehid (MDA), a 13-hidroperoxi-linolénsav,
vagy a 4-hidroperoxi-alkenalok. Ezek a molekuldk kozvetleniil is képesek karositani a
nukleinsavakat, fehérjéket, membranokat. Lipidek koziil a legérzékenyebbek a tobbszordsen
telitetlen zsirsavak és a foszfolipidek. Ezek oxidaciojaval a membranfluiditas csokken, nd a
permeabilitas, a citoplazma €s a membran fehérjéket veszit, valtozik a membran enzimatikus

funkcioja.

3.2. Az oxidativ stressz elleni védekezés

A novények kiilonb6z6 védelmi rendszereket aktivalhatnak annak érdekében, hogy
csokkentsék a kiilonbozo stressz faktorok miatti sejtkarosodast (Halliwell, 2006). Ezek a
védelmi rendszerek antioxidans enzimeket, valamint nem enzimatikus védelmi vonalakat
sorakoztatnak fel a reaktiv oxigénformak eliminacidjahoz. A karotinoidok, tokoferolok, a
glutation és az aszkorbat a legfébb nem enzimatikus antioxidansok. Az aszkorbatnak (ASC)

esszencidlis szerepe van a ndvényekben végbemend élettani folyamatokban, koztik a



novekedésben, differencidcioban ¢és a metabolizmusban. Redukalé tulajdonsagu, egyik
szerepe, hogy a sejtek biokémiai folyamataiban hidrogén donorként funkciondl. Igen fontos
antioxidansnak tekinthetd, ugy minimalizalja az oxidativ stressz altal okozott kart, hogy
szamos szabad gyokkel €s mas oxidald agenssel képes reagalni, példaul szuperoxiddal,
hidrogén-peroxiddal, tokoferoxil gyokkel. A folyamat soran monodehidroaszkorbatta
(MDHA) ¢és dehidroaszkorbattd (DHA) oxidalédik. Ha a névényt stressz éri, a MDHA/DHA
mennyisége megnd, igy ezek az oxidativ stressz egyik szignaljanak tekintheték (Kiraly,
2002). Az aszkorbat emellett szamos enzim kofaktora is, reakciojat H,O,-dal az aszkorbat-
peroxidaz katalizalja az alabbi reakcid szerint (Asada, 1992):

H,O0, +2 ASC — 2 H,0 + 2 MDHA

A masik jelentdés nem enzimatikus antioxidans a glutation. A glutation (GSH) egy cisztein
tartalmu tripeptid, antioxidans funkcidjdnak betdltésében lényeges a cisztein szulfhidril
csoportja, képes redukalni DHA-t, fehérjék diszulfid hidjait. Oxidacidjakor két glutation
diszulfid hiddal kapcsolodik 6ssze (GSSG). Foként redukalt formaban fordul eld, az Gsszes
glutation 90-99%-a redukalt formaban van jelen, oxidativ stressz esetén azonban a
GSH/GSSG arany eltolodhat. Kimutattak, hogy a magas GSH/GSSG arany fenntartasa pl. a
hideg- és szarazsag tolerancianak fontos tényezdje arpaban és buzaban (Kocsy és mtsai,
2002). A GSH tobb modon is tud antioxidansként funkcionalni. Mikodhet kozvetlen
szabadgyok semlegesitOként, mert képes kémiailag reagélni a szinglet oxigénnel, hidrogén-
peroxiddal, szuperoxiddal és hidroxil gyokkel. Stabilizalhatja a membran strukturat azaltal,
hogy a lipid peroxidacio soran keletkez6 acil-peroxidokat eliminalja. A glutationrdl is
elmondhatd, hogy tobb enzim szubsztratja. Példaul a glutation transzferaz szubsztratjaként
xenobiotikumok méregtelenitésében vesz részt. Védi a sejteket és részt vesz azok redukcios
kornyezetének fenntartasaban. Fontos szerepet jatszik a fehérjék —SH csoportjainak
védelmében, €és az Ujonnan szintetizalt fehérjék szerkezetének kialakitasaban. Emellett
cisztein raktarként is funkcional. A sejt redox dallapotanak legfontosabb meghatarozoja
(Noctor és mtsai, 2012). A GSH védo és szabalyozo szerepe fiigg annak redox allapotatol,
amit meghataroz a GSH redukalo kapacitasa (GSH koncentracio), valamint a GSSG/2 GSH
par ,.fél-reakcio” (half-cell) redukciés potencidlja (Enc). Az Enc a GSH és a GSSG
koncentracidjabol szamithatd a Nernst egyenlet alapjan (Schafer és Buettner, 2001). Ez az
érték eltér a kiilonbozo szervezetekben, szdvetekben, sejtekben ¢€s sejtalkotokban, valamint

valtozik a novény fejlédése sordn is (Szalai és mtsai, 2009).



Kozeli kapcsolat van a sejten beliili H,O, tartalom és a glutation pool allapota kozott. Ez jol
megnyilvanul a levelek katalaz aktivitdsanak genetikai vagy kémiai gatlasakor. Az ilyen
gatlas csekély, alig kimutathatdé H,O, novekedést eredményez, de jelentds valtozast okoz a
glutation pool méretében ¢és redox allapotdban egyarant. A megndvekedett intracelluléris
H,0O, tartalom hatasa eléggé specifikus a glutationra, €s csak alig észrevehetd valtozasokat
okoz mas antioxidansok és redox parok allapotaban.

A nem enzimatikus antioxidansok ROS atalakitas folyamata sordn maguk oxidalédnak, akar
szabadgyokké is alakulnak, helyreallitdisuk més antioxidans enzimek segitségével torténik
(Hideg és mtsai, 2006). Antioxidans enzimek kozé tartozik példaul a leggyakrabban vizsgalt
szuperoxid dizmutaz, a katalaz, a glutation reduktdz, a glutation transzferaz, a glutation

peroxidaz vagy a peroxiredoxin, masnéven a tioredoxin peroxidaz is.

3.3. A tioredoxin peroxidazok

A novényi tioredoxin peroxidazok altalaban besorolhatok a peroxiredoxinok (Prx) négy
alcsoportjanak egyikébe. Ez a négy csoport az 1 Cys-Prx, a tipikus 2 Cys-Prx, a Il. tipust Prx
¢s a Q tipusu Prx. Ezeket szekvenciajuk (azaz a konzervalt ciszteinek szama és helyzete),
valamint a peroxid redukciondl haszndlt mechanizmus alapjan azonositottdk. Minden Prx N-
termindlis végén taldlhatd egy konzervalt katalitikus cisztein, mely a peroxid redukcio utan
szulfonsavva alakul. Az igazan lényeges kiilonbség az alcsoportok kozott az enzim
diszulfid hid kialakulasaval redukalddik egy masik alegységen 1évo cisztein felhasznalasaval.
A Q tipusi Prx esetében ez a cisztein ugyanazon alegységen belill talalhato, tehat
intramolekularis diszulfid hid jon 1étre. A legtobb esetben ez a tioredoxin rendszer
segitségével torténik. A masik két csoport esetében nem alakul ki diszulfid hid, nem talalhat6
masik konzervalt katalitikus cisztein. A II. tipusa peroxiredoxinok a glutaredoxin és
tioredoxin rendszert egyarant képesek hasznalni, mig az 1 Cys-Prx csak a tioredoxin

rendszerrel képesek redukalodni (Navrot és mtsai, 2006).

3.4. A glutation peroxidazok

A glutation peroxidazok széles korben elterjedt enzimek, megtaldlhatok allatokban,
gombdkban és novényekben egyarant. Aminosav sorrendjiik, szubsztrat specifitdsuk, valamint
kiilonboz6 sejtkompartmentekben vald elhelyezkedésiik alapjan soroltdk csoportokba Oket.

Ezek a fehérjék a reaktiv oxigénformdk elleni védelem kulcsenzimei, katalizaljdk hidrogén-



peroxid, szerves hidroperoxidok, valamint lipid peroxidok redukciojat, mialatt glutationt vagy
mas redukdld komponenst, mint példaul tioredoxint haszndlnak (Miao és mtsai, 2006).

2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,O

2 GSH + lipid hidroperoxid — GSSG + lipid + 2 H,O

A H,0,-t a katalaz ¢és kiilonb6zo peroxidazok is képesek metabolizalni. Egészen az 1970-es
évekig az uralkodé allaspont az volt, hogy a legfébb H,0O, 4atalakitd antioxidans a
novényekben az aszkorbat peroxidaz (APX) az emlds sejtekre jellemzd glutation-fliggd
peroxidazok helyett. Glutation peroxidazokat (GPX) azonban ndvényekben is azonositottak,
de az allati glutation peroxidaz enzimekhez képest a ndvényiek szelén-fiiggetlenek, mivel a

katalitikus helyiikon ciszteint tartalmaznak szelenocisztein helyett.

3.5. A ndévényi glutation peroxidiazok

A ndvényi glutation peroxiddzok az allati glutation peroxiddzokkal vannak legkozelebbi
rokonsagban. Tobb kiilonb6zé novénybdl izolalt cDNS-t vetettek Ossze 4llati glutation
peroxidazokéval és azt talaltak, hogy a novényi glutation peroxidazok elsddleges szerkezete
az éllati foszfolipid hidroperoxid glutation peroxidazokéra (PHGPX) nagyban hasonlit. Ezek a
PHGPX-ek jatszanak nagyon fontos szerepet a membranok oxidativ kdrosodassal szembeni
védelmében. Azonban a ndvényi glutation peroxidazok ciszteint tartalmaznak a katalitikus
helyiikon a PHGPX-ekre jellemzd szelenocisztein helyett, emiatt joval alacsonyabb az
aktivitasuk. Ez az alacsonyabb aktivitas kicsit megneheziti az enzim fizioldgiai
szabalyozasanak megismerését (Igbal és mtsai, 2006). Azonban ha pontmutacidval a ciszteint
szelenociszteinre cserélték, az az enzimaktivitast drasztikusan megnovelte (Maiorino és mtsai,
1995). Nyarfaban helyspecifikus mutagenezissel kimutattak, hogy két cisztein aminosav vesz
részt a katalitikus ciklusban és a tioredoxin kozvetitett regeneracioban (Cys107 és Cys155),
melyek diszulfid hidat képeznek (Margis és mtsai, 2008).

Az APX-okkal ellentétben ezek az enzimek nem csak a H,O,-t, de a szerves peroxidokat is
ugyanolyan hatékonysaggal redukaljak. A katalitikus ratajuk és affinitisuk a H,O,-hoz az
aszkorbat peroxiddzokhoz viszonyitva alacsonyabb. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy

crer

melyeket a katalaz vagy az APX nem, vagy csak kevéssé metabolizal (Noctor és mtsai, 2011).

A lehetséges antioxidans funkcidkon kiviil a GPX-ok részt vehetnek a redox jelatvitelben is
novényekben és €lesztében (Delaunay €s mtsai, 2002). Néhany élesztd és ndvényi glutation

peroxidaz is inkabb a tioredoxin rendszert részesiti eldnyben a glutationnal szemben redukald
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komponensként, emiatt a ndvényi glutation peroxidazokat a peroxiredoxinok o6todik
csoportjaba soroltdk (Margis és mtsai, 2008). A novények a glutationt és a tioredoxint
egyarant képesek hasznélni, de a tioredoxin a fobb redukald szubsztrat. Igy ezek az enzimek

inkabb tekinthetOk peroxiredoxinoknak, mint glutation peroxidazoknak.

Arabidopsis thaliana-ban a novényi glutation peroxidazok 8 tagjat azonositottak eddig, ezek
kiilonb6z6é kompartmentekben lokalizalédnak, van sejtmagi, citoszolikus, kloroplasztikus,
mitokondrialis, apoplasztikus is (1. tablazat). A glutation peroxiddz gének szerkezeti
felépitését, kromoszoma lokalizacidjat emberben, Arabidopsis thaliana-ban és Oryza sativa-
ban az 1. abra szemlélteti. Szdmos géniik, mint példaul az AtGPX6 oxidativ stressz hatdsara
indukaloédik. (Noctor és mtsai, 2011). Az AtGPX1 és AtGPX7 fotooxidativ stressz és a
novényi immunvalasz soran is szerepet jatszanak (Chang és mtsai, 2009). Irodalmi adatok
alapjan az AtGPX2 ¢s az AtGPX3 altal kodolt glutation peroxiddz enzimek fontos szerepet
toltenek be a stresszhatas kovetkeztében kialakult lipidperoxidaciés melléktermékek

eliminalasaban (Miao és mtsai, 2006, 2007).

Név Génbank azonosité | Kromoszoma Sejten beliili lokalizacio

AtGPX1 NP_180080 2 kloroplasztisz

citoplazma/ mitokondrium/

AtGPX2 NP_ 180715 2 .
- plazmamembran

citoplazma/ mitokondrium/
AtGPX3 NP_ 181863 2 Golgi apparatus/endoszoma/
transz Golgi hal6zat

AtGPX4 NP_566128 2 citoplazma/ mitokondrium

AtGPX5 NP_191867 3 endoplazmatikus retikulum/

plazmamembran
citoplazma/
AtGPX6 AAKG3967 4 mitokondrium/kloroplasztisz/
plazmamembran/ apoplaszt
AtGPX7 NP_194915 4 kloroplasztisz
AtGPX8 NC_003070 1 citoplazma/ sejtmag

1. tablazat: Glutation peroxidazok Arabidopsis thaliana-ban
(TAIR - The Arabidopsis Information Resource
adatbazis) (Gaber és mtsai, 2012)
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1. abra A glutation peroxidaz gének szervezodése, exonok (fehér

téglalap) és intronok pozicidja és mérete az emberben (HsGPx),

Arabidopsisban (AtGPx) és rizsben (OsGPx). (Margis és mtsai,
2008)

3.6. Az AtGPX3 és az AtGPX2

Az AtGPX3 enzim féleg a mitokondriumban/citoplazmaban lokalizalodik, és felteheten
kettds szerepe van. Egyrészt a HyO, és a szerves hidroperoxidok eliminalasaval fontos
funkcioja van a H;O, homeosztazisban, masrészt mint specidlis kapcsold miikodik az
abszcizinsav és HyO, jelatviteli rendszerben zardsejtekben, igy szabalyozva a transzspiraciot
(Miao és mtsai, 2006). Ugyanezen kutatocsoport eredményei alapjan az Atgpx3 inszercios
mutansok érzékenyebbek a szarazsag- és ozmotikus stresszre mint a vad tipus (Miao és mtsai
2007).

Az AtGPX2 mitokondrialis/citoplazmatikus enzim. Igbal és mtsai (2006) eredményei szerint
tioredoxin koszubsztrat jelenlétében képes redukalni H,O,-t, kumén-hidroperoxidot,

tobbszorosen telitetlen zsirsav hidroperoxidokat és foszfatidil-kolin hidroperoxidot is.



4. Célkituzeések

A glutation peroxidazok, igy az AtGPX2, ¢s az AtGPX3 is fontos antioxiddns enzimek,
melyek feltehetéen szerepet jatszanak a stresszvalasz soran a H,O,, valamint szerves
hidroperoxidok eliminalasaban tioredoxin koszubsztrat jelenlétében. Kisérleteink soran olyan
Arabidopsis thaliana inszercios mutansokat hasznaltunk, melyekben az AtGPX2 vagy
AtGPX3 kifejezddése csokkent. Mannitollal, polietilén glikollal (PEG) és NaCl-dal idéztiink
elé 50-300 mOsm ozmotikus stresszt a csirandvények taptalajaban. Osszehasonlitottuk a
Columbia vad tipusu és az Atgpx2, Atgpx3 mutans ndvények ndvekedését, vizhaztartasi
paramétereit 4 napos csirandvények 15 napig tartd ozmotikus stressz kezelése utan, tovabba 2
napig tartd kezeléseket kovetden meghatiroztuk a 16 napos novények H,O, ¢és
malondialdehid (MDA) tartalmat, glutation és aszkorbat mennyiségét, valamint ezekben a
novényekben a kiilonbdzo glutation peroxidaz gének expresszidjanak alakuldsat.

A kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Van-e eltérés a vad tipusu és mutdns csirandvények gyokérnovekedésében, friss
tomegeében, illetve aktudlis viztartalmaban kiilonb6z6 ozmotikumok jelenlétében?

- Tapasztalhato-e kiilonbség a vad tipust ¢és mutans ndvények HO0,- és a
lipidperoxidaci6 mértékét jelz6 malondialdehid szintjében révid ideig (2 nap)
alkalmazott ozmotikus stressz hatasara?

- Hogyan valtozik az aszkorbat- és glutation tartalom illetve az oxidalt/redukalt formak
aranya ozmotikus stressz esetén a kiilonb6z6 novényekben?

- Lathato-e eltérés a vad tipusu és kivalasztott mutdns novényekben a glutation

peroxidaz gének expresszios szintjében ozmotikus stressz hatasara?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. Kisérleti objektum

A kisérlet soran Arabidopsis thaliana Columbia 6kotipust (Col-wt.) és két inszerciés mutans
Arabidopsis  thaliana novényt hasznaltunk. A  mutansok magjait a SALK
mutansgyijteménybdl rendeltiik. Az egyik vonal az AtGPX2 (SALK_082445c), a masik vonal
az AtGPX3 (SALK _071176c) génben tartalmazott inszerciot (2. és 3. abra).

Munkénk kezdetén ellendriztiik, hogy a rendelt magok valdban tartalmazzak-e az inszerciokat
az adott génekben. Ehhez a magokat taptalajra vetettikk, majd harom hetes korukban a
csirandvényeket egyesével cserepekbe tltettiik, ezt kovetden minden novényegyedbdl mintat
vettiink DNS izolalashoz. A DNS izolalast AquaGenomic Kit segitségével végeztiik a gyartd
utasitasai alapjan, majd PCR (polimeraz lancreakcio) segitségével igazoltuk az inszercid

meglétét az adott génben, referenciaként aktin gént hasznaltunk.

Az alkalmazott primerek:  -aktin forward: 5 GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG 3’
-aktin reverse: 5> AACGACCTTAATCTTCATGCTGC 3°
-gpx2 forward: 5> ACTCGACACAACACGCAAAA 3’
-gpx2 reverse: 5 GCCATCAGGAGAAACCAAGA 3°
-gpx3 forward: 5 CAAGGCTGAGATGGGCTTTA 3’
-gpx3 reverse: S>TGAGAAAGGCACAGCGAGAT 3’
-LBb1: 5> GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 3’

Ccggtggttagattctgagatatgtittgitcteattc cattitaaattc cgac tttatgtac ttgtatatatttggtgaaaaatitgtatataac tittasattattcaacc gagcaaaagtatactt gttt
gitgccacacattgattgatitattacttttaagtatatc aatttaacagggaaatataactgaatctagtaaatataataactitcttgatitgggtc tcaagtctgagaaccaaaaacccaatgata
tiitgataaaatactatttittacgtgacaactigcagtazatcagtatctataaatictagatgtiticc tataattttctigctitttgaacaagctataattaagaaaaatcaggicaaacatiggaaa
geataattggcagegaatcctattacagatittitccattaatcatatc gttaatatc taaaatgaaagtcaattgtagtggtcgtittygaaaatatgaaagotggeaattg atatgtitittttgtagt
gaaatitatitccaattac gttaatatttaaataaattcc gtgtaaatattgatacte gacacaacacgcaaaanasaaaagaaaaaaagaaaaagagtatatatttgagatitcttgattitaa
ataaggasattgagitcatgtaccaactaatcaatlgaaagacagaaataagaaaaatataaaaatgagaagggtaageaatcaatatgaaglicgtggatgettaccceaccaticgtcaca
agagattcgtcatttaaagcatictgatcitataacatitatcaaccatatatatacacacaaaatattigttaac gatttatatttctictctictitgttcataactaa

N666554, SALK_082445.25.65.n ,

¥ gaactcagaaagagaccaacgacactgcaaAT G

TA Aicaccagaagaagaagiitcaagaactitcgtitggiccaaattatgatcttagaatcatcaacatigcaaacttatittctttgaatictatcatic ttgtittaaat
aattgatgtattcgatgtetittcatgggatgatatatcatatattatcatgtgactetcgticaaacaaaccicaaatcataaaaagitgagtagtaaatictattgggteattattagacattigtatac
gtaaaaagaacatgtgaaaggatittgccctatcgtacacgacacgitaagigtgticacaacttatgaccacaaaaagttctgatictitcctagecacgggacaaaazgataagaatca
catgtaaaagaacataaaagaaggatcatgtgctitctitotiga

2. abra Az AtGPX2 gén és az inszercio helye a mutinsban
(Sarga nagy betiivel az exonok, lila kis betiivel az intronok jeldlve. Az inszercid helyét a piros
haromszog mutatja. Aldhuzassal emeltiik ki a start- és a stop kodont, tovabba azokat a
szekvenciarészleteket, amelyekre az ellenérzéshez hasznalt oligonukleotidokat terveztiik)
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Gatgtctagatitctcatctgaaagtagacttattattictagagtgtcatgaaaattgaagagaaaagitgcaattaaatc tctecaaggctgagatgggctitaaattaggcgtaaacttatcaa
ctagatttggeccatgttaageccattaaageticaaacactatccaagtcaacaagctiattctatictattctgactictgagatcgtetigttcaccaaagagaagaagactaactgtott ittt

tetitcctcgAT G
N671497, SALK_071176.48.65.x, «
v

T GAacatatatgtcaaaggtgagtitcgtacgagcetcctaatgatctcacciicectetciggatttggacaagaaacta
altaataggtigaaagitatagagattaaataaagtgatatctggeatgigaacatatacatctgtagttagaacatggactgcaacagiige caaactc ttaggggcagtiaggtigtaataact
cctccaagetcatggatgaaacatagaaagcaacagaatctigigaaattgetattacactittatggccacgaatcagaactatttictctggaaatgctiatggagac cacaaggaataatat
aatgtggactgctitggtgcaggacaggagagcaaaaagcatcgeatcaaacatgictgagactgagastgaaaaccactiictatacttatictitacc titcatgtitatccaaaaccatccat
ggaaaagaagatgctigictgaatctgtgaaccieatittetgtaac aaaaccceaaaaatgettatgaaacatcaatasagaacaaagitiatttatitc tetc ttattaatcatc cattacaaca
atgtcctagcaaaatciicttagatcattaatctitttatacatacagtatgageaaagagcictacaacaatgattgtittcaageaggtcagictcataagagatitca

3. abra Az AtGPX3 gén és az inszerci6 helye a mutansban
(Sarga nagy betlivel az exonok, lila kis betiivel az intronok jeldlve. Az inszercid helyét a piros
haromszog mutatja. Alahtuzassal emeltiik ki a start- és a stop kodont, tovabba azokat a
szekvenciarészleteket, amelyekre az ellendrzéshez hasznalt oligonukleotidokat terveztiik)

5.2. A novények nevelése és mintavétel

Steril tenyészet 1étesitéséhez a magokat 1 percig 1 ml 70%-os etanollal, 15 percig 1 ml 2%-0s
Domestos-szal, majd 6tszor 1 ml steril tisztitott vizzel mostuk, és egy éjszakan keresztiil 1 ml
steril vizben 4°C-on taroltuk, majd taptalajra helyeztiik éket. A taptalaj tartalmazott 2 MS-t,
0,5% szacharozt, valamint 0,8% agart. A novényeket iiveghazban neveltiik 180 umol m™? s
fényintenzitas és 12h/12h nappal/éjszaka megvilagitas mellett, koriilbeliil 25°C-on.

A csirandvényeket 2 hetes korukban athelyeztiik 0, 50, 100, 200, é¢s 300 mOsm mannitol-,
polietilénglikol (PEG), illetve NaCl tartalmt 2 MS taptalajra. A PEG tartalmu tiptalajokat
van der Weele ¢és mtsai (2000) altal leirt PEG infiltracios modszer alapjan készitettiik, mivel a
PEG az agarral komplexet képez autoklavozas alatt, ami miatt nem szilardulna meg a taptalaj.
20 ml taptalajra (0,5% szacharoz tartalmt 2 MS, 1,4% agarral szilarditva) 30 ml steril PEG
oldatot rétegeztiink (Verslues és mtsai, 2006). Az oldatok ozmotikus potencialjat digitalis
ozmométerrel ellendriztiik. A csirandvényeket az athelyezés utan két nappal dolgoztuk fel (1.-
3. kép), a H,0; és malondialdehid (MDA) meghatirozasa utan a ndvényi anyag egy részét
-80°C-on téaroltuk tovéabbi felhasznalasig. A kisérleteket 3 parhuzamos ismétlésben végeztiik

el.
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gpx2

Col-wt

gpx3

—

kontroll 50 mOsm 100 mOsm 200 mOsm 300 mOsm

2. kép Két napig tarto PEG kezelés hatasa 14 napos Arabidopsis csiranévényekre

gpx2

Col-wt

gpx3

kontroll 25mM Sm 100 mM 150 mM

3. kép Két napig tarto NaCl kezelés hatasa 14 napos Arabidopsis csiranévényekre
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Gyokérnovekedés vizsgalathoz a mar fent emlitett modon Y2 MS-t tartalmazé taptalajra
vetettiik a magokat, majd a 4 napos csirandvényeket mannitol, NaCl, valamint PEG tartalmu
taptalajra helyeztiikk at 15x15 cm-es, szogletes Petri-csészékbe, mindegyikbe 4-4 db gpx2,
gpx3 mutans, valamint vad tipust csiranévényt raktunk. A Petri-csészéket fiiggélegesen
allitva helyeztiik el, és 15 napig figyelemmel kisértiik a gyokerek novekedésének mértékét, a
fogyokér novekedését naponta markerrel jeloltik. A nevelési koriilmények: 14h/10h
nappal/éjszaka megvilagitas, 25/20°C, 65/50% paratartalom.

5.3. Gyokérnovekedés mérése

15 nap utan a Petri-csészéken 1€vo jeloléseket scanner segitségével rogzitettiik, majd Imagel
program (4. abra) segitségével hataroztuk meg a gyokérhosszokat. Friss tdmeg mérésénél az

egyesitett mintak tomegértékeibdl szamitottuk ki egy csirandvény atlag tomegét.

ImageJ

»Ie Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Ojoja|off 4| +n[Ala|ol2] |efs=s|4]a] | |»

x=884, y=519, value=35,60,67

File Edit Font Results
[area [Mean [Min [Max  [length |
1 68 65.725 5369 112.039 68.113

2 439 84189 5151 119.350 439.025

I

~lal

<

4. abra ImageJ program felhasznaloi feliilete (http://rsbweb.nih.gov/ij)

5.4. Aktualis viztartalom meghatarozasa

A novekedés vizsgalathoz hasznalt 12-12 ndvénynek megmértiik a friss tomegét. Ezt
kovetden a mintdkat 24 orara 60°C-0s széritoszekrénybe helyeztiik. Szobahdmérsékletre
torténd hiilés utan ismét megmértiik a tomegiiket (szdraz tomeg). A kapott eredményekbdl

aktudlis viztartalmat szdmoltunk a kovetkezo képlet alapjan:

friss tomeg (mg) — széraz tomeg (mg)
Aktualis viztartalom (%) = *100

friss tomeg (mg)
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A 12 n6vény Osszesitésével kapott adatokat abrazoltuk.

5.5. Malondialdehid (MDA\) tartalom mérése (Ederli és mtsai, 1997)

MDA meghatarozashoz koriilbeliil 50 mg ndvényi anyagot pontos tOmegmérés utan
folyékony Ny jelenlétében eldorzsoltiink 500 pl 0,1%-0s triklorecetsavval (trichloroacetic
acid, TCA), valamint 50 ul 4%-os butilhidroxitoluol (BHT) oldattal és eppendorf csdvekbe
ontottik, majd centrifugaltuk 4°C-on 12000 rpm fordulatszamon 20 percig. Ezt kovetden a
feliilaszo 250 pl-ét elére kilyukasztott eppendorf csévekbe pipettaztuk, és hozza adtunk 1ml
20%-0s TCA-ban oldott 0,5% tiobarbitursavat (tiobarbituric acid, TBA), majd az
eppendorfokat 30 percre 98°C-os vizfiirdébe helyeztiik, majd hiités utin az 6sszes mintat 1,5-
ml térfogatra egészitettiik ki 20%-0s TCA-ban oldott 0,5% TBA-val. Az abszorbanciat 532
nm-nél mértilk, amit 600 nm-nél mért nem specifikus értékkel korrigaltunk. Az MDA
tartalmat e=155 mmol™ cm™ molaris extinkcios koefficiens felhasznalasaval szamoltuk, és 1 g

friss tomegre vonatkoztattuk.

5.6. H,0O, tartalom mérése (Loreto és Velikova, 2001)

A hidrogén peroxid tartalom meghatarozasahoz koriilbeliil 200 mg tomegii ndvényi anyagot
pontos tomegmérés utan hiitott dorzsmozsarban eldorzsoltink 300 pl  0,1%-0s
triklorecetsavval (TCA), eppendorf csovekbe toltdttiik és centrifugaltuk 4°C-on 12000 rpm
fordulatszamon 20 percig. A feliiliszobol félkémcesébe kimértiink 0,25 ml-t és hozzaadtunk
0,25 ml 10 mM-os foszfat puffert (pH 7,0) és 0,5 ml 1 M-os kalium jodidot. A mintak
fényelnyelését 390 nm-en mértiik foszfat pufferrel szemben. A mintdk hidrogén peroxid
tartalmat a mar el6zetesen elkészitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg, majd 1 g
friss tomegre vonatkoztattuk.

A szignifikans kiilonbségek megallapitdsa érdekében bizonyos esetekben az adatokat
statisztikai elemzésnek vetettiik ald. ANOVA varianciaanalizist kdvetéen a Duncan tesztet
alkalmaztuk, a kiilonboz6 betlivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymadstol

P<0,05 valoszinliségi szinten.

5.7. Az 6sszes-és redukalt aszkorbat tartalom meghatarozasa (Law és mtsai, 1983)

Az Gsszes ¢s a redukalt aszkorbat meghatarozasdhoz a mintakat pontos tomegmérés utan (friss
tomeg) 5%-os triklorecetsavban (TCA) homogenizaltuk, majd 4°C-on 12000 rpm
fordulatszdmon 20 percig centrifugaltuk. A feliiliszot hasznaltuk tovabb a méréshez. Az

Osszes aszkorbat meghatarozasdhoz 100 pl 10 mM dithiothreitolt (DTT) adtunk a
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felkémcesovekhez ¢és inkubaltuk az elegyet szobahdmérsékleten 10 percig, ezzel a 1épéssel
redukaltuk az Osszes dehidroaszkorbatot. Ezt kovetéen 100 pul N-etil-maleimidet (NEM)
adtunk a reakcidelegyhez. A redukalt aszkorbat meghatarozaséhoz DTT és NEM helyett
tisztitott vizet adtunk a mintakoz. Ezt kovetden az Osszes reakcidelegyhez hozzaadtunk 500 pl
10%-0s TCA-t, 400 pl 43%-0s H3POs-t, 400 pl 4%-os a-o’-bipiridilt és 200 ul 3%-0s FeCls-t.
Vortexelés utan 37°C-on inkubaltuk a mintakat 1 6ran keresztiil. A mintak fényelnyelését 525
nm-en mértik 5%-0s TCA-val szemben. A mintdk aszkorbat tartalmat a mar elzetesen
elkészitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg, majd 1 g friss tomegre
vonatkoztattuk. A dehidroaszkorbat mennyiségét az Gsszes és a redukalt aszkorbat tartalom

kiilonbsége adta meg.

5.8. Az osszes- és oxidalt glutation tartalom meghatarozasa (Griffith, 1980)

Az Osszes és az oxidalt glutation meghatdrozadsahoz a mintdkat pontos tdmegmérés utan (friss
tomeg) 5%-os triklorecetsavban (TCA) homogenizaltuk, majd 4°C-on 12000 rpm
fordulatszamon 20 percig centrifugaltuk. A feliiliszot hasznaltuk tovabb a méréshez. A
modszer alapja egy olyan enzimatikus reciklizalas, ami a glutation reduktdz mikodésén
alapszik. A TNB (5-tio-2-nitrobenzoesav) keletkezés rataja egyenes aranyban all a reciklizalo
TNB keletkezés kinetikajat 405 nm-en kovethetjiik spektrofotométer segitségével. A
reakcioelegy tartalmazott a mintak mellett 0,1 M foszfat puffert (pH 7,5), 1 mM DTNB
oldatot, 1 mM NADPH-t, a reakci6 az éleszt6 enzim (GR, baker’s yeast) hozzaadasaval indult
(1U/ml). A 2. és a 3. perc kozotti abszorbancia valtozasabol hataroztuk meg a glutation
mennyiségét a mar elézetesen elkészitett kalibracios gorbe segitségével, majd 1 g friss
tomegre vonatkoztattuk. Az oxidalt glutation tartalom mérése ugyan ezen alapelven mitkodik
annyi kiilonbséggel, hogy a mintakhoz elézetesen 2-vinilpiridint adtunk, majd 1 ora elteltével
trietanolaminnal inaktivaltuk a 2-vinilpiridint. Ezt kovetéen a mar fent emlitett modon
spektrofotométerrel meghataroztuk a mintak oxidalt glutation tartalmat.

A GSH/GSSG redox par redox allapotat Schafer ¢s Buettner (2001) moddszerével, a Nernst
egyenlet felhaszndldsaval, az alabbi képlet alapjan kiszamitott redukcids potenciallal
jellemeztiik:

Enc= -240 - (59,1/2) log ([GSH]/[GSSG]) mV

ahol Enc = Egssciesh: @ glutation fél-reakcid redukcids potencialja, -240 mV: a glutation
standard fél-reakcio redukcids potencialja 25 °C-on, pH=7,0 esetén (Schafer és Buettner
(2001).
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5.9. Glutation peroxidaz gének expressziéjanak vizsgalata

5.9.1. Primerek tervezése

Arabidopsis thaliana-ban talalhatd glutation peroxidaz szekvenciak azonositasihoz a TAIR
(The Arabidopsis Information Resource) adatbazist hasznaltuk fel.
Az Arabidopsis thaliana glutation peroxidazok kodold régioira a specifikus primereket a

Primer3 Input (version 0.4.0) program segitségével terveztiik (http://frodo.wi.mit.edu/).

Beallitasok: az amplikon hossza 50-200 nukleotid, a primerek hossza 18-25 nukleotid, a
primerek Tm hémérséklete 59-61°C, a primerek GC tartalma 20-60%, maximalis ©On-
komplementaritds AG= 4 (5) kcal/mol. A kapott primerek koziil az IDT-DNA (Integrated
DNA Technologies, SciTools OligoAnalyzer 3.1)
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) segitségével valasztottuk ki a
leginkabb megfeleldeket, majd specifitaisukat az NCBI/BLAST, valamint TAIR/BLAST

segitségével ellendriztiik. Ezt kovetden a kivalasztott primereket Szegeden az MTA SZBK
Oligonukleotid Szintetizdlo Laboratériumban szintetizaltattuk meg. A felhasznalt

oligonukleotid szekvenciakat a 2. tablazat tartalmazza.

| Gén Szekvencia

AtGPX1 (At2g25080) F: 5 TCTCGTCCTTTCACTGTCCA 3’

R: 5 CATCCTTCCCATCAATGTCC 3°
AtGPX2 (At2g31570) F: 5’ CTGACGGATGCGAACTACAA 3°

R: 5> GAACTGATTACACGGGAATGC 3’
AIGPX3 (At2g43350)  F: 5’ AGGATTGTTTGGGGATGCTA 3’

R: 5> GTTTGATGCGATGCTTTTTG 3’
AtGPX4 (At2g48150) F: 5 GAGATGGGTGCTTCTGCTTC 3°

R: 5 GCAACATTGACGATGAGGAG 3’
AtGPX5 (At3g63080) F: 5 TTTTTGGGGAGTGGTGGTAA 3’

R: 5 CATTTTATCTCGCAGCAGCA 3’
AtGPX6 (At49g11600) F:5 GGAGACGGCATTAAGTGGAA 3’

R: 5 GGTAGTTGGTGCGAAACGAT 3’
AtGPX7 (At49g31870) F:5 CTGGTGGTTTCCTTGGTGAT 3’

R: 5> TTGTGGGAGGGTATCTCTCG 3’
AtGPX8 (At1g63460) F: 5 GATGAAGCTTTGTTGCTGAATCG 3’
(Gaber és mtsai, 2012) R: 5 TCCAAGTCAATGTCATGGCTCTT 3’

GAPDH2 F: 5> AATGGAAAATTGACCGGAATGT 3’

(Papdi és mtsai, 2008) R: 5 CGGTGAGATCAACAACTGAGACA 3’

2. tablazat: Kvantitativ valés idejii polimeraz lancreakcional (QPCR)
hasznalt primerek
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5.9.2. RNS Kkivonas

Koriilbeliil 100 mg ndvényi anyagot folyékony nitrogénben eldorzsoltiink kevés kvarchomok
hozzédadasaval. Vigydzva, hogy a minta ki ne olvadjon a nitrogén elpéarolgdsa utan a port
hiitott eppendorfokba kapartuk, majd 1-1 ml TRIzol-reagenst (natrium-citrat, kalium-acetat,
N-lauril-szarkozin, fenol, guanidium izotiocianat és DEP-es viz) adtunk hozzajuk, majd 65°C-
on inkubaltuk 6ket 3 percig. Ezt kovetéen 200-200 pl kloroformot adtunk hozzajuk, majd 3
perc szobahdémérsékleten torténd inkubalds utdn 15 percig 4°C-on 10000 rpm-en
centrifugaltuk 6ket. Centrifugalas utan a felsd vizes fazist 375 ul kloroform:izoamilalkohol
(24:1) elegyet tartalmazé eppendorfokba pipettaztuk at, majd ujbol centrifugédltuk a mintakat
15 percig 4°C-on 10000 rpm-en. Ezutén a fels6 vizes fazist uj eppendorfokba szivtuk at, majd
500-500 pl izopropanolt adtunk hozzdjuk és szobahdémérsékleten 10 percig allni hagytuk a
mintakat, majd centrifugalas kovetkezett 15 percig 4°C-on 10000 rpm-en. A csovek aljan 1évo
csapadékokrol leontottiik a feluszot, majd kétszer 70%-os etanollal mostuk a mintakat. Miutan

az etanol elparolgott, a pelletet 25 pl dietilén-pirokarbonatos (DEP) vizben oldottuk fel.

5.9.3. DNaz kezelés

A mintank még RNS-en Kivill tartalmaz genomi DNS-t is, ezért szilkség van egy DNS
mentesitd 1épéssorozatra. 15 pl mintdhoz 17 pul DEP-es vizet, 4 ul DNaz puffert, 0,5 ul RNaz
inhibitort és 4 pl DNaz enzimet adtunk. Ezt kovetden 30 percig 37°C-on inkubaltuk és 10
percig 65°C-on inaktivaltuk az enzimet tartalmazo mintdinkat. A reakcidelegyekhez
hozzaadtunk 150-150 pl DEP-es vizet, 150 pl fenolt és 150 pl kloroformot, majd a mintakat
10 percig 4°C-on 12000 rpm-en centrifugaltuk. A feliilaszbhoz 200-200 ul kloroformot
adtunk, majd 0jboli centrifugalas kovetkezett 10 percig 4°C-on 12000 rpm-en. A feliiliszéhoz
20 pul 3 M-os natrium-acetatot és 550 pl 96%-os etanolt adtunk majd egy €jszakén at -20°C-on
taroltuk a mintdkat. Masnap 10 perc 4°C-on, 12000 rpm-en torténd centrifugalds utan a
csapadékot kétszer 70%-os etanollal mostuk, majd szaradds utan 20 pl DEP-es vizben

oldottuk fel dket. Nanodrop segitségével ellendriztiik a mintdk RNS tartalmat €s tisztasagat.

5.9.4. ¢cDNS iras

1 pg RNS-t tartalmaz6é mennyiségli mintat és DEP-es vizet PCR csdvekbe kimértiink, hogy
egyiittes térfogatuk 9 ul legyen és 5 percig 70°C-ra hevitettiikk ket. Ezt kdvetden minden
egyes mintdhoz hozzdadtunk 1 pl random hexamert, 4 pl reakcié puffert, 1 pl 25 mM-0s
dNTP mixet (Bioline), 0,5 pul RNaz inhibitort, valamint 4 pul DEP-es vizet, majd 5 percig
25°C-on tartottuk Oket. Minden egyes mintahoz két reakcioelegy tartozik, az inkubaciot
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kovetden csupan az egyikhez adtunk 1 pl reverz transzkriptaz enzimet. A program a mintakat
1 oran keresztiil 42°C-on, 10 percig 25°C-on, majd 5 percig 70°C-on tartotta. A kapott cDNS-

eket ellendriztiik, majd kvantitativ valds idejii polimeraz lancreakconal hasznaltuk fel.

5.9.5. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcié (Quantitativ Real Time-PCR, qRT-

PCR)

Az Arabidopsis glutation peroxidaz gének expresszidjanak mértékét qRT-PCR segitségével
hatdroztuk meg. Minden egyes reakcidelegy tartalmazott 9 pl husszorosara higitott cDNS-t
tartalmazo mintat, 0,5-0,5 pl-t a megfelelé koncentraciora higitott primerekbdl (forward és
reverz), valamint 10 pl-t a 2x SYBR Green PCR Master Mixbdl (Fermentas). Minden reakcio
esetén harom parhuzamos mérést végeztiink. A felhasznalt eszkéz: MJ Research PCR
késziilék, BioRad detektorfejjel. A program eldszor 10 percre 90°C-ra melegiti a mintakat,
majd 41 cikluson keresztiil 15 masodpercig 95°C-on €s 1 percig 60°C-on tartja 6ket. Opticon
Monitor szoftver segitségével detektaltuk a fluoreszcencia intenzitasat. Az amplifikécid soran
keletkezd termékek specifikussagat olvadasi gorbe vizsgalataval ellendriztiik, 55°C-t6l 90°C-
ig 0,2°C-onként. Referencia génként glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH)
hasznaltunk.

A specifikus primerek haszndlatdval nyert adatokbodl P

modszerrel hataroztuk meg a
vizsgalt GPX gének relativ transzkript szintjét (Livak és Schmittgen, 2001). Ennek
meghatarozasdhoz a mért Ct (treshold cycle) értékekkel szamoltunk. A ACt értéket a vizsgalt
gén ¢s a referenciagén Ct értékének kiilonbségével kaptuk. A kovetkezd 1épésben a kontroll
vad tipust mintdk ACt értékének és a vizsgalt minta ACt értékének kiilonbségébdl kaptuk

meg a AACt értéket, amit 2 negativ hatvanyara emeltiink.
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6. Eredmények és értékelés

6.1. A csiranovények novekedése, aktualis viztartalma Kiilonb6zé ozmotikumok

jelenlétében.

Négy napos csirandvényeket helyezve 50, 100, 200, 300 mOsm mannitol, PEG vagy NaCl
tartalmu taptalajok felszinére, eltérd hatast figyelhettiink meg az egyes ozmotikumok okozta
valtozasokban (Fiiggelék, 4.-6. kép). Két hét elteltével a 200 és 300 mM mannitol és a 150
mM NaCl jelenléte szignifikdnsan csokkentette a gyokérhossz ndvekedését, azonban a
kisérleteinkben alkalmazott PEG kezelések nem idéztek elé novekedés gatlast, s6t 100 mOsm
PEG jelenlétében a gyokérndovekedés nagyobb volt, mint a kontroll tiptalajon (5. abra).
Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PEG oldatokkal torténd 24 oras infiltracid
nem eredményezett ugyanakkora ozmotikus potencial csokkenést, mint a taptalaj kiegészitése
mannitollal vagy NaCl-dal. A 300 mOsm ozmotikus koncentracioju (-0,734 MPa) PEG
hatdsara a csirandvények gyokérzetén joval kevesebb oldalgyokér figyelhetd meg, mint a
kontroll névényekben, azonban altalanossagban megallapithatd, hogy a Columbia vad tipus ¢€s
a mutansok kozott szignifikans kiilonbség nem volt tapasztalhatdé sem a fogyokerek

novekedését, sem az oldalgyokerek szamat illetden.

ey s [ Col-wt vy s O Col-wt ey s Col-wt
Gyokérhossz Gydkérhossz Gyokerhossz o Cobw
Egpx2 ab Wgpx2 Mgpx2
70 70 abcd b, a mgpx3ab 70
Wgpx3 a abcd_ab Wgp ab Wepx3
60 abb 60 J cde bed b b Bbc 60 ab gpx.
Tso cd Tso F T Tso
Ea Ea 1 Ea
N N o
% 30 230 e 30
220 22 220
10 10 10 ddd
0 0 0 =
50mM 100mM 200mM 300mM K 50mOsm  100mOsm 200mOsm 300mOsm 25mM 50mM 100mMm 150mM
Mannitol PEG Nacl

5. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények gyokérnovekedése
kéthetes 0zmotikus stressz kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 bettivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonbdznek egymastdl (Duncan teszt, p<0,05)

A 12 csirandvény egyiittes friss tomegének lemérése utdn meghatarozott atlagos csiranévény
friss tomeg érték a hossznovekedéshez hasonld tendencia szerint valtozott az egyes
ozmotikumok jelenlétében, bar egyes esetekben jelentdésebb kiilonbségek voltak
megfigyelhetok a kontroll és mutans csiranovények kozott (6. abra). Mannitol hatasara a vad
tipusu €s Atgpx3 mutans csirandvények esetében a koncentracid emelkedésével fokozatos
tomegcsokkenés figyelhetd meg, mig az Atgpx2 mutansndl mar 50 mM mannitol kezelés
felére csokkentette a csirandvények friss tomegét. PEG kezelés esetén az egy csirandvény

atlagos tomege alacsonyabb PEG koncentracioknal nem véltozott, de csokkent 200 és 300
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mOsm PEG hatasara. NaCl jelenlétében a csirandvények tomege kisebb koncentracidknal
bizonyos esetekben novekedett, de 150 mM NaCl jelentdsen lecsokkentette. Mannitol és NaCl
jelenlétében a mutans novények gyakran alacsonyabb tomeget értek el, mint a vad tipusu
csiranovények, de a PEG-kezelt kontrollok ¢s 100 mOsm PEG, 25 mM NaCl esetén az
Atgpx3 tomege meghaladta a vad tipusét (6. abra). A valtozasok hatterében allhat a

csirandvények szervesanyag mennyiségének illetve viztartalméanak kiilonbsége.

1 csiranbvény atlagos tomege 1 csirandvény atlagos tomege 1 csirandvény atlagos tomege

—_ 1 OCol-wt | — 1 OCol-wt | — 1 O Col-wt
% 12 % 12 B 12
E' 10 Wgpx2 E' 10 W gpx2 E 10 W gpx2
W s mgpx3 | B s mgpx3 | ¥ 8 Mgpx3
€ € E
S 6 S 6 S 6
8 a 8 a 8 4

0 0 0

50mM 100mM 200mM 300mM K 50mOsm 100mOsm 200mOsm 300mOsm 25mM 50mM 100mM 150mM
Mannitol PEG NaCl

6. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények friss tomege kéthetes
ozmotikus stressz kezelés utan.

Az aktualis viztartalom alakulasat a 7. abra mutatja. Adataink alatamasztjak, hogy - kiilondsen
alacsonyabb ozmotikus koncentraciok esetében - a viztartalom meghatarozé tényezdje a friss
tomeg értékek valtozasanak. PEG jelenlétében az Atgpx3 csirandvények altalaban magasabb
viztartalommal is rendelkeztek, mint a Columbia vad tipus, de pl. 100 mM NaCl-dal
eldidézett stressz esetében a mutansok viztartalma volt alacsonyabb (10. abra).

Az alkalmazott ozmotikumok koziil a PEG nagy molekulatomegii polimer, amely irodalmi
adatok alapjan nem jut be a sejtbe, mig a masik két ozmotikumot felveheti a novény. A felvett
ozmotikumok mennyisége, illetve Na® esetében az ionok vakuolumba vagy sejten kiviilre
juttatasa kiilonbozd lehet a kontroll és mutans novényekben, ami eltérd viztartalomhoz

vezethet. Sostressz esetén a ndvények Na' tartalmanak meghatarozasa tovabbi terveink kozott

szerepel.
Aktualis viztartalom {1 Colwt Aktualis viztartalom £ Colwt Aktualis viztartalom 1 Col-wt

Wgpx2 W gpx2 W gpx2

99 Wgpx3 9 Wgpx3 99 Wgpx3
97 97 o7
2% % o5
w9 o9 Xos
291 591 591
89 89 | 89
87 ’_. 87 87
85 85 85

50mM 100mM 200mM 300mM K 50mOsm  100mOsm 200mOsm 300mOsm 25mM 50mM 100mMm 150mM

Mannitol PEG NaCl

7. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények aktualis viztartalmanak
valtozasa kéthetes ozmotikus stressz kezelés hatasara.
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6.2. A csiranovények H,0O, és MDA tartalma Kkiilonb6z6 ozmotikumok jelenlétében

Tovabbi vizsgalatainkban a csirandvényeket két hétig kontroll koriilmények kozott, 2 MS
taptalajon neveltiik. A kéthetes csirandvényeket helyeztiik 50, 100, 200, 300 mOsm mannitol,
PEG vagy NaCl tartalma taptalajokra és két nap utan hataroztuk meg a fizioldgiai ¢és
molekularis folyamatokban bekdvetkezett valtozasokat.

Két nap elteltével a H,O, tartalomban, valamint a lipidperoxidacid6 mértékét jelz6 MDA
mennyiségben ozmotikus stressz hatdsara kismértékii novekedést tapasztaltunk. A HyO;
mennyiség ¢értékei a vad tipusi és mutans novényekben néhany kivételtdl eltekintve
hasonldan alakultak (8. dbra). 100 mM mannitol, illetve 50 és 100 mOsm PEG hatésara az
Atgpx2 mutansokban, 50 illetve 100 mM NaCl kezelésnél pedig az Atgpx3 mutansokban
figyeltiink meg magasabb H,0, tartalmat a vad tipushoz képest. Ezek a kiilonbségek azonban
magasabb koncentraciokndl méar nem lathatok, jelezve az antioxiddns védekezési

mechanizmus hatékony aktivalédasat a novényekben mindharom stressz kezelés esetén.

O Col-wt O Col-wt O Col-wt
H,0, tartalom Bepx2 2Oztartalam Bepx2 H,0, tartalom Bep2
06 mepsd | 6 s | og mgpxd
£os a abc £0s cde |cde cdef £08 a b
204 g ab 204 cdef 204 ab a
E cde bcde bcd cde abcde E def; g bc bc
103 cde 303 303
Q.02 Q.02 Q02
=z =z ES
01 01 01 ‘ i
0 0 0
50mM 100mM 200mM 300mMm K 50mOsm  100mOsm 200mOsm 300mOsm 25mM 50mM 100mM 150mMm
Mannitol PEG Nacl

8. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények H,0, tartalmanak
valtozasa két napig tarté ozmotikus stressz kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiillonbdznek egymastol (Duncan teszt, p<0,05)

A MDA tartalom alakuldsat a 9. dbra mutatja. Mindhdrom ozmotikum hatasara hasonlo,
emelkedd tendencia figyelhetd meg az értékekben, ezenkiviil a vad tipusi és mutans
novények kozott nem lathato jelentds eltérés. A MDA a membranok karosodasanak mértékét
jelzi. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a mutans névények nem szenvedtek nagyobb
karosodést, mint a vad tipusu csirandvények, ami arra utal, hogy a mutdns ndvényekben is

hasonloan miikddik az antioxidans védérendszer, mint a Columbia vad tipusban.
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9. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények MDA tartalmanak
valtozasa két napig tarté ozmotikus stressz kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jeldlt oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymastol (Duncan teszt, p<0,05)

6.3. A csiranovények aszkorbat- és glutation tartalma, valamint azok redukalt és oxidalt

formainak alakulasa Kiilonb6z6 ozmotikumok jelenlétében

A kilonb6z6 ozmotikumok hatasat az Osszes-, a redukalt aszkorbat és a dehidroaszkorbat

(DHA) mennyiségek alakulasara mutatja a 10-12. abra.

Mannitol jelenlétében csak a vad tipusu csirandvények esetében figyelhetd meg kis mértékii
Ossz aszkorbat tartalom emelkedés, a mutdnsokban nem lathat6 jelentds valtozas. Ugyanez
elmondhatd a redukalt aszkorbat mennyiségekre is, azonban a dehidroaszkorbat tartalmak
eltéréen alakultak. Kis koncentracioji mannitol kezelés hatdsara a DHA tartalom emelkedését
figyelhetjilk meg, kiillondsen az Atgpx2 mutans esetében 100 mM mannitol koncentracional.
Nagyobb koncentracioknal (300 mM) azonban a DHA tartalom a mutdnsok esetében
lecsokkent a vad tipushoz képest, ami az oxidalt forma hatékony visszaredukalasara utal (10.

abra).
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10. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt aszkorbat,
dehidroaszkorbat és dsszes aszkorbat tartalmanak valtozasa két napig tarté6 mannitol kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jeldlt oszlopok szignifikansan kiilonbdznek egymastol (Duncan teszt, p<0,05)
ns = nem szignifikans
PEG kezelés hatasara sem a vad tipusu, sem a mutans novényekben nem lathaté nagy valtozas

az 0ssz aszkorbat tartalomban, azonban alacsonyabb PEG koncentraciondl (50 mOsm) a

redukalt forma mennyiségének csokkenése figyelhetdé meg Atgpx3 mutans csirandvények
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esetében. Ugyanezen koncentracional pedig a dehidroaszkorbat tartalom emelkedése lathatéd a
mutans novényekben. Magasabb PEG koncentracid hatasara azonban mind a redukalt-, mind

az oxidalt forma esetében a kontrollhoz kozeli értékeket kaptunk (11. abra).

" , [ Col-wt. , . [ Col-wt. [1Col-wt.
Osszes aszkorbattartalom  mgee Redukalt aszkorbattartalom =g DHA tartalom mgen2
800 Mgpxd as0 Wgpx3 aso Wepd
- 700 - 400 ns 400
“ 600 L 350 & 350
=500 be—bc abc =300 ~ 300
E 400 bc bc bc bc bc be  he E 250 E 250
£ £ 200 £ 200
g 30 g 150 | I 150 I -
2 200 Z100 ! ] 5 100
100 50 50
0 0 0
K 50m0Osm 100mOsm 200mOsm 300 mOsm K 50mOsm 100mOsm 200mOsm 300 mOsm K 50m0Osm 100mOsm 200 mOsm 300 mOsm
PEG PEG PEG

11. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt aszkorbat,
dehidroaszkorbat és dsszes aszkorbat tartalmanak valtozasa két napig tarté PEG kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastél (Duncan teszt, p<0,05)
ns = nem szignifikans

NaCl kezelés hatasara magasabb koncentracioknal az 0ssz aszkorbat tartalomban emelkedést
tapasztaltunk a vad tipusu és a mutdns csirandvényekben egyarant, de a redukalt forma
mennyisége nem valtozott. Ugyanakkor novekvé DHA mennyiségeket figyelhettiink meg
magasabb koncentracioknal a novényekben, s6t, 150 mM NaCl koncentraciénal a mutans

csirandvények esetében a DHA tartalom értékei meghaladtak a vad tipustaét (12. abra).
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12. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt aszkorbat,
dehidroaszkorbat és dsszes aszkorbat tartalmanak valtozasa két napig tarté NaCl kezelés hatasara.
A kiilénb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonbéznek egymastol (Duncan teszt, p<0,05)
ns = nem szignifikans

A glutation tartalom alakuldsdban mannitol kezelés hatdsara nem lathatok igazdn nagy
valtozasok Magasabb, 300 mM mannitol koncentracid esetén tapasztaltunk eltérést a
Columbia vad tipus és a mutans ndvények kozott: a mutdns ndvényekben mind az dssz-, a
redukalt- és az oxidalt glutation értékek alacsonyabbak voltak a vad tipushoz képest, az

eltérések azonban nem bizonyultak szignifikdnsnak (13. dbra).
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13. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt, oxidalt és
oOsszes glutation tartalmanak valtozasa két napig tarté mannitol kezelés hatasara.
Az értékek nem kiilonboznek szignifikansan egymastol (Duncan teszt, p<0,05)
ns = nem szignifikans

PEG kezelés hatasara csokkend 0ssz glutation tartalom figyelheté meg a Columbia vad tipusu
¢s a mutans novényekben egyarant. Atgpx3 mutans esetében 50 mOsm, Atgpx2 mutdns
esetében 100 mOsm, vad tipusi novényeknél pedig 200 mOsm PEG kezeléstél lathato
csOkkenés az Osszes és redukalt glutation mennyiségekben. Az oxidalt glutation tartalom
alakulasaban azonban teljesen mas a tendencia. Vad tipust névények esetén 300 mOsm PEG
csokkenést idézett eld az oxidalt glutation formaban. A mutans csirandvények esetében 200
mOsm PEG koncentracidig emelkedé tendenciat (féleg az Atgpx2 mutans esetében, ahol a
kontrollhoz viszonyitva kozel 10-szeres ndvekedés tapasztalhatd), majd magasabb

koncentracional jelentds csokkenést mutat az oxidalt glutation tartalom (14. abra).
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14. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt, oxidalt és
oOsszes glutation tartalmanak valtozasa két napig tarté PEG kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jelolt oszlopok szignifikansan kiilonboznek egymastél (Duncan teszt, p<0,05)

NaCl kezelés hatdsara a masik két ozmotikus kezeléstdl eltéréen novekvd tendencia
figyelheté meg a glutation tartalmakban. 50 mM NaCl koncentraciotél mind a vad tipusu
ndvények, mind a mutansok Osszes- és redukalt glutation tartalma jelentdsen nétt. Azonban az
oxidalt glutation tartalmakban nagy valtozasokat altalaban nem tapasztaltunk NaCl hatasara,
de bizonyos esetekben, pl. az Atgpx3 mutansban 150 mM NaCl hatasara, alacsonyabb oxidalt

glutation szinteket mértiink (15. abra).
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15. abra Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévények redukalt, oxidalt és
osszes glutation tartalmanak valtozasa két napig tarté NaCl kezelés hatasara.
A kiilonb6z6 betiivel jeldlt oszlopok szignifikansan kiillonboznek egymastol (Duncan teszt, p<0,05)

Eredményeink arra utalnak, hogy az aszkorbat-glutation rendszer jelentds szerepet tolthet be a
vizsgalt novények antioxidans védekezésében. Az oxidalt formak aranya stressz hatasara csak
atmenetileg ndétt meg bizonyos koncentracidknal, vagyis a novények a védelmi
mechanizmusok aktivalasaval, a redukalt formaba torténd fokozott atalakitassal és/vagy az
0ssz antioxiddns mennyiségének megnovelésével reagaltak a megvaltozott ozmotikus
kornyezetre. Ennek eredményeként a glutation és aszkorbat mennyiségben, redukalt/oxidalt
aranyban is csak kisebb kiilonbségek voltak kimutathatok mind a mutans, mind a vad tipust
Arabidopsis novényekben az ozmotikus stressz kezelések utan két nappal. A ndvények redox
allapotat irodalmi adatok szerint elsdsorban a glutation redox par koncentracioja és redukcios
kapacitdsa hatarozza meg (Kranner és mtsai. 2006, Noctor és Foyer 2011, 2012). A fenti
adatokbol szamitott redox potencial értékek a kontroll és 300 mOsm ozmotikus stressz
kezelések esetén a 3. tdblazatban lathatok. Az adatok alatdmasztjak, hogy a sejtek redox
allapota nem valtozik jelentdsen a vad tipushoz képest kontroll koriilmények kozott, 300
mOsm ozmotikus stressz hatdsara PEG és NaCl jelenlétében pedig még negativabba valik.
Ennek oka lehet a GSSG csokkenése (PEG kezelésnél), illetve a megemelkedett glutation

koncentraci6 (NaCl esetén).

Kontroll 300 mM mannitol | 300 mOsm PEG 150 mM NaCl
Col-wt. | -260,69+1,15 | -261,64 +0,58 -27554+734 | -271,45+ 13,65
Atgpx2 | -257,60+5,40 | -268,90+0,85 -278,19+ 1,16 -276,65 +9,11
Atgpx3 | -259,77 +5,03 | -255,15+7,42 | -265,23+11,63 | -290,00 + 3,76

3. tablazat A glutation redoxparra szamitott E;; értékek kontroll és 300 mOsm ozmotikus stressz hatasara

Columbia vad tipus, Atgpx2 és Atgpx3 mutans Arabidopsis csiranévényekben.
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6.4. Columbia vad tipusi, Atgpx2 és Atgpx3 mutans csiranovényekben az Arabidopsis
glutation peroxidaz gének expresszidjanak vizsgalata

Megvizsgaltuk az Arabidopsis glutation peroxidaz gének (AtGPX1-8) expresszidjanak
alakulasat a vad tipusu és a mutans novényekben kontroll kdriilmények kézott és 100 mOsm
PEG, valamint 50 mM NaCl kezelés esetén. A génekre specifikus primereket terveztiink (2.
tablazat), és kvantitativ valds idejli polimeraz lancreakcio segitségével hataroztuk meg a
vizsgalt GPX gének relativ transzkript szintjét a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH) gént hasznélva bels6 kontrollként (Papdi és mtsai, 2008). A Columbia vad tipus
kontroll mintdk esetén mért expresszios értékeket tekintettilk egységnyinek minden gén
esetében.

A varakozasnak megfeleléen, az Atgpx2 inszerciés mutansban a GPX2 (AtGPX2) gén, az
Atgpx3 inszerciés mutansban pedig a GPX3 (AtGPX3) gén relativ transzkript szintje igen
alacsony volt mind a kontroll, mind a stressz kezelt mintakban (16. és 17. abra). Kontroll
koriilmények kozott a PEG kezelés esetében (1,5%-os agar tartalmu taptalajon) az Atgpx3
mutansnal az AtGPX5 expresszidjaban, Atgpx2 mutansnal pedig az AtGPX8 expresszidjaban
tapasztaltunk jelent6sebb transzkript szint novekedést a vad tipushoz viszonyitva, NaCl
kezelés esetén (0,8%-os agar jelenlétében) kontroll koriilmények kozott mindkét mutansnal
magasabb volt az AtGPX5 és AtGPX8 expresszids szintje a vad tipushoz képest, vagyis
ezeknek a géneknek a terméke feltehetéen hozzéjarul a mutans névények GPX funkcidjanak
megOrzésehez.

PEG kezelés hatasara a Columbia okotipusban az AtGPX5 transzkript mennyisége emelkedett
meg legjobban, kismértékben még az AtGPX6 kifejez0dése indukalodott, mig az AtGPX7
expresszidja gatlodott. Atgx2 mutdnsok esetében 100 mOsm PEG kezelés hatasara kis
mértékben a AtGPX6, nagyobb mértékben a AtGPX5 gén indukalodott, az Atgpx3
novényekben ezek mellett a AtGPX4 gén indukcidja is megfigyelhetd. A PEG kezelés
szignifikansan csokkentette a AtGPX7 gén expressziojanak mértékét a vad tipusu és mutans
csirandvényekben egyarant.

NaCl kezelés hatasara a Columbia vad tipusban az AtGPX8 jelentdsen indukalodott, valamint
az AtGPX2 transzkript szintje emelkedett meg, azonban az AtGPX7 expresszidja gatlodott.
Atgx2 mutansok esetében 50 mM NaCl kezelés hatdsira az AtGPX8 gén indukalodott, az
Atgpx3 novényekben az AtGPX8 indukcidja mellett az AtGPX2, AtGPX4 ¢és AtGPX5
emelkedett transzkript szintje is megfigyelhet. A NaCl - a PEG kezeléshez hasonldan -
csokkentette a GPX7 gén expresszidjanak mértékét a vad tipusu és mutans csiranovényekben

egyarant.
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Az AtGPX gének expresszidjanak valtozdsa tehat része a ndvények ozmotikus stressz
bekovetkezett valtozas esetén mas GPX gének termékeinek expresszidja megnd, vagyis a
novényekben egy nagyon jol szabalyozott rendszer miikodik a GPX fehérjék funkcidjanak
megorzésére. Az eredmények alapjan a GPX7 down-regulacioja, valamint a GPX8 (NaCl
kezelésnél) és GPX5 (PEG kezelésnél) indukcidja a legmarkansabb valtozas, amely
mindhdrom tipusti névényben hasonldo mértékii volt, ami szintén hozzdjarulhat a névények
hasonlé ozmotikus stressz valaszahoz.
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7. Osszefoglalas
A glutation peroxidazok széles korben elterjedt, fontos antioxidans enzimek, melyek szerepet
jatszanak a stresszvalasz soran a H,0O,, valamint szerves hidroperoxidok eliminalasaban.
Irodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy a kivalasztott GPX fehérjék jelentds szerepet
toltenek be a stresszvalaszban kiilonb6zé oxidativ stressz esetén, ezt inszercidos mutansok
alkalmazaséaval tanulményoztuk.
Kisérleteink soran olyan Arabidopsis thaliana mutansokat hasznaltunk, melyekben egy-egy
novényi glutation peroxiddz gén, az AtGPX2 vagy AtGPX3 kifejezddése csokkent.
Osszehasonlitottuk ezen mutansok, valamint a Columbia vad tipusa novények ndvekedését,
vizhaztartasi paramétereit 4 napos csirandvények 15 napig tartd ozmotikus stressz kezelése
soran 50, 100, 200, 300 mOsm mannitol, PEG vagy NaCl jelenlétében. Altalénosségban
megallapithatd, hogy a Columbia vad tipus és a mutansok kozott szignifikans kiillonbség nem
volt tapasztalhatdo sem a fogyokerek novekedését, sem az oldalgyokerek szamat illetéen. A
kisérleteinkben alkalmazott PEG kezelések nem idéztek elé novekedés gatlast, s6t 100 mOsm
PEG jelenlétében a gyokérnovekedés nagyobb volt, mint a kontroll taptalajon, azonban pl.
200 és 300 mM mannitol és a 150 mM NaCl alkalmazasa szignifikdnsan csokkentette a
gyokérhosszak novekedését. Az atlagos csirandvény friss tomeg érték a hossznovekedéshez
hasonl6 tendencia szerint valtozott az egyes ozmotikumok jelenlétében, bar egyes esetekben
jelent6sebb kiilonbségeket tapasztaltunk a kontroll és mutans csiranévények kozott.
Kéthetes csiranovényeket helyezve 50, 100, 200, 300 mOsm mannitol, PEG vagy NaCl
tartalmt taptalajokra, 2 napig tartd kezeléseket kovetéen hataroztuk meg a névények H,O, és
MDA tartalmat, glutation €s aszkorbat mennyiségét, valamint ezekben a ndvényekben a
kiilonboz6 glutation peroxidaz gének expresszidjanak alakulasat.
A Hy0O, tartalomban, valamint a lipidperoxidacié mértékét jelz6 MDA mennyiségben
ozmotikus stressz hatdsara kismértékii novekedést tapasztaltunk. A H;O, ¢és MDA
mennyiségek értékei a vad tipusi és mutans ndvényekben néhany kivételtol eltekintve
magasabb volt a H,O, tartalom, de - feltehetéen az antioxidans védekezési mechanizmus
hatékony aktivalddasa miatt - magasabb koncentracioknal ez mérseklédott.
A kiilonb6z6 ozmotikus stressz kezeléseknél a glutation és aszkorbat tartalom, valamint ezek
redukalt és oxidalt formainak mennyiségi meghatarozasat kovetden megallapithato, hogy az
oxidalt formak aranya stressz hatasara csak atmenetileg ndtt meg bizonyos koncentracidknal,

vagyis a novények a redukalt formaba torténd fokozott atalakitassal és/vagy az 0ssz
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antioxidansok mennyiségének megnovelésével reagaltak a megvaltozott ozmotikus
kornyezetre. A GSH/GSSG redox par koncentracidibdl szamitott Epc értékek alapjan azt is
elmodhatjuk, hogy mind a vad tipust, mind a mutans névények hasonléan képesek fenntartani
a sejtek redox allapotat a kiilonb6zé ozmotikus stressz hatésara is.

Vizsgalatainkat Kkiterjesztettik az Arabidopsis glutation peroxidaz gének (AtGPX1-8)
expresszidjanak alakulasara 100 mOsm PEG valamint 50 mM NaCl kezelés esetén a vad
tipust és a mutans ndvényekben. PEG hatasanak vizsgalatakor Atgpx3 mutadnsban az AtGPX5
expresszidjaban, Atgpx2 mutansban pedig az AtGPX8 expresszidjaban tapasztaltunk
jelentdsebb transzkript szint névekedést a vad tipushoz viszonyitva kontroll koériilmények
kozott. NaCl kezelés esetén mindkét mutdns esetében az AtGPX5 és AtGPX8 expresszios
szintje magasabb volt, mind a vad tipusban. Ez arra utal, hogy ezen gének termékei
feltehetéen hozzajarulnak a mutans novények GPX funkcidjanak megOrzéséhez. Az
eredmények alapjan a GPX7 down-regulacidja és a GPX5 illetve GPX8 indukcidja a
legjelent6sebb valtozas, amely mindharom tipusi novényben hasonldé mértéki volt, és ami
szintén hozzajarulhat a hasonl¢ stressz valaszhoz.

Tehat az Atgpx2 és Atgpx3 inszercids mutansok ozmotikus stressz valaszanak tanulmanyozasa
soran kapott eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a vizsgalt gének expresszidjanak
jelentdés csokkentését a novények kompenzéalni tudtdk, részben mas AtGPX gének
expresszidjanak fokozasaval, részben az antioxidans védelmi mechanizmus mas elemeinek

aktivalasa révén.
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10. Fiiggelék

kontroll

4. kép Mannitollal kezelt 19 napos Arabidopsis esiranévények
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5. kép NaCl-dal kezelt 19 napos Arabidopsis csiranévények
kontrott— . 50 mOsm | 100 mOsm

200 mOsm 300.mOsm

6. kép Polietilén glikollal kezelt 19 napos Arabidopsis csiranovények
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foglaltak sajat eredményeim, és csak a hivatkozott forrasokat (szakirodalom, moddszerek,
eszk6zok stb.) hasznaltam fel. A leirt kisérleteket a mddszerek elsajatitasa utan témavezetom
és a Novénybiologiai Tanszék munkatarsainak feliigyelete mellett ondlloan kiviteleztem,
jelentds segitséget a mintavételezés, homogenizalas sordn kaptam a tanszéki munkatarsaktol.

Az eredmények kiértékelését - témavezetdi iranyitas mellett - 6nalldoan végeztem.

alairas

2012. november 05.

40



