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1 Bevezetés

A reaktiv oxigénvegyliletek magas reaktivitast, oxigéntartalmi szabadgyokok €s molekuldk,
amelyek a novényi sejtek normal metabolizmusa soran is keletkeznek. Kedvezétlen kornyezeti
hatasok altal okozott abiotikus, valamint patogének altal okozott biotikus stressz soran a reaktiv

oxigénvegyiiletek termelddése fokozodik.

Biotikus stressz sordn az egyik legkorabbi sejtvalasz az tigynevezett oxidativ kitorés, amely a
reaktiv oxigénvegyiiletek szintjének hirtelen emelkedésével jar. Az oxidativ kitdrés soran
keletkez0 reaktiv oxigénvegyliletek védelmi szerepe kettds. Akkumuldcidjuk nagy
reaktivitasuknak koszonhetéen kozvetleniil karositja a patogént, ezen feliil szigndlmolekulaként

is funkcionalnak, ezaltal részt vehetnek tovabbi védekez6 mechanizmusok beinditasaban.

A reaktiv oxigénvegyiiletek azonban nem csak a patogént, hanem a termeld sejtet is
karosithatjadk. Az oxidativ kéarosodasok kivédésre a ndvényi sejtek enzimatikus és nem
enzimatikus antioxidansokat termelnek. A nem enzimatikus antioxidansok koziil az egyik
legfontosabb az  aszkorbinsav, amely kozvetleniil, illetve aszkorbat-peroxidazok

elektrondonorjaként is részt vehet a reaktiv oxigénvegytiletek redukcidjaban.

Munkank soran Pseudomonas syringae eredetii, elicitor hatasu harpin fehérjékkel biotikus
stresszt valtottunk ki Arabidopsis thaliana szuszpenziés sejtkulturakban, majd vizsgaltuk,
hogyan valtozik a sejtekben az aszkorbinsav mennyisége, redox statusza, illetve a szintézisében
tovabba a mitokondrium oxidativ karosodasdnak megel6zésében kiemelt szerepet jatszo

alternativ oxidaz enzim génexpresszidjanak valtozasait.

A kisérleteink soran kapott adatok segithetnek a ndvényi valaszreakciok megértésében, ezen
keresztiil pedig a biopeszticidek hatékonysdganak novelésében, amely lehetdvé teheti egyes
manapsag is haszndlatos kornyezetre karos permetszerek természetes, kornyezetre artalmatlan

anyagokra valo cseréjét.



2 Roviditések jegyzéke

Amp:
AOX:
APX:
AsC:
DHA:
DHAR:
DTT:
ETC:
ETI:
GPX:
GR:
GSH:
GSSG:
HPLC:

IPTG:
LB:
MAMP:

MDHA:
MDHAR:
MES:
ODsoo:
PAGE:
PAMP:

PRR:
PTI:

ROS:
SOD:
UCP:

Ampicillin

alternativ oxidaz

aszkorbat-peroxidaz

aszkorbat

dehidroaszkorbat

dehidroaszkorbat-reduktaz

ditiotreitol

electron transport chain, elektrontranszportlanc

effector triggered immunity, effektor altal kivaltott immunitas
glutation-peroxidaz

glutation-reduktaz

glutation

glutation-diszulfid

high-performance liquid chromatography, nagy
folyadékkromatografia

izopropil-B-D-galakto-piranozid

Luria Broth médium

teljesitményti

microbe-associated molecular patterns, mikrobahoz kapcsolt molekularis

mintazat

monodehidroaszkorbat
monodehidroaszkorbat-reduktaz
2-(morfolino)-etanszulfonsav
optikai denzitas, 600nm-en mérve

poliakrilamid gélelektroforézis

pathogen-associated molecular patterns, patogénhez kapcsolt molekularis

mintazat

pattern recognition receptor, mintazatfelismer6 receptor
pattern triggered immunity, mintazat altal kivaltott immunitas
Reactive Oxygen Species, reaktiv oxigénvegyliletek
szuperoxid-diszmutaz

uncoupling protein, szétkapcsol6 fehérje



3 Irodalmi attekintés

3.1 A reaktiv oxigénvegyiiletek és eliminaciojuk novényekben

3.1.1 Altalanos jellemzés

A molekularis oxigén szamos biokémiai reakcioban elektronakceptorként vesz részt, igy fontos
szerepet jatszik az aerob €l6lények metabolizmusaban. Felhasznaldsa azonban veszélyeket is
rejt, mivel a novények altal felhasznalt oxigén kozel 1%-abol reaktiv oxigénvegyiiletek

(Reactive Oxygen Species, ROS) keletkeznek -2,

A reaktiv oxigénvegyiiletek oxigéntartalmii molekuldk és szabadgyokok, amelyek erdsen
reaktivak, és ezaltal toxikusak az ¢él6lények szdmara. Legfontosabb képviseldi a szuperoxid

gydk (Oz¢), a hidrogén-peroxid (H202), a hidroxilgydk (OH*), valamint a szinglet oxigén (102)
45

Reaktiv oxigénvegyiiletek keletkezhetnek a névényi sejtek normalis miikddése soran, példaul
a fotoszintézis és a glikolizis melléktermékeként, valamint abiotikus és biotikus stressz

hatasara. Akkumulaciojuk oxidativ stresszt okoz a sejtekben, amely soran karosodhatnak a sejt

fehérjéi, lipidjei, szénhidratjai, valamint DNS allomanya. 7,
Gyokok Molekulak
szuperoxid gyok: Oze” hidrogén-peroxid: H>0>
hidroxil gyok: OHe szinglet oxigén: 1O

perhidroxil gyok: HO2¢
alkoxi gyok: ROe

1. tablazat: Néhany, a névényi sejtekben keletkez6 reaktiv oxigénvegyiilet



3.1.2 A reaktiv oxigénvegyiiletek keletkezése

Fotoszintetizal6 novényekben vildgosban a ROS legfobb forrdsa a kloroplasztisz és a
peroxiszoma, mig sotétben és nem-zold szovetekben a mitokondrium 8. Ezeken kiviil
keletkezik ROS az endoplazmatikus retikulumban, a glioxiszoméaban, a membranlipidek
peroxidaciojaval, a sejtmembranban talalhatd NADPH-oxidaz, valamint a sejtfalban 1év6

oxidazok és peroxidazok miikodése révén is 2.
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1. abra: ROS forrasok a novényi sejtekben. A ROS f6 forrasai a kloroplasztisz, a peroxiszoma és a mitokondrium, de ezeken

kiviil keletkezhet ROS az ER-ben, a glioxiszomaban, a membranlipidek peroxidacdjval, a sejtmembranban talalhato NADPH-

oxidéz, valamint a sejtfalban 1évé oxid4zok és peroxidazok miikddése révén. 2

3.1.2.1 ROS képzédés a kloroplasztiszban és a peroxiszomaban

A fotoszintézis soran a kloroplasztiszban keletkezé oxigént az elektrontranszportldancon
athalado elektronok képesek részlegesen szuperoxid gyokké redukélni 7.

Normalis esetben az elektronok a NADP™ irdnyaba aramlanak, és redukaljak NADPH-va. Az
igy keletkez6 NADPH belép a Calvin-ciklusba, és CO2 redukciojara forditodik.

Azonban ha az elektrontranszportlanc thltelitédik, vagy nincs elég NADP* az |.
fotorendszerben, akkor az elektronok egy része oxigén redukcidjara forditodik (1. abra). A
reakcidé soran szuperoxid gyok keletkezik (Mehler-reakcid), amelyet a kloroplasztiszban

talalhato Cu-Zn-szuperoxid-diszmutaz hidrogén-peroxidda alakit 22,



Szuperoxid gyok a peroxiszomak normal metabolizmusa soran legalabb két helyen keletkezhet
(1. abra). Az els6 a sejtszerv matrixaban talalhatd, ahol a xantin-oxidaz (XO) katalizalja a xantin
¢és hipoxantin oxidacidjat hugysavva, a masodik hely egy kis elektrontranszportlanc (NADH,
cyt b) a peroxiszoma membranjaban.

Ezen kiviil hidrogén-peroxid is keletkezik a peroxiszoémakban. Ennek hatterében a zsirsavak [3-
oxidacioja, a flavin- ¢és glikolat-oxiddzok miikodése, valamint a szuperoxid gyok

diszproporcidja all 114,

3.1.2.2 ROS képzodés a mitokondriumban

A mitokondridlis elektrontranszportlancban talalhaté elektronok elegendd szabadenergidval
rendelkeznek a molekularis oxigén kozvetlen redukcidjahoz. Ez a reakcié a mitokondrialis ROS

f6 forrasa, egyben az aerob 1égzés elkeriilhetetlen velejardja 1°,

ROS képzddéséhez az elektrontranszportlanc I-es és IllI-as komplexénél képz6dé ubikinon
gyok szolgal elektronforrasként (1. abra). Ekkor a molekularis oxigén redukcidjaval szuperoxid
gyok (O2¢) keletkezik. Bar a szuperoxid gyok vizes kozegben csak méréskelten reaktiv, de azt
a szuperoxid-diszmutaz enzim (SOD) képes tovabb redukalni hidrogén-peroxidda. A keletkez6
H.0, Fe?*-al vagy Cu*-nal reakcioba Iéphet, amelynek terméke az erésen toxikus hidroxil gyok

(OH?e). Ezt a reakciosorozatot Haber-Weiss reakcionak nevezziik (2. abra).

05+~ + Fe** »10, | Fe?*
20, + 20720, | H,0,Fe3*

Fe’* + H,0, »Fe®™ + OH™ + OH*

2. abra: Haber-Weiss reakcio
A reakcié soran keletkezett hidroxil gyok, csakigy mint a H202, képes athatolni a
membranokon, igy a mitokondriumot elhagyni, és a sejtben, valamint magiban a

mitokondriumban karokat okozni (pl.: lipid peroxidacié) "1,



3.1.3 A reaktiv oxigénvegyiiletek eliminacioja

A reaktiv oxigénvegyiiletek kéaros hatdsainak kivédésére szdmos komplex mechanizmus all
rendelkezésre a novényi sejtek szdmara. Ezen komplex mechanizmusokban kdzponti szerep jut
az antioxiddnsoknak (enzimatikus ¢és nem enzimatikus), illetve a mitokondrialis

elektrontranszportlanc energiapazarlé (energy dissipating) folyamatainak 1>,
3.1.3.1 Antioxidansok

3.1.3.1.1 Nem enzimatikus antioxidansok

3.1.3.1.1.1 Az aszkorbinsav

Az aszkorbinsav (C-vitamin) a legbGségesebben rendelkezésre all6 nem enzimatikus
antioxidans a ndvényi szévetekben, amelyet millimolos koncentracioban taldlhatunk meg a
levelekben és a térol6 szervekben ’.

Szamos biokémiai reakcioban jatszik szerepet. Képes kozvetleniil reakcioba 1épni a szuperoxid
¢s a hidroxil gyokokkel, valamint a szinglet oxigénnel, képes regeneralni az oxidalt a-tokoferolt
(E-vitamin), amely esszencialis az atmenetifém ionokat tartalmazé enzimek védelmében, ezen
feliil szubsztratként szolgal az APX (aszkorbat peroxidaz) enzimatikus antioxiddns szdmara.
Az antioxidans szerepkoron tul szamos alapvetd sejtszintii folyamat szabalyozasaban is
szerepet jatszik, ilyen példdul a fotoszintézis, a sejtndvekedés és a sejtciklus szabalyozasa 7.
Az aszkorbinsavbol egy elektron leadasdval monodehidroaszkorbat, két elektron leadésaval
dehidroaszkorbat keletkezik. A dehidroaszkorbat fiziologids korolmények kozt rovid felezési
idejli, igy ha azt a sejt nem regeneralja elég gyorsan, akkor a lakton gylirli hidrolizésével

2,3-diketo-1-gulonsavva alakul irreverizibilis reakcié soran 18

Az aszkorbat bioszintézise (3. abra) a citoplazmaban kezdddik, majd utolsd 1épése a
mitokondrium intermembran terében jatszodik le, ahova az L-galaktono-1,4-laktéz diffuzidval
kertil. A citoplazmaban torténd atalakulasok egyik kulcsreakcidja a GDP-L-galaktoéz - L-
galakt6z-1P 4talakulas, amelyet a GDP-L-galaktéz foszforildz, mas néven VTC2, és kozeli
homologja, a VTCS, illetve az L-galaktdz guaniltraszferaz képes katalizalni. A VTC2 és VTCS
kettds hidnymutans novények aszkorbinsav potlds nélkiil novekedési, fejlodési
rendellenességeket mutatnak, amelyek aszkorbat, vagy L-galaktdéz adagolasaval azonnal
megsziintethetok 1°. A fent leirt szerepe miatt a VTC2 és VTC5 gének expresszidjanak

vizsgalata kiemelt szerepet kapott munkank soran.



A szintén kulcsfontossagi utolsd 1épést katalizalé L-galaktono-1,4-lakton-dehidrogenaz
(GLDH) a mitokondrium belsé membranjdhoz kotott, miikodéséhez oxidalt citokrom c-t
igényel. Bizonyiték a GLDH citokrom ¢ igényére hogy KCN adagoléséval, amely blokkolja a
Fontos kiilonbség a névényi GLDH és a szintézisre képes allatokban, valamint gombakban
talalhato analog enzimek kozott, hogy a GLDH nem termel melléktermékként H2O.-t. Ennek
hatterében feltehetéen a sejt mitokondrialis elektrontranszportlancanak taloxidalodasat
megakadalyozo folyamatok allhatnak, mivel a mitokondrium kifejezetten érzékeny az oxidativ
stresszre 172,

A fentiek miatt a GLDH enzimaktivitasanak, illetve génexpressziojanak vizsgalata szintén

kiemelt szerepet kapott kutatasaink soran.

1 2 3
D-Gliik6z-6-P =——= D-Frukt6z-6-P =——= D-Mannéz-6-P =—— D-Mannéz-1-P

GTP
PPi — 2 Pi
, R (o} o_
6 0™ ~%cpp e HO ~ " GDP
L-Galaktéz-1-P » o
; HOV HOY OH
GMP OH
GDP-L-Galaktéz GDP-D-Mannoz
7
\v Pi
; "TH "CH o
8 z z
L-Galaktoz 7T’ H 0_/\<_T T’ _/\SI
NAD NADH HO
L-Galaktono-1,4-lakton L-aszkorbinsav

3. abra: Az aszkorbinsav bioszintézise novényekben — Az atalakitast katalizalé entimek: (1) Hexo6z-foszfat izomeraz,
(2) Foszfomannéz izomeraz, (3) Foszfomannéz-mutaz, (4) GDP-D-mannéz pirofoszforilaz, (5) GDP-D-mannéz-3,5-epimeraz,
(6) L-galaktéz foszforilaz/L-galaktoz guaniltraszferaz, (7) L-galaktoz-1-P foszfatdz, (8) L-galaktoz dehidrogenaz,
(9) L-galaktono-1,4-lakton dehidrogenaz
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3.1.3.1.1.2 A glutation

A GSH (redukalt glutation) egy tripeptid és létfontossdgii metabolit. A ROS altal kivaltott
oxidativ stresszel szembeni védelem egyik legfontosabb komponense. A ndvényi szovetekben
tulnyomo6 részt redukalt allapotban van jelen (GSH), és minden sejtalkotoban, illetve az
apoplasztban is megtalalhato. Tobb fizioldgiai folyamatban is szerepet jatszik (pl.: szulfat
transzport, szignal tovabbitas, metabolitok konjugalasa, stresszvalasz gének indukcioja). A

fentieken kiviil részt vesz a sejtek differencialodasaban, a sejthalal és az 6regedés folyamataban,

W\jiz/\N’H i
HO N, OH
" N
SH s} 0 J)LH/\I
o o o s
N s
NH, o) N CH
NH NH,

L

4. abra: A glutation (GSH) és a glutation-diszulfid (GSSG) szerkezete

illetve a patogenitas rezisztencia kialakitasaban is ’.

HO™ =0

A glutation szintézise két ATP-igényes 1épésbdl all. Az elsé — egyben sebesség-meghatirozo —
1épés soran Cys és Glu kapcsolodasaval y-glutamilcisztein keletkezik. A masodik 1épésben a
glutation szintaz segitségével egy Gly kapcsolodik a y-glutamilciszteinhez, ezzel GSH-t

létrehozva 18,

A GSH szubsztratként szolgdl tobb, a sejtben lejatszodd reakcié szdmara, amely sordn
oxidalodik, és GSSG-t képez (4. abra). A két molekula kozti egyensulynak kozponti szerepe
van a sejt idealis redox allapotanak fenntartasaban, igy az esetleges ROS-t (O2¢~, H202, OHe)
eliminalé és képzddést gatld reakciokban is (pl.: aszkorbat-glutation ciklus) 71821,

A fent emlitett aszkorbat-glutation ciklus tobb kulcsfontossagli enzimatikus és nem enzimatikus
antioxidans sszehangolt miikodésével jon l1étre (1asd 3.1.3.1.3 pont), nagymértékben felelds a

sejt fiziologias redox allapotanak fenntartasaért.
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3.1.3.1.1.3 Egyéb nem enzimatikus antioxidansok

Az el6zd fejezetekben bemutatott két kulcsfontossagi nem enzimatikus antioxidanson, az
aszkorbinsavon, illetve a glutationon kiviil szdmos vegyiilet rendelkezik gyokfogo
tulajdonsaggal, amelyek szintén nagyban hozzajarulnak a sejtek megfeleld redox statuszanak
fenntartasahoz, illetve az esetleges oxidativ stressz kivédéséhez.

Az antioxidans rendszer nem enzimatikus komponensei koziil fontos megemliteni a prolint,
amely képes az igen karos hidroxil gyok megkotésére. Az a-tokoferolok zsirban oldoédo
antioxidansok, és tobbek kozt a kloroplasztisz tilakoid membranjaban helyezkednek el. A nagy
ROS ¢és LPO (lipid peroxidok) kotd kapacitason feliill membranstabilizaldo funkcidval is
rendelkeznek. A karotinoidok és a flavonoidok szintén hozzajarulnak a ROS és a LPO
vegyiiletek visszaszoritasahoz stressz soran. ’.

Bar ezen vegyiiletek jelentdsége megkérddjelezhetetlen, vizsgalatainkra gyakorolt hatdsuk nem

Osszemérhetd az aszkorbinsav, illetve az aszkorbat-glutation ciklus elemeinek fontossagéaval.

3.1.3.1.2 Enzimatikus antioxidansok
Az enzimatikus antioxidansok Onmagukban, illetve nem enzimatikus antioxidansokkal

egylittmiikodve képesek a reaktiv oxigénvegyiiletek eliminalasara.

Enzimatikus antioxidans Enzim kéd | Katalizalt reakcio

Szuperoxid diszmutéz (SOD) EC1.15.1.1 | Ox* +02* + 2H"— H,0, + O
Katalaz (CAT) EC1.11.1.6 | H20, — H,0 + ,0;

Aszkorbat peroxidaz (APX) EC 1.11.1.11 | H.02 + AA — 2H,0 + DHA
Glutation peroxidaz (GPX) EC1.11.1.7 | H,O2 + 2GSH — 2H,0 + GSSG

Monodehidroaszkorbat reduktaz
(MDHAR)

Dehidroaszkorbat reduktaz
(DHAR) EC1.85.1 DHA + 2GSH — AA + GSSG

Glutation reduktaz (GR) EC16.4.2 | GSSG+NAD(P)H — 2GSH + NAD(P)"

2. tablazat: A fontosabb enzimatikus antioxidansok és az altaluk katalizalt reakciok

EC1654 | MDHA +NAD(P)H — AA + NAD(P)*

A SOD (szuperoxid-diszmutaz) alkotja az els6 védelmi vonalat a ROS-sal szemben, ezzel
kozponti szerepet betdltve az alapvetd stressz tolerancidban. Szerkezetét tekintve a
metalloenzimek kozé tartozik. A fém kofaktorok alapjan harom csoportba oszthato: Cu/Zn-
SOD, Mn-SOD, Fe-SOD. A SOD a sejt minden organellumaban megtalalhato, és reakcidja
soran két szuperoxidot elimindl egy Oz és két HoO. keletkezése mellett. Miikodése
visszaszoritja a Haber-Weiss reakciot, amely a stlyosan toxikus hidroxil gyok keletkezését

okozza "%,
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A katalazok nélkiilozhetetlenek a reaktiv oxigénvegyliletek eliminacids folyamataiban.
Katalizise soran hidrogén-peroxidot alakit at vizz¢é és oxigénné. A katalaz rendelkezik az egyik
legnagyobb valtasszammal az enzimek koziil, amellyel kozel 6 milli6 H2O> molekula bontasat
végzi el percenként egyetlen CAT molekula /.

A GPX (glutation-peroxidaz) szintén a H2O; eliminalasaban vesz részt, amelyhez GSH-t
hasznal fel mint elektrondonort, igy két GSH oxidacidja révén GSSG (két glutation, diszulfid
kotéssel 0sszekapesolodva) jon 1étre, igy redukdlva a hidrogén-peroxidot vizzé. A reakcid révén

a GPX is kiemelt szerepet jatszik a ROS eliminaciéjaban "%,

3.1.3.1.3 Az aszkorbat-glutation (FHA) ciklus

Az aszkorbat-glutation (Foyer-Halliwell-Asada) ciklus kulcsszerepet tolt be a fiziologias redox
statusz fenntartdsaban, illetve mind biotikus, mind abiotikus stressz soran létrejové reaktiv
oxigénvegyiiletek eliminalasaban. A folyamatban két nem enzimatikus (aszkorbat és glutation)
¢s négy enzimatikus (APX, MDHAR, DHAR, GR) antioxidans kap szerepet, illetve szorosan
kapcsolt a NADPH <« NADP" atalakulashoz (5. abra).

H,0, GSSG NADPH

APX MDHA DHAR X
2 H,0 MDHA NADP*

5. abra: Az aszkorbat-glutation (Foyer-Halliwell-Asada) ciklus

A ciklus soran az aszkorbat-peroxidaz aszkorbinsav terhére H2O>-t redukal vizz¢é. A folyamat
eredményeképpen a viz mellett MDHA (monodehidroaszkorbat) keletkezik, amely két mddon
képes redukalddni. Az els6 lehetdség soran a MDHAR (monodehidroaszkorbat reduktdz) enzim
egy lépésben aszkorbinsavva redukalja a MDHA-t, mig a mésodik esetben a MDHA nem
enzimatikus diszproporcionalodasa kovetkezik be, amely soran DHA (dehidroaszkorbat)
keletkezik, amelyet a DHAR (dehidroaszkorbat-reduktaz) szintén aszkorbinsavva redukal.
Mind a MDHAR, mind a DHAR glutation terhére végzi a redukciot.
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Az aszkorbat regeneralasa soran oxidalt allapotba keriilé glutationt (GSSG) a glutation-
reduktaz képes ismét redukalt allapotba (GSH) hozni, amely atalakitis NADPH terhére
torténik.

A fentiek alapjan elmondhatd, hogy a két legfontosabb nem enzimatikus antioxidans

crer

GSH sziikséges 1824,
A ciklus kulcsfontossaga a ROS képzddés szabalyozasaban, illetve a sejt védelmi rendszerében
kutatasaink célkeresztjébe helyezte a részt vevo enzimek aktivitasmérését, illetve az aszkorbat

mennyiségének és redox allapotanak monitorozasat.
3.1.3.2 A mitokondrialis elektrontranszportlinc szerepe a ROS eliminaciéban

A mitokondrium igen érzékeny a reaktiv oxigénvegyiiletek akkumulaciojara, ezaltal az oxidativ
stresszre, ezért a mitokondrialis elektrontranszportlanc (ETC) (6. abra) sajat védelmi

mechanizmusokkal rendelkezik a ROS keletkezésének megeldzésére, illetve a mar létrejott

. .. < e s1s .5
karos vegyiiletek eliminalasara “°.
Intermembrane space
H H* H
NAD*  NADPH GL AA
NADH NADP*
“ﬁ o 0,
, &
NDex NDex = CyEe
I
g ) — uce
e e
(7 €
NDin | | NDin LCEX
NADH or NA‘DHC“’;' )J @ e ‘\ 0, 0,
A o NADP* FAD H,0
NAD NAD+  NADPH FADH, 0, B0

AR AR NAD(P) NAD(P)H
DHA generation
NAD(P)H+H*
AA GSSG

6. abra: A mitokondrialis belsé membran komponensei

Matrix

Az ETC tulredukalodott allapotat a mitokondrium igyekszik megeldzni, illetve cskkenteni. Az
ugynevezett "energiapazarlé" (energy dissipating) folyamatok célja a fent emlitett
tulredukaltsag csokkentése, ezzel fontos szabalyozasi szerepet betdltve az oxidativ stressz,

illetve az esetleges oxidativ kitorés (oxydative burst) soran 252,
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3.1.3.2.1 Az ETC energiapazarlo (energy dissipating) komponensei
3.1.3.2.1.1 A rotenon rezisztens alternativ NAD(P)H dehidrogenazok (ND-k)

Az ND-k miikédésiik soran NADPH oxidaciojat végzik, ezzel elektronokat tovabbitva az
UQ-ra, de ebben az esetben ez nem jar protonpumpa aktivitassal. A fentiek értelmében
csokkentik az energiahozamot, de altaluk megkeriilheté az 1. komplex #. Szerepiik harpin

fehérjék altal kivaltott biotikus stresszben jelenleg nem teljesen tisztazott.
3.1.3.2.1.2 Az UCP (szétkapcsolo fehérjék, uncoupling proteins)

Az UCP proteinek hiperszenzitiv reakcioban vald szerepérdl jelenleg nincsenek
egyértelmii irodalmi adatok. Energiapazarl6 mukodésiik sordn protont pumpdlnak a
mitokondrialis intermembran-tér felol a matrixba. Ezen tulajdonsdga arra enged
kovetkeztetni, hogy az UCP-k szabalyozd szerepet tolthetnek be az oxidativ
foszforilezésben, mégpedig a membrannal hatérolt terek potencialkiilonbségének optimalis

beallitasaval, ezen feliil szerepet jatszhatnak a ROS képzddésének csokkentésében 2°.

3.1.3.2.1.3 Az alternativ oxidaz (AOX)

Funkciojat tekintve termindlis oxiddz, amelynek feladata az ETC taltelitddésének
megakadalyozasa. Miikodése soran elektronokat szallit az ubikinonrél Oz-re, ekzben nem
pumpdl protonokat az intermembran térbe. Az "energiapazarlds" révén megkeriili a
mitokondrium I11. és TV. komplexét, igy latva el védelmi/biztonsagi szerepét *°.

Viselkedését tobbféle biotikus €s abiotikus stresszhelyzetben is vizsgaltdk mar, és az
eredmények szerint egyértelmiien fontos szerepe van a stresszvalaszban. A vizsgalatok azt
mutatjak, hogy az AOX aktivitdsanak gatlasakor a sejtekben levé ROS mennyisége megno.
A normal citokrom elektrontranszport rendszert antimycin A-val gatolva az AOX
expresszidja jelentdsen nd, ezzel egyidejiileg a ROS-t eliminalé enzimeket (szuperoxid-
diszmutaz, glutation peroxidaz) kodold géneké csokken. A fentiek alapjan az AOX
egyértelmii markere lehet a mitokondridlis oxidativ stressznek, illetve hasonléan fontos
szerepet tolthet be a stresszvalasz kialakitasa soran 2631733,

Az alternativ oxidaz a szabalyozasban betoltott szerepe €és védelmi funkcidja miatt kiemelt

szerepet kapott vizsgalataink soran.
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3.1.4 A reaktiv oxigénvegyiiletek mint szignalok

A reaktiv oxigénvegyiiletek karos hatasukon tul szignalként is funkcionalnak a sejtekben. A
novényekben mind biotikus, mind abiotikus stressz hatdsara a ROS termelés megugrasa
figyelheté meg, ez az tigynevezett oxidativ kitorés (oxidative burst) 2. A megemelkedett ROS
szintre a sejtnek mihamarabb reagalnia kell. Ezek a véltozatos természetli reakciok
iranyulhatnak a homeosztazis visszaallitasdban segédkezd enzimek (antioxidans termeld és
regeneralo, javitd és védo hatast enzimek) expresszid-, illetve aktivitasnovelésére, megfelelden
magas ROS szint esetén a programozott sejthalalhoz (Programmed Cell Death, PCD) vezetd
kaszkad beinditasara, illetve a fizioldgiastdl eltérd, magas ROS szint fenntartdsara. A reaktiv
oxigénvegyiiletek emelkedett szinten tartasa segit a novénynek a patogén elleni kiizdelemben,
mig a programozott sejthalal beinditasa igen fontos védelmi eszkoz erdteljes stresszhatas
esetén. Azzal, hogy a stressznek leginkabb kitett sejtek elpusztitjdk magukat, a novény egészére

nézve csokkenthetdk az elszenvedett karok 103435,
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3.2 A novényi immunvalasz

3.2.1 Altalanos bemutatas

A novények — csakugy, mint minden mas tobbsejtli organizmus a Foldon — kiilonféle
fertdzéseknek vannak kitéve, amelyekkel szemben elengedhetetlen a védekezés.

A novények immunrendszere két védelmi vonallal rendelkezik, és mindkettében fontos szerep
jut az oxidative burst-nek, amely a névény-patogén interakcid soran az egyik legkorabbi

sejtvalasz 23637,

3.2.2 Mintazat és effektor altal kivaltott immunitas

Az els6 védelmi vonal a patogének MAMP/PAMP-jainak (microbe/pathogen-associated
molecular patterns, mikrobahoz/patogénhez kapcsolt molekularis mintazat) felismerése révén
kivaltott immunreakcio. A MAMP megfelel6 receptorok (pattern recognition receptor, PRR)
altali érzékelése utan igen gyorsan beindul a ROS termelés, és kis amplitidoval, viszonylag
rovid ideig tart. Szerepe kettds: az ekkor termelt ROS egyrészt szignalként funkcional a tovabbi
immunreakciok beinditdsdhoz, masrészt karositja a patogént. Ilyenkor a ROS termelésért foleg
a plazmamembranban elhelyezked6 NADPH-oxidazok felelések, amelyek a sejtben 1évo
szuperoxid gyokoket allitanak eld, amelyek gyorsan hidrogén-peroxidda alakulnak spontan
moédon vagy szuperoxid-dismutdz enzim katalizélta reakcioban. Ezt az immunreakciot
,pattern-triggered immunity (PTI)”-nek nevezziik (7. abra) *.

RP

Effektor

Célpont
Apoplaszt

Masodlagos védekezés
Effektor

2 * ETI
Célpont
PTI

Elsédleges védekezés

7. abra: A ndvényi immunrendszer két védelmi vonala. A patogén altal termelt effektorok elnyomhatjak az elsédleges védelmi
vonalat jelent6 PTI-t (pattern-triggered immunity), igy a novényekben megjelentek a masodlagos védelmi vonalat jelentd R
fehérjék. Ezek felismerik az effektort. és beinditjak a megfeleld valaszreakcidkat, amelyeket egyiittesen ETI-nek (effector-

triggered immunity) neveziink *°.
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Az evoluci6 soran bizonyos patogének alkalmazkodtak ehhez a védekezési mechanizmushoz,

és olyan effektorok termelésébe kezdtek, amelyek a sejtbe jutva elnyomjak a PTI-t.

Ennek ellensulyozasara masodik védelmi vonalként megjelentek az R fehérjék (plant resistance
proteins, R proteins) a ndvényi sejtekben, amelyek feladata a patogének altal termelt effektorok
felismerése, és ezaltal a megfeleld valaszreakciok beinditasa, amelyeket egyiittesen ,,effector-
triggered immunity (ETI)”—nek neveziink (7. abra). Ilyen esetben kétfazisu oxidative burst
figyelhetd meg. Az elsé fazis gyors, kis amplitadoja (feltehetdleg szintén MAMP felismerése
valtja ki), mig a masodik szakasz hosszl idétartamt és magas intenzitasi. Az ETI sordn a
NADPH-oxidazok mellett az egyéb intracellularis ROS forrasok is szerephez jutnak, amelyek
koziil feltehetéen a mitokondrium a legfontosabb. Az effektorok altal kivaltott reakcidsorozat
leggyakrabban hiperszenzitiv sejthaldlhoz vezet, amelynek pontos modja a felismert effektortol

fliggden mas és mas lehet 83841,
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3.3 Harpin fehérjék

A harpinek olyan savas, héstabil, glicinben és leucinban gazdag, vizoldhat6 fehérjék, amelyeket
I1l-as tipust fehérje szekrécids rendszerrel rendelkez6 baktériumok, mint pl.: Pseudomonas

syringae és Erwinia amylovora termelnek 4243,
3.3.1 A lll-as tipusu fehérjeszekrécios rendszer

A bakterialis virulencia faktorok genetikai elemzése kimutatta, hogy a patogén baktériumokat
az kiilonbozeti meg nem patogén tarsaiktol, hogy ugynevezett patogenitdsi géneket
tartalmaznak. Ezek a gének gyakran ugynevezett ,patogenitasi szigetekbe” szervezddve
talalhatébak a genomban, amely valoszinlileg annak koszonhetd, hogy az evolicid soran
horizontalis géntranszferrel keriiltek az adott baktériumba. Ezt a feltevést aldtdmasztja, hogy

egymassal tavoli rokonsdgban 4116 patogének is hasonlé virulencia géneket tartalmaznak.

A leginkabb konzervalt, megkozelitéleg husz, tgynevezett hrp (hypersensitive reaction and
pathogenicity) gén kodolja a Ill-as tipusu fehérje szekrécios rendszert. Ez a rendszer
fehérjecsatornat alkot a célsejt sejtfalaban és membranjaban (8. abra), igy téve lehetévé a Gram-
negativ patogéneknek, hogy fehérjéiket eukariota sejtek citoszoljdba juttassdk. Jellemzd a
gének konzervaltsagara, hogy Yersinia-ban és Erwinia-ban teljesen megegyezik ez a rendszer,

de az eukariota sejtbe szekretalt fehérjék eltérok 444°.

Bels6é membran
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8. abra: A harmas tipusu szekrécios rendszer (TTSS). Egyes patogén baktériumok a TTSS segitségével (piluson keresztiil)

képesek az effektor molekulak célsejtbe juttatasara. A bejuttatott effektor molekuldk infekciot idéznek eld, amelyek
immunvélaszt indukalnak a nvényben 5.
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3.3.2 A harpinek hatasai

A harpinek hiperszenzitiv sejthalalt valtanak ki a nem-gazda novényekben, szerepiik a gazda
novényekben egyeldre tisztazatlan, de feltételezhetden érzékennyé teszik azokat az avirulencia

gének termékeire 42,

A harpineket a ndvényi sejtek receptorai PAMP-ként ismerik fel, miutdn a fehérje a
plazmamembranhoz kotédott. A sejthaldlhoz vezetd reakcidkat ezt kovetden egy receptor-
medialt MAPK (Mitogen-activated proteinkinase) fiiggé szignalrendszer inditja. Ennek soran
megnovekedett ROS termelés, erds pH valtozas, megnovekedett kalcium bedramlas a

citoszolba, és az immun-valasz gének megndvekedett expresszioja figyelheté meg 424346,

A valaszreakciokban fontos szerep jut a mitokondriumnak. Megnovekedik a mitokondrialis
ROS termelés, csokken a mitokondrialis membranpotencial (A¥m), ebbdl kifolyolag az ATP
termelés. Ezen feliil megfigyelhet6 a citokrom c gyors citoszolba juttatidsa a mitokondriumbol,

amelyet a programozott sejthalal elészobdjaként tartanak szamon >4,

3.3.3 Harpinek a névényvédelemben

Kisebb koncentracioban (nM) a harpinek hatdsdra nem kovetkezik be sziikségszeriien a
sejthalal, de ugyaniigy megné az immunvalasz-gének expresszoja, amelynek hatdsara a novény
ellenallobba valik a patogénékkel szemben. Ezen feliil a haripnekkel kezelt névényekben
szamos elonyds hatds figyelhetdé meg, mint példaul a ndvény nagyobb terméshozama és

intenzivebb ndvekedése.

A fent emlitett hatdsok miatt a harpinek igéretes biopeszticidek lehetnek. A piacon mar
megjelentek ilyen jellegii termékek, példaul az Eden Bioscience Messengera STS nevii

novényvédd szere, amely 3% harpin fehérjét tartalmaz aktiv dsszetevoként 424849,
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3.3.4 Kezeléseinkhez hasznalt harpinek és jellemzoik

A HrpZpio és HrpWito (3. tablazat) a Pseudomonas syringae pv. tomato altal termelt harpinek,
amelyek hiperszenzitiv reakciot valthatnak ki nem-gazda ndvényi sejtekben. Szerepiik a sikeres

baktérium fert6zés soran jelenleg ismeretlen.

Accession number

Fehérje neve

Méret (aminosav)

Becsiilt tomeg

H rprto

AAF71503.1

424

49,9 kDa

H rprto

AAB00127

370

36,6 kDa

3. tablazat: HrpWpto és hrpZpto adatai

A HrpZpto-t kodold gén a hrp klaszteren beliil talalhaté egy policisztronos operonban. Képes

lipidek megkotésére és ionateresztd porusok létrehozasara mesterséges lipid bilayer-ekben 0.

A HrpWypto a hrp klaszter szomszédsagaban talalhato, konzervalt effektor 16kuszban kertil
kodolasra. A fehérje két doménbdl épiil fel, N-terminélisan egy harpin domén, C-termindlisan
pedig egy pektat-lidiz domén talalhato. A pektat-lidiz domén, amely homoldég a PL3 pektat-
lidzzal, képes kalcium-pektathoz kétddni, de enzimatikus aktivitast nem mutat, a hiperszenzitiv

reakcio kivaltasdban csak a harpin domén jatszik szerepet *°.
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4 Célkituzés

Novény-patogén interakcid esetén 1étrejovO biotikus stressz soran az egyik legkorabbi
sejtvalasz az ugynevezett oxidativ kitorés, amely a reaktiv oxigénvegyiiletek szintjének hirtelen
emelkedésével jar. A folyamatért foként a plazmamembranban lokalizalodo NADPH oxidazok
miikddése felelds (lasd 3.2)2. A kitdrés sordn keletkezd reaktiv oxigénvegyiiletek védelmi
szerepe kettds. Akkumuléciojuk nagy reaktivitasuknak koszonhetéen kozvetleniil karositja a
patogént, ezen fellil szigndlmolekulaként is funkcionalnak, ezaltal részt vehetnek tovabbi
védekezé mechanizmusok beinditdsaban, amelyek tovabbi ROS képzddéssel jarhatnak. A
védelmi szerep ellatdsdhoz elegendd, de a gazdasejt szamara nem fatalis mennyiségii ROS szint

fenntartasahoz az antioxidans rendszernek (lasd 3.1.3.1) reagalnia kell**"°,

A fentiek alapjan célul tliztik ki az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxidans, az

aszkorbinsav metabolizmusanak nyomon kovetését biotikus stressz soran.

Az alabbi részfolyamatokat kivantuk gorcsé ald venni:
e az altaldnos mitokondrialis stresszmarker, az AOX génexpresszidjanak vizsgalata
e az aszkorbat szintézisében kulcsszerepet jatszo GLDH, VTC2 és VTCS gének
expresszidjanak vizsgalata
e az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek aktivitdsvizsgalata
e az aszkorbatszintézis zardlépését katalizdlo GLDH enzimaktivitasanak vizsgalata

e az aszkorbat mennyiségének €s redox statuszanak monitorozasa
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Sejtfenntartas

A szuszpenzids sejtkultarakat steril, csavaros kupakkal ellatott Erlenmeyer-lombikokban

tartottuk fenn.

Araidopsis thaliana szuszpenzids sejtkultura:

Inkubélés paraméterei: 22°C, 120 rpm-es razatas
Tapoldat 6sszetétele: 0,44% MS+Gamborg (Sigma Aldrich)
3% szachar6z

0,24ug/ml  2,4-D (2,4-diklorofenoxi-ecetsav)

0,014pg/ml  Kinetin

4mM PBS (K2HPO4, KH2PO4)

pH=5,8
A sejtvonal fenntartdsanak céljabol heti rendszerességgel tomény (7 napos) sejtszuszpenziobol
tizszeres higitassal oltottunk at 0j tapoldatba. Ezzel a mddszerrel a vizsgalatokhoz sziikséges

sejttomeget is folyamatosan biztositani tudtuk.

Fehérjetermeld Escherichia coli konstrukciok:

Inkubélés paraméterei: fenntartas/expresszio: 37/32°C, 120 rpm-es razatas
Tapoldat (LB-Amp) Osszetétele: 1% Bacto Tryptone

0,5% Bacto Yeast-Extract

0,5% NaCl

50pg/ml - Ampicillin
A fehérjetermeld konstrukciok folyamatos fenntartasa nem volt sziikséges, ezért ezeket 15%

glicerol tartalmu LB tdpoldatban fagyasztva taroltuk (-80°C).

A sziikséges fehérjek termeltetéséhez a fagyasztott baktériumkultirabdl szelekcidos (Amp)
taptalajra oltottunk ki, majd a 37°C-os ¢jszakan &t tartd inkubacid utan kinétt telepekbdl
20ml-es folyékony szelekcids (Amp) tapoldatba oltottunk at. A sejtszuszpenziot szintén egy
¢éjszakan keresztiil inkubdltuk 37°C-on, és az igy kapott slirli tenyészetbdl oltottunk at a
termeléshez sziikséges mennyiségli sejttomeg eléréséhez. A tapoldatok sterilitasat autoklav
hasznalataval biztositottuk. Az Osszes sejtekkel végzett munkat steril laminaris fiilkében

végeztik, szintén steril eszkdzok hasznélataval.
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5.2 A felhasznalt fehérjék eloallitasa és ellenorzése

A fehérjéket rekombinans tton allitottuk el6. A baktériumba vitt konstrukcidok
rendelkezésiinkre alltak °°, igy a mi feladatunk csupan az expresszaltatas és a kivant protein

kinyerése/tisztitasa volt.

5.2.1 Az alkalmazott konstrukciok bemutatasa

Inszert szdrmazésa Expresszios sejt Plazmid Fehérje
. Escherichia coli HrpZpto

Pseudomonas syringae pv. tomato BL21 (DE3)) PET-DEST42 (~36,6kDa)
. Escherichia coli HrpWopto

Pseudomonas syringae pv. tomato BL21 (DE3) PET-DEST42 (~49,9kDa)

4. tablazat: A HrpZptwo és HrpWpto fehérjék termeltetésé soran alkalmazott vektorok és expresszids torzsek
A két konstrukcié igen hasonld, mivel mindkét esetben a pET-DEST42 vektort (amely
tartalmazza a specifikus inszertet) vittek be Escherichia coli BL21 (DE3) expresszios

sejtvonalba.

318...334 T7 promoter| 3|8 334 T7 promoter|
337381 lacO operator| 337 -381 lacD operator]|
lacl 5715.. 6806 i lacl 5857._6388)

408..1518_Inszert (HrpZpto — =

HrpZpto .-
ET'DEST42 - Hrp“ pto |73.1 1775 V5 epitop
p pET -DEST42 "~ [1785..1802 His tag|
| |

9. abra: A HrpZpto és HrpWpio fehérjék termeltetéséhez alkalmazott vektor - A plazmid tartalmazza a fehérjéket kodolo
inszertet, illetve az indukciot lehetévé tevd operator régiot. A tisztithatosagot a His-tag, a szelekciot pedig Ampicillin
rezisztencia biztositotta.

A pET-DEST42 vektor pBR322 replikacios origoval rendelkezik. A plazmidban talalhatd T7
promoter lehetévé teszi a nagymértékii expressziot, mig a lac operon biztositja az IPTG-vel
torténd indukalhatosagot, amely a lac operon természetes aktivalasahoz sziikséges laktoz

analdgja.
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A plazmid az Ampicillin rezisztencia génjét (bla) is tartalmazza, igy konnyen szelektalhatok a
transzformalt sejtek a plazmidot nem tartalmazo6 baktériumsejtek koziil. Az inszert 3” végéhez
kapcsolodo, de a plazmid részét képezd V5 epitdp lehetdvé teszi a fehérje immunreakcion
alapuldé mennyiségi meghatdrozasat, a His-tag hat darab hisztidinje pedig biztositja a fehérje
biospecifikus (affinkromatografias) elvalaszthatosagat, mivel ezen részlet erés kdlcsonhatasba

1ép nikkel ionokkal *°.

5.2.2 A fehérje eloallitasanak menete

5.2.2.1 A fehérjék termeltetése

A sejtfenntartds sordn ismertetett modon eldallitottuk az atoltdsra alkalmas tomény
sejtszuszpenzidt. A siiri sejttenyészetbél 5-10ml-t 500ml LB-Amp tapoldatba oltottunk
ODe00=0,05 koriili érték eléréséhez, majd 37°C-on inkubdaltuk razatast (120 rpm) alkalmazva.
A baktériumok mennyiségét abszorbanciaméréssel kovettilk nyomon, és az ODgo=0,5-0,6

érték elérésekor IPTG-vel (1mM végkoncentracid) indukaltuk a fehérjék termelddését.

A modszer bedllitasa sordn azt tapasztaltuk, hogy a 32°C-on torténd, hozzavetdleg 3,5-4 oras
indukci6 eredményezi a legnagyobb mennyiségii terméket, igy a 1éptékndvelt termeltetés soran

ezt alkalmaztuk.

Szintén az eldzetes kisérletek soran valt bizonyossa, hogy az altalunk termeltetett fehérje
intracellularis, ezért célunk a sejttdmeg szuszpenziobdl vald kinyerése volt, amelybdl
sejtfeltaras utan kinyerhetové valt a fehérje. Ezt centrifugalassal (5300 g, 10 perc) értiikk el. A

csapadékka Osszedllt sejttomeget -20°C-on taroltuk a feldolgozas megkezdéséig.
5.2.2.2 A fehérjék kinyerése és tisztitasa

A kivant fehérje kinyerését és affinkromatografias tisztitasat Invitrogene ProBond Purification

System segitségével végeztiik.

A moddszer alapja a fehérjén talalhato hat egymast kovetd hisztidin (His-tag) erds kdlcsonhatasa
nikkel ionokkal. Az agaroz gél alap(, Ni* ionokat tartalmazé oszlop képes az altalunk termelt
His-tag-gel rendelkezo fehérjék specifikus megkdtésére. Az oszlophoz k6tddo fehérjéket tobb

1épésben mostuk, igy az eluciot kovetden tiszta és specifikus fehérjeoldatot kaptunk.
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5.2.2.2.1 Alkalmazott oldatok
Guanidinium Lysis Buffer (6M Guanidine-HCI; 500mM NaCl; 20mM NasPQO4, pH=7,8)

ProBond Nickel-Chelating Resin (50% gél; 20%-0s etanolban)

Denaturing Binding Buffer (8M Urea; 500mM NaCl; 20mM, pH=7,8)

Denaturing Wash Buffer (8M Urea; 500mM NaCl; 20mM NazPOa, pH=6,0)
Native Wash Buffer (20mM imidazol; 500mM NaCl; 50mM NaH:PO4, pH=8,0)
Native Elution Buffer (250mM imidazol; 500mM NaCl; 50mM NaH2PO4, pH=8,0)

5.2.2.2.2 Sejtfeltaras

A fagyasztas utan felolvadt sejteket 8 ml 37°C-0s Guanidinium Lysis pufferben vettiik fel, majd
5-10 percig 6vatosan kevertiik. A sejtszuszpenzidt 6x10 masodpercig maximalis amplitadon,
jégen tartva szonikaltuk. A kapott lizatumot 5300 g-n 10 percig centrifugaltuk, majd az azonos

tipust fehérjéket tartalmazo feliiliszokat egyesitve tiszta Falcon-csdbe pipettaztuk.

5.2.2.2.3 Az oszlop elékészitése
A ProBond Nickel-Chelating Resin gél konnyen leiilepszik, ezért hasznalat el6tt ujra kell

szuszpendalni.

A konnyebb attekinthetdség érdekében az oszlop eldkészitésének I1épéseit pontokba szedve

ismertetjiik:

1. Akit altal tartalmazott milanyag tisztitboszlopba bemértiink 2ml felszuszpendalt ProBond
Nickel-Chelating Resin-t, majd 1 perces 800 g-s centrifugalassal iilepitettiik.

2. A letilepedett gél rétegrdl eltavolitottuk a feliiluszot, majd 6ml steril desztillalt viz
hozzaadasa utan ismét felszuszpendaltuk.

3. A szuszpenzidt ismételt centrifugalassal (800 g, 1 perc) iilepitettiik, majd eltavolitottuk a
feliiluszot.

4. A fenti mosasi 1épés utan a gél o6ml Denaturing Binding Bufferben valo
felszuszpendalasaval kondicionaltuk az oszlopot, majd ismételt centrifugalas (800 g, 1
perc) utan eltavolitottuk a feliiluszot.

5. A 4. 1épést megismételtiik, igy az oszlop alkalmassa valt az altalunk termeltetett fehérjék

specifikus megkotésére.
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5.2.2.2.4 A fehérje tisztitasa
A konnyebb attekinthetdség érdekében a fehérjetisztitas 1épéseit pontokba szedve ismertetjiik:

1. Az eldkészitett oszlophoz adtuk a sejtfeltaras termékét, majd a fehérjék megkotdédésének
érdekében 45 percig szobahOmérsékleten inkubaltuk. A gél leiilepedésének elkeriilése
végett razattuk az 0szlopot, amivel biztositottuk a maximalis érintkez6 feliiletet is.

2. A fehérjék megkotddését kovetden centrifugaltuk az oszlopot 800 g-n 1 percen keresztiil,
majd a feliilaszot eltavolitottuk.

3. Az els6 mosasi 1épés soran 4ml Denaturing Binding Bufferben felszuszpendaltuk a gélt,
majd centrifugaléas (800 g, 1 perc) utan eltavolitottuk a feliiliszot. Ezt a 1épést még egyszer
megismételtiik.

4. A masodik mosasi 1épés soran 4ml Denaturing Wash Bufferben felszuszpendaltuk a gélt,
majd centrifugalas (800 g, 1 perc) utan eltavolitottuk a feliiliszot. Ezt a [épést még egyszer
megismételtiik.

5. A harmadik mosasi 1épés soran 8ml Native Wash Bufferben felszuszpendaltuk a gélt, majd
centrifugalas (800 g, 1 perc) utan eltavolitottuk a feliiliszot. Ezt a 1épést még haromszor
megismételtiik.

6. Az eluciét 10ml Natie Elution Bufferrel végeztiik. Az eluatumot steril Eppendorf-csévekbe

gyljtottikk 1ml-es egységenként.

A tisztitasok soran kapott elsé 3-4ml eluatum tartalmazta a fehérje tilnyomo részét, az utolso

2-3ml eluatum fehérjetartalma pedig elhanyagolhato volt a teljes mennyiséghez képest.

5.2.2.2.5 A fehérjeoldatok koncentralasa és puffercsere
Az eluatum koncentralasa membransziiréssel tortént. A fehérje nem képes atjutni a membranon,

az oldodszer, illetve kisebb molekuldk viszont igen.
A koncentralast Merck Millipore Amicon Ultra-2 ml kit hasznalataval végeztiik.

A sziir6oszlopot megtoltottiik 2ml eludtummal, majd 45 percig 7500 g-n centrifugéltuk. Ezutan
a hozzavetdleg 300-400ul-es visszamaradt tomény eluatumhoz tovabbi centrifugalasi 1épések
kozt adagoltuk az eredeti eludtum tobbi részét. A végsd 1épésben a 300-400ul-nyi tomény
fehérjeoldatra 1,5ml 5mM-os MES (pH=5,5) puffert adagoltunk, és ismét centrifugaltuk a
szlir6t. A 1épés megismétlése utan keletkez6 400-500pl, MES pufferben felvett fehérje alkalmas

a novényi sejtek tervezett kezelésére.
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5.2.3 Az eléallitott fehérjék ellendrzése

5.2.3.1 A fehérjék mennyiségi meghatarozasa

A kvantitativ elemzést spektrofotometrias modszerrel, a Pierce altal gyartott Coomassie
(Bradford) Protein Assay Kit segitségével végeztiik. A koncentralt fehérjemintakat SmM MES
pufferrel tizszeresére higitottuk (50ul végtérfogat), és 250ul Bradford reagenst (Brilliant Blue

G alkoholos, foszforsavas oldata) adtunk hozzajuk.

A viszonyitasi alapul szolgal6 standard sor elkészitéséhez felhasznalt 2mg/ml-es BSA (bovine
serum albumin) torzsoldatot a kit tartalmazta. Az oldat higitasahoz 5mM MES (pH=5,5) puffert

hasznaltunk, €s szintén Bradford reagenst (250ul) adtunk hozza.
A standard sor koncentracidja:
31,25ug/ml 62,5ng/ml 125ug/ml 250pg/ml 500pg/ml 1000pg/ml

A mérést Thermo Scientific Multiskan GO plate reader segitségével 595 nm-en végeztiik, vak
oldatként 5mM MES (pH=5,5) puffert alkalmaztunk.
A toményitett fehérjepreparatumbol mért atlagos koncentracid HrpZpto esetén ~6mg/ml, mig

HrpWpto esetén ~3mg/ml volt.
5.2.3.2 A fehérjék mindségi elemzése

A fehérjék kvalitativ elemzését SDS-PAGE gélelektroforézissel végeztiik. Az alkalmazott

12%-os futtatd gél elkészitéséhez sziikséges oldatok és mennyiségiik:

H.0O 5,1ml
1,5M Tris-HCI, pH:8,8 3,75ml
20% SDS 0,075ml
akrilamid/bisz-akrilamid (30%/0,8%) 6mi
10% ammonium perszulfat (APS) 0,075ml
N,N,N’,N’-Tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED) 0,01ml

Az alkalmazott 4% akrilamid tartalm tomoritd gél elkészitéséhez sziikséges oldatok és

mennyiségiik:
H20 1,5325ml
0,5M Tris-HCI, pH: 6,8 0,625ml
20% SDS 0,0125ml
akrilamid/bisz-akrilamid (30%/0,8%) 0,335ml
10% ammonium perszulfat 0,0125ml
N,N,N’,N'-Tetrametiletan-1,2-diamine 0,0025ml
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Az alkalmazott futtatd puffer 6sszetétele (steril desztillalt vizben oldva):

25mM Tris-HCI
200mM glicin
1% SDS

pH: 8,3

A minta elokészitéséhez hasznalt 2x Buffer 0sszetétele:

4% SDS

20% glicerol

10% 2-merkaptoetanol

0.004% bromfenolkék

0.125M Tris-HCI,

pH: 6,8
A mintakat 1:1 aranyban kevertiik 6ssze a mintael6készité (sampling) pufferrel, majd 92°C-on
3 percig melegitettiik az elokészités soran. A mintak felvitele el6tt 10 percig konstans 40mA
aramerdsséggel elofuttattuk a gélt, majd a mérés soran konstans (60mA) aramerdsséget

hasznaltunk.

A kiértékeléshez a gélt 12 oran keresztiil 50% metanolt és 10% esetsavat tartalmaz6 oldatban
aztattuk, majd 4 o6ran keresztiil 0,1%-0s Coomassie oldatban festettiik. A festék feleslegét ismét
a fent emlitett (50% metanol, 10% esetsav) oldatban valo 4ztatassal tavolitottuk el. A gélt ezutan
5%-0s esetsav oldatban kondicionaltuk, majd ugyanebben az oldatban taroltuk a kiértékelésig.
A futtatds eredménye minden esetben kielégitd volt, a fehérjék a vart sebességgel futottak a

gélben.
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5.3 Az in vitro stressz rendszer

A vizsgalatok soran Arabidopsis thaliana Col-0 vad tipust szuszpenzioés sejtkulturat in vitro

kezeltiink rekombinans médon termeltetett HrpZpto €s HrpWopto fehérjékkel.
5.3.1 A novényi sejtek kezelése harpin fehérjékkel

A novényi sejtek fenntartasbol szarmazo hét napos A. thaliana kultirabol tizszeres higitast
készitettiink, amelyet tovabbi 6t napig novesztettiink steril koriilmények kozott. A kezelést

szintén steril Erlenmeyer-lombikokban végeztiik 100ml/lombik sejtszuszpenzié hasznalataval.

A kezelés megkezdésekor hozzaadtuk az elére meghatarozott végkoncentracio kialakitasdhoz
eredetileg 5mM MES (pH=5,5) pufferben felvett fehérjék koncentracidja eltérd volt, igy a
kezelés elott ezeket kiegyenlitettiik szintén SmM MES (pH=5,5) puffer hasznalataval, igy
azonos térfogatu fehérjeoldat keriilt minden lombikba. A kontroll kezeléshez SmM MES
(pH=5,5) puffert alkalmaztunk.

A kezelés soran az eredeti koriilmények kozt (22°C, 120 rpm razatas) inkubaltuk a sejteket. A
kezelés minden egyes 1épését (atoltas, fehérje hozzdadasa, mintavétel) steril fiilkében, steril

eszk6zok hasznalataval végeztiik.
5.3.2 Mintavételezés, mintakezelés, mintael6készités

A kezelések soran elére meghatarozott idok6zonként mintakat vettiink a valaszreakcidé nyomon
kovetésének céljabol. A mintavétel steril koriilmények kozt, steril Falcon-csé hasznalatdval
tortént. A lombikbol a kezelés adott idépontjaban vételezett 10ml sejtszuszpenziot sziirtiik,
ezutan egy Uj, folyékony nitrogénben hiitott steril Falcon-csébe helyeztiik, majd az igy nyert

mintéakat feldolgozasig -80°C-on taroltuk.

A génexpressziés ¢€s az enzimaktivitds vizsgalatok folyékony nitrogénben feltart
sejttormelékbdl torténtek, amelyet porcelan dorzsmozséarban torténd dorzsoléssel, folyamatos
folyékony nitrogénadagolas mellett hoztunk létre, majd a vizsgalatok megkezdéséig steril
Eppendorf-csében, -80°C-on taroltunk. A HPLC-s aszkorbinsav mérésekhez sziikséges
mintakat 5% ecetsavban, jégen torténd Potter Elvehjem sejthomogenizatorral torténd
sejtfeltarassal allitottuk eld, ezutan szintén steril Eppendorf-csévekben, -80°C-on taroltuk a

mérésekig.

30



5.4 Relativ génexpressziok vizsgalata

Az expressziomérés kivitelezéséhez sziikséges az adott mintabol torténd RNS izolalas, majd az
izolatumbol torténéd cDNS szintézis (reverz transzkripcio). A cDNS-bdl specifikus
primerparokkal végzett RT-PCR vizsgélatok révén meghatarozhatjuk a vizsgalando6 fehérjéket
kodolo gének (AOX, GLDH, VTC2, VTCS) expressziojat. Ehhez sziikségiink volt egy igen
stabil "housekeeping"” génre (YLS8) specifikus primerparral végzett parhuzamos mérésre is,

amely RT-PCR soran viszonyitasi alapként szolgalt.
5.4.1 RNS izolalasa és ellenorzése

Az izolalast DNéz és RN4z mentes, steril Eppendorf-csdben, steril koriilmények kozt, szintén
DN4z és RN4z mentes eszkdzokkel végeztiik fagyott, hozzavetdleg 0,5¢cm? térfogata folyékony
nitrogénben feltart mintakbol, az alabbi (a jobb attekinthetdség végett pontokba szedett)

protokoll szerint:

1. A fagyott, por allagi sejttérmelékhez 0,5ml 65°C-os TES (2M Tris-HCL pH=8,0;
0,5M EDTA pH=8,0; 20% SDS 1:2:1 aranyt keveréke) puffert adtunk, majd vortex

segitségével feloldottuk a mintat.

2. A felvett mintahoz 0,5ml pH=8,0 fenol-kloroformot (Sigma 77617; pH=7,7-8,3) adtunk,

majd ismét vortexen kevertiik.
3. A mintat asztali centrifugan 10 percig 14000 rpm-en centrifugaltuk 4°C-on.

4. A kapott feliiluszot uj Eppendorf-csébe pipettaztuk, és 0,5ml kloroformot adtunk hozza,

majd ismét centrifugaltuk a 3. pont paraméterei szerint.

5. Azismételt centrifugalas soran kapott feliiliszot j Eppendorf-csébe pipettaztuk, és 0,5ml
8M LiCl oldatot adtunk hozza. Finom Gsszerazast kovetden 4°C-on inkubaltuk a mintat

az RNS kicsapddasaig (altaldban egy ¢éjszakan at).
6. A kicsapodott RNS-t a 3. pont paraméterei szerint centrifugaltuk.
7. A kapott csapadékot 200ul nukleazmentest vizben oldottuk.

8. Az oldott RNS-hez 20ul 3M Na-acetat puffert (pH=4,8) és 660ul 96%-0s etanolt adtunk,
¢és ismét az RNS kicsapodasaig inkubaltuk 4°C-on.

9. A kicsapdodott RNS-t a 3. pont paraméterei szerint centrifugaltuk.

10. A centrifugalas csapadékat 300ul 70%-o0s etanollal mostuk, majd ismét centrifugaltuk a

3. pont paraméterei szerint.
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11. A feliluszé eltavolitasa utan jégen szaritottuk a kicsapodott RNS-t, az alkohol teljes
mennyiségének elparolgasaig.

12. A nagy tisztasagu RNS-t 80ul nukleazmentes vizben vettiik fel, és -80°C-on taroltuk.

kaptunk, amely alkalmas tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatokra.
A kvalitativ ellendrzést agardz gélelektroforézissel (1,5% agar6z gél; konstans fesziiltség), a

kvantitativ elemzést pedig NanoDrop késziilék segitségével végeztiik (260 nm).
5.4.2 cDNS szintézise (reverz transzKkripcio)

A miveletet ebben az esetben is DNaz és RNaz mentes, steril eszkozokkel az steril
koriilmények kozt végeztiik.
A szintézishez Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit-et hasznaltunk,

amely minden sziikséges oldatot tartalmazott.

A jobb attekinthetség végett a cDNS szintézis 1épéseit pontokba szedve mutatjuk be:

1. Egy Eppendorf-csében 6sszemértiink 3pg-nyi, altalunk készitett templat RNS oldatot, 1l
Oligo(dT) (0,1nM/ul) primert, majd a 12ul-es végtérfogathoz sziikséges mennyiségii

nukleazmentes vizet adtunk hozza.

2. Az Eppendorf-csoveket par masodperces centrifugalassal leporgettiik, majd 5 percig

65°C-on inkubaltuk a mintakat. Az inkubaci6 végeztével jégen hiitottiik a keveréket.

3. A mintakhoz hozzaadtunk 4pul 5X Reaction Buffer-t, 0,5ul RiboLock RNase Inhibitor-t,
2ul ANTP Mix-et (10 mM/bazis) és 1ul RevertAid Reverse Transcriptase enzimet.

4. Az Osszeallitott mixet kevertiik, majd par masodperces centrifugalassal leporgettiik az

Eppendorf-csoveket. Ezt kovetéen 60 percen at 42°C-on inkubaltuk a mintakat.

5. A reakci6 terminacidjanak céljabol az elegyet 70°C-os vizflirddbe helyeztiik 10 percre.

A kapott cDNS-bdl 1l sziikséges egy 20ul-es végtérfogatua RT-PCR reakcio kivitelezéséhez.
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5.4.3 Real Time PCR Kivitelezése

5.4.3.1 Felhasznalt primerek

5.4.3.1.1 Az YLS8 (housekeeping) gén expressziéjanak mérése
Az YLSS8 (mitdzis protein) gén expresszidja A. thaliana-ban oxidativ stressz soran stabil, igen
kis mértékben reagal a stresszhatasra °!. Ezen tulajdonsidga alkalmassa teszi az YLS8 gént

viszonyitasi alapként valo felhasznéldsra a génexpresszios vizsgalataink soran.

Primerek °2:
Forward Primer: 5-TTACTGTTTCGGTTGTTCTCCATTT-3
Tm=~61°C
Reverse Primer: 5-CACTGAATCATGTTCGAAGCAAGT-3
Tm=~62°C

5.4.3.1.2 Az AOXla gén expressziojanak mérése

Oxidativ stressz soran az alternativ oxiddzokat kodold gének koziil az AOXla vélasza a

leggyorsabb és a legerélyesebb, igy alkalmas lehet a harpin altal kivaltott stressz nyomon
8

kovetésére?,
Primerek 28:
Forward Primer: 5-CCGATTTGTTCTTCCAGAGG-3
Tm=~62°C
Reverse Primer: 5-GCGCTCTCTCGTACCATTTC-3'

Tm=~63°C
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5.4.3.1.3 A GLDH gén expressziojanak mérése

A GLDH az egyik legfontosabb enzim (szintéziszar6) az aszkorbinsav szintézise soran, igy
vizsgalata fontos informaciokkal szolgalhat az aszkorbinsav szintjének/redox statuszanak

valtozasainak magyarazatahoz.

Primerek (sajat tervezésii):
Forward Primer: -CCCAGTGGATGCATACAACAA-3
Tm=~63°C
Reverse Primer: S-GTGGTGGAGACTGGGAAGAG-3

Tm=~64°C

5.4.3.14 A VTC2 és VTCS gének expressziojanak mérése

A VTC2 és kozeli homologja, a VTCS szintén fontos szerepet jatszik az aszkorbat szintézisében
(lasd 3.1.3.1.1.1), igy vizsgalata kiemelt jelentdséggel birhat a ndvényi stresszvalasz

megértésében.

Primerek °:

VTC2:
Forward Primer: S-CAATGTTAGTCCGATAGAGTATGG-3'
Tm=~61°C
Reverse Primer: 5-TGTAACCGAGTCTGAAGTATGG-3
Tm=~62°C

VTC5:
Forward Primer: S-AATGTGAGTCCGATTGAGTATGG-3
Tm= ~62°C
Reverse Primer: 5-AGTAAGCCTGAAAGTGAAGATGG-3

Tm=~63°C
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5.4.3.2 A reakcié paraméterei

A mintak elokészitése:

A PCR-rel elemzett mintakat Bioline SensiFAST SYBR No-ROX Kit segitségével készitettiik el.
A kitben talalhaté SensiFAST SYBR No0-ROX mix (2x) tartalmazza a reakcid kivitelezéséhez

sziikséges 0sszes komponenst (ANTP, puffer, polimeraz), a specifikus primereken és a templat

cDNS-en kiviil. A reakcio soran keletkez6 DNS mennyiségének fluoreszcens modon torténd

detektalast a SYBR Green festék tette lehetové.

A 20 ul vegtérfogatu PCR minta osszetétele:

SensiFAST SYBR No-ROX mix (2x) 10ul
Forward Primer (10uM) 0,8ul
Reverse Primer (10puM) 0,8ul
Templat cDNS 1ul

Nukledzmentes viz 7,4ul

A vizsgalatok soran az alabbi PCR programot hasznaltuk:

l. elédenaturacid 95°C
I.  (40ciklus) denaturacio 95°C
primer tapadas+polimerizacid 60°C

ciklusonkénti detektalas

II. olvadasgorbe (melt curve) analizis 95°C-53°C
detektalas

V. termék hon tartasa 4°C

3 min
30 sec

30 sec

0,3°C/1épés
3 sec/lépés

o0

Az olvadasgorbe analizis beiktatasa a PCR termékek ellenérzése miatt sziikséges. Segitségével

megallapithatd, ha nem (csak) az altalunk elvart specifikus termék keletkezik. Ezzel a

problémaval az altalunk hasznalt primerek és reakcidparaméterek mellett nem talalkoztunk.

A méréseket harom parhuzamos minta alkalmazéasaval végeztiik. A normalas minden esetben

az adott lombik 0 idépontjaban vett minta eredményével tortént.
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5.4.4 Az aszkorbat-glutation ciklus (FHA-ciklus) enzimaktivitas mérése

Az extrakciot kovetden az enzimaktivitas méréseket Thermo Scientific Multiskan GO plate
reader segitségével végeztik 25°C-on, 200ul végtérfogat alkalmazasaval. Az eredmények

normalasat a mintak fehérjetartalma alapjan végeztiik.

5.4.4.1 Extrakcié az aszkorbat-glutation ciklusban (FHA-ciklus) részt vevé enzimek

aktivitasanak meghatarozasahoz

A -80°C-on tarolt, folyékony nitrogénben feltart mintadkhoz 1ml extrakcids puftert (SOmM MES
pH=6; 2mM CaCl,; 40mM KCI; 1mM aszkorbat (frissen hozzaadva)) adtunk, majd vortex
segitségével homogenizaltuk a mintakat, ezutan centrifugaltuk (16.000 g, 20 perc, 4°C) a
homogenizatumokat. A kapott feliiliszobdl azonnal mértiik az enzimaktivitasokat. A mérés
soran folyamatosan jégen tartottuk a mintdkat. A normaldshoz sziikséges fehérjetartalom
meghatarozasahoz félre kellet tenni hozzavetbleg 50ul extraktumot. A normalashoz sziikséges

fehérjemérést az 5.2.3.1 pont szerint végeztiik, vak oldatként extrakcids puffert alkalmazva.

5.4.4.2 Aszkorbat peroxidaz (APX) aktivitas meghatarozasa

Reakciopuffer: 50mM kalium-foszfat puffer (pH=7)
1,2mM aszkorbat (kdzvetleniil a mérés el6tt hozzaadva)

Kinetikus fotometrias mérés (vizsgalat idétartama: 3 perc):
Hullamhossz: 290 nm — Asc mennyiségének csokkenése; €= 2,8mM-1cm?

Reakciokeverék osszetetele:

Mintak: 20pl minta + 170ul puffer + 10pul H202 (254mM)

Kontroll: 190ul puffer + 10ul H202 (254mM)

5.4.4.3 Monodehidroaszkorbat-reduktaz (MDHAR) aktivitas meghatarozasa

Reakciopuffer: 50mM HEPES (pH=7,6)
0,25mM aszkorbat
0,25 mM NADH
Kinetikus fotometrias mérés (vizsgalat idétartama: 6 perc):
Hulldmhossz: 340 nm — NADH mennyiségének csokkenése; €= 6,22mM-‘cm-!
Reakciokeverék osszetétele:

Mintak: 10pl minta + 185ul puffer + 2,5ul aszkorbat-oxidaz (200U/ml)
Kontroll: 10ul minta + 190ul puffer (nem specifikus NADH oxidacid)
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5.4.4.4 Dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) aktivitas meghatarozasa

Reakcidpuffer: 50mM HEPES (pH=7)
0,imM EDTA
25mM GSH
0,8mM DHA
Kinetikus fotometrids mérés (vizsgalat idotartama: 6 perc):
Hulldmhossz: 265 nm — Asc mennyiségének novekedése; €= 14mM-icm™
Reakciokeverék osszetétele:

Mintak: 20u] minta + 170ul puffer + 10ul DHA (8mM)

Kontroll: 190ul puffer + 10ul DHA (8mM)

5.4.45 Glutation-reduktaz (GR) aktivitas meghatarozasa

Reakciopuffer: 50mM HEPES (pH= 8)
0,5mM EDTA
0,25mM NADPH
Kinetikus fotometrids mérés (vizsgalat idotartama: 6 perc):
Hulldmhossz: 340 nm — NADPH mennyiségének csokkenése; €= 6,22mM-cm?
Reakciokeverék osszetétele:

Mintak: 30ul minta + 160ul puffer + 10 ul GSSG (20mM)

Kontroll: 30ul minta + 170ul puffer (nem specifikus NADPH oxidacio)
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5.45 Mitokondrium izolalas és a GLDH enzimaktivitas mérése

5.4.5.1 Mitokondrium izolalasa A. thailana szuszpenziés sejtkultirabdél

A mitokondrium izolaldsa jelentés mennyiségi (min. 100g) sejttomeget igényel a megfeleld

mennyiségl és toménységll preparatum létrehozasahoz.

Az alkalmazott miiveletek soran a mintakat folyamatosan jégen tartottuk, a centrifugalasi

1épéseket 4°C-ra hiitott centrifugaban végeztiik, a felhasznalt eszkozoket pedig jégen hiitottiik

a minta degradalodasanak elkeriilése végett.

5.45.1.1 Felhasznalt oldatok

izolalo puffer:

mosopuffer

reszuszpendalo puffer:

450mM szachar6z
1mM EDTA
0,6w/v% PVP 40
50mM DTT
pH=7,4

300mM szachardz
10mM MOPS
pH=7,2

0,4M mannitol
10mM MOPS
pH=7,2

5.45.1.2 A mitokondrium izolalas menete

0,5mM EGTA
0,2w/v% BSA
15mM MOPS

1ImM EGTA

1ImM EGTA

A jobb attekinthetdség végett az izolalds menetét pontokba szedve mutatjuk be:

1. A sejteket szlirépapir hasznalataval, Biichner-tdlcséren sziirtiik, a sejttomeg teljes

kiszaradasat elkeriilve, majd egy eldre tardzott bemérd csonakba helyezve megmeértiik a

tomegét.

2. A sziirlethez kétszeres mennyiségli izolalo puffert adtunk, majd a feltardst Waring

Blender homogenizatorral végeztiik (3 x 15 sec) a blender folyamatos hiitése mellett.

3. A létrehozott homogenizatumot sziirévasznon szirtik, majd centrifugacsévekbe

toltottiik, és 15 percig 3000 g-n, 4°C-on centrifugéltuk.
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10.

11.

12.

A centrifugalds utan kapott feliiluszot Gj centrifugacsévekbe toltottiik, majd 15 percig
17000 g-n, 4°C-on centrifugaltuk, ezzel megszabadulva a mikroszéma és citoplazma

szennyezéstol.

A feliilusz6 ledntése utan a centrifugalds soran nyert pelletet felszuszpendaltuk 1ml
mosopufferben, majd az azonos tipust mintakat egyesitettiik (poolozas), ezutan szintén

mosopufferrel feltoltottiik a centrifugacsoveket.

A poolozott mintakat 5 percig 3000 g-n, 4°C-on, centrifugaltuk a visszamaradt

szennyezOk eltavolitsa érdekében.

A centrifugalas utan nyert feliiliszot 0 centrifugacsévekben 15 percig 17.000 g-n,
4°C-on centrifugaltuk.

A keletkez6 pelletet 1ml reszuszpendald pufferben vettiik fel, majd a tovabbi tisztitas
céljabol haromlépcesds Percoll gradiensre helyeztiik (18%, 23%, 40% Percoll tartalom),
ezutan vakuumban, 70000 g-n 45 percig centrifugaltuk 4°C-on.

A centrifugalas soran elvalik egymastdl a mitokondrium ¢€s a peroxiszoma. A szamunkra
fontos mitokondrium a 23%-os és a 40%-os 1épcs6 hataran talalhato, igy az itt talalhato

részletet Uj centrifugacsébe pipettaztuk.

A megfeleld mindségli preparatum eléréshez Percoll mentesiteni kell a mintakat, amelyet
a minta mosopufferben torténd tobbszori felvételével és centrifugalasaval (min. 4

alkalom; 12000 g, 10 perc, 4°C) végeztiink.

A végsé centrifugalas (12000 g, 10 perc, 4°C) utan nyert pelletet 500ul reszuszpendalod
pufferben vettiik fel, ezzel biztositva a megfeleld6 ozmodzisnyoméssal rendelkezd

kornyezetet a mitokondrium szamara.

Az igy nyert mitokondrium preparatum alkalmas a tovabbi vizsgélatok elvégzésére.
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5.45.2 A GLDH enzimaktivitas mérése mitokondrium izolatumon

A mérést az 5.4.5.1 pontban ismertetett moédon eldallitott mitokondrium preparatumbdl az

izolalast kovetden azonnal elvégeztiik, ezzel megeldzendd a minta degradalodasat.

A jobb attekinthetdség érdekében a GLDH enzimaktivitas menetét pontokba szedve mutatjuk
be:

A citokrom c ox./red. spektrumeltolodasan alapulo kinetikus fotometrids mérés menete:

1. 1ml reszuszpendalo pufferben (5.4.5.1.1) oldott oxidalt citokrom c-hez (1,5mg/ml) 25ul
1%-0s Triton-X oldatot, 10ul 100mM-0s NaNsz oldatot, majd 5ul mitokondrium
preparatumot (5.4.5.1) adtunk, ezutan UV-VIS spektrofotométerrel felvettik az
alapvonalat A=550nm-en.

2. A reakcio inditasahoz 25ul galaktono-1,4-lakton oldatot adtunk a fenti keverékhez, majd
550nm-en vizsgaltuk redukalt citokrom ¢ mennyiségének novekedését (€= 20mM-tecm?).

3. A GLDH enzimaktivitds normalasahoz sziikséges fehérjetartalom meghatdrozasat az
5.2.3.1 pontban ismertetett modszerrel, az 5.4.5.1 pont szerint -eldallitott
mitokondriumpreparatumbol végeztiik, vak oldatként reszuszpendalo puffert alkalmazva.

4. Az értékelés soran a reakcid linedris szakaszat vettiik figyelembe, legalabb egy perces

id6tartam alkalmazasaval.
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5.5 Aszkorbat szint és redox statusz vizsgalata HPLC-vel

5.5.1 A HPLC mintak elokészitése, normalas

1.

Az 5.3.2 pont szerint, 5%-os ecetsavban felvett mintakat 15000 g-n 20 percig
centrifugaltuk 4°C-on.

A centrifugalas soran nyert feliilaszot uj Eppendorf-csébe pipettaztuk, majd mintanként
két parhuzamost alkalmazva, 100ul-t HPLC mintatartokba mértiink.

A 2. pontban kimért parhuzamosok egyikéhez 10ul 10mM-0s DTT-t adtunk, ezzel téve
lehetové a teljes aszkorbat mennyiség mérését. A DTT nélkiili parhuzamos a mintak
redukalt aszkorbat tartalmanak meghatarozéasara szolgalt.

A 2. pontban visszamaradt csapadékot 1ml 8M-os Urea oldatban vettiik fel, amelybd6l
ismételt 15000 g-n, 20 percen keresztiil, 4°C-on torténd centrifugalas utan keletkezo
feliiluszot a fehérjetartalomra torténd normalashoz hasznaltunk.

A normalashoz sziikséges fehérjetartalom meghatarozast az 5.2.3.1 pontban ismertetett

modszerrel végeztiik, vak mintaként 8M Urea oldatot alkalmazva.

5.5.2 A HPLC mérés Kivitelezése

A mérési koriilmények ismertetése:

Kolonna: Teknokroma C18 (t6ltet: forditott fazisu C18; d=5 um)

Eluens: 0,1M NaH2POg4; 0,2mM EDTA;

pH=3,1 (foszforsavval allitva)

Injektalt mennyiség: 50ul
Mérési id6 mintanként: 30 perc (az aszkorbat jellemzdé retencids ideje: 5 perc)
Detektalas: UV-VIS detektor, 254 nm

Mintatartdo homérséklet: 5°C

Alkalmazott standard-ek:  25uM; 50uM; 100uM; 200uM; vak oldat: 5% esetsav

Az adatok kiértékelése soran a standardekre kapott csucsteriiletek alapjan kalibraltunk (a mérés

soran torténé bomlast is figyelembe véve), majd a fehérjetartalomra torténdé normalast kovetéen

meghataroztuk a mintdk redukalt és teljes aszkorbat tartalmat, ezéltal az aszkorbat redox

statuszat is.
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6 Eredmények és értékelésiik

6.1 A kezelési koncentraciok beallitasa

A Dbiotikus stressz kivaltasra szolgald (lasd 5.3) harpin kezelések megkezdése el6tt
elengedhetetlen volt a kisérletek soran alkalmazandd elicitorok koncentracioinak
meghatarozasa. Tobb kutatdcsoport végzett hasonlo kisérleteket, szamos stressz hatast kivaltd
fehérjével, amelyek adatai megfelelé kiindulasi alapot biztositottak szamunkra 46593,
Elézetes kisérleteink soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy A. thaliana szuszpenzids
sejtkultira kezeléséhez a leghatdsosabb a 100nM feletti, de 200nM-t nem meghalad6 harpin
koncentraci6. A 100nM elcitor koncentracio alatti kezelések soran nem tapasztalhat6 erételjes
valaszreakci6 az  altalunk  vizsgalt  komponensekben, mig 200nM  feletti
koncentraciotartomanyban a kezelés valdszinlileg mar a vizsgdlatok iddtartama alatt
sejthalalhoz vezet ©°.

Az altalunk felhasznalt két harpin fehérje, feltehetden szerkezeti kiillonbségeik miatt, kiilonbdz6
koncentracioban valt ki intenziv sejtvalaszt. HrpWpw esetében 100nM, mig HrpZpwo

alkalmazasakor 150nM bizonyult hatdsosnak.
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6.2 A génexpresszios vizsgalatok eredménye

A relativ génexpresszids adatokat a mintavételezés ideje szerint csoportositva abrazoltuk,

feltlintetve a kezelés tipusat.
6.2.1 Az AOX génexpresszio vizsgalatinak eredményei

A mitokondrium bels6 membranjaban talalhato AOX (lasd 3.1.3.2) fontos szerepet tolt be az
elktrontranszportlanc talredukalodasanak megel6zésében és a ROS eliminalasaban, amely
tulajdonsaga teszi az oxidativ stressz egyik legfontosabb mitokondrialis markerévé 54,
Tobb kutatocsoport vizsgalta az AOXviselkedését oxidativ stressz soran (1asd3.1.3.2.1.3), és
azt tapasztaltak, hogy direkt médon hozzaadott reaktiv oxigénvegyiiletek (pl.: H202), vagy az
oxidativ kitorés soran akkumuldlédd reaktiv oxigénvegyiiletek hatdsara egyarant jelentds
expresszio novekedést produkal 346,

A fenti adatok alapjan szamunkra is fontos informaciokkal szolgalhat az AOX expressziojanak

monitorozasa, ezért vizsgalataink soran kiindulési pontként szolgalt.

Az altalunk alkalmazott in vitro stressz rendszerben az AOX gyenge expresszio emelkedést

1. A névekmény HrpWopio esetén

mutat (10. abra), amely eltért az irodalmi adatok alapjan varttd
fél, mig HrpZpto alkalmazasakor a kezelés megkezdésétol szamitott egy oOranal érte el
maximumat, majd lecsengett.

Bér nagyobb expresszid ndovekményre szamitottunk, egyes irodalmi adatok egybevagnak
eredményeinkkel. Ilyen esetekben nagyobb Oz mennyiséget detektaltak az alacsonyabb

expresszio mellett®’,

AOX génexpresszio

u Kontroll

B HrpWpto 100nM

0 HrpZpto 150nM
o - .
0,660,56 0,64/0,57

1,5 2

Relativ gnexpresszié

Kezelés idGtartama [h]

10. abra: AOX génexpresszio. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbol szarmaznak
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6.2.2 A GLDH génexpresszio vizsgalatanak eredményei

Az aszkorbinsav (lasd 3.1.3.1.1.1) az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxidans, mivel
képes kozvetleniil, illetve az APX elektrondonorjaként is részt venni a reaktiv oxigénvegyiiletek
redukcidjaban. Bioszintézisének (3. abra) utolso 1épését a mitokondrium belsé membranjaban
talalhato GLDH enzim katalizdlja, igy expresszidjanak vizsgalata fontos informacioval
szolgalhat a szintén elvégzett GLDH enzimaktivitas - és aszkorbat szint mérések (lasd 6.5 és

6.6) soran nyert adatok értékeléséhez.

A kezelt sejtkultirakban a GLDH expresszidja nem mutat eltérést a kontrollhoz képest (11.
abra), amely egybecseng a csoport korabbi kisérleteiben tapasztaltakkal és irodalmi adatokkal
%8 Ezen megfigyelésiink, illetve a szintén eldzetes kisérleteink soran tapasztalt aszkorbat szint
emelkedés helyezte elétérbe a GLDH enzimaktivitas vizsgalatanak sziikségességét, illetve a
VTC2 és VTCS enzimek génexpresszidjanak monitorozasat. Szintén ez vezetett minket azon
hipotézisiinkhdz, hogy az aszkorbat szintézisben tapasztalhatdé névekményre nem a GLDH

transzkripcionalis szabalyozasa gyakorol jelentds hatast az altalunk kivaltott biotikus stressz

soran.
4 L 4
GLDH genexpresszio
B
N
a
e
o
x
g m Kontroll
%
= ® HrpWpto 100nM
-
©
E HrpZpto 150nM

Kezelés id6tartama [h]

11. abra: GLDH génexpresszi6. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbol szarmaznak
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6.2.3 A VTC2 és VTCS5 génexpressziok vizsgalatanak eredményei

A VTC2 és kozeli homologja a VTCS géntermékei katalizaljak az aszkorbinsav szintézis (lasd
3.1.3.1.1.1) elkételezd, igy feltehetden egyben sebességmeghatirozé 1épését (3. dbra) %90,
Tobb kutatdesoport vizsgalta a VTC2 és VTCS gének expresszoit oxidativ stressz soran, de
sajnos egylittes vizsgalatukrol nem talaltunk irodalmi adatokat. Stressz hatasara megemelkedett
VTC2 szintet figyeltek meg, mig VTC2 csendesitett mutansokban a VTCS kompenzal6 hatasat

irtak le, amely szintén a génexpresszio jelentds, (akar nyolcszoros) emelkedésével jart 3960,

VTC2 génexpresszio

m Kontroll

H HrpWpto 100nM

Relativ génexpresszio

" HrpZpto 150nM

Kezelés id6tartama [h]

. 7

VTC5 génexpresszio

m Kontroll

B HrpWpto 100nM

Relativ génexpresszio

" HrpZpto 150nM

Kezelés id6tartama [h]

12. abra: VTC2 és VTCS génexpresszio. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbol szarmaznak
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Vizsgalataink megallapitottak, hogy a két gén viselkedése nagy mértékben eltér egymastol
(12. abra). A VTC2 nem mutatott jelentds valtozast a kezelés soran, ezzel szemben a VTC5
expresszigja mind a kontroll, mind a VTC2 génkifejez6déséhez képest jelentdsen
megemelkedett a kezelés megkezdése utani egy-masfél ordban, majd visszaesett a kezdeti
allapot kozelébe.

A fentiek alapjan feltételezziik, hogy a VTCS jelentds szerepet tolt be a stresszvalasz kialakitasa
soran, amely szerep pontos felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel, ezzel hozzajarulva a

valaszreakci6 természetének megértéséhez.
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6.3 Az aszkorbat-glutation ciklusban részt vevo enzimek
aktivitasvizsgalata

cres

3.1.3.1.3) enzimei emelkedett aktivitdst mutatnak oxidativ stresszben °86!

, ezért vizsgalatuk
esetiinkben is hasznos informacidkkal szolgalhat.

A diagramokon feltiintetett nulla idépontok mintavételezése - hasonléan a génexpresszios
vizsgalatokhoz - az elicitor hozzdadasa utan hozzavetdleg egy perccel tortént. Az értékelés
soran az enzimaktivitds valtozasok gyors mivolta miatt - ellentétben az expressziod

1 %° - mar a nulla idSpontban is érzékelheté lehet a kezelés hatdsa. A fentiek

vizsgalatokka
alapjan a normalas sordn nem tekintettiik egységnyinek a nulla idépontbeli enzimaktivitasokat,
mivel ez elfedné az esetleges igen gyors sejtvalaszt.

Az enzimaktivitasi adatokat a mintavételezés ideje szerint csoportositva abrazoltuk, feltiintetve

a kezelés tipusat.
6.3.1 Aszkorbat-peroxidaz (APX) enzimaktivitas

Az aszkorbat-peroxidaz aktivitasa kozvetleniil az elicitor hozzaadasa utan megemelkedik, majd
az elicitor fliggvényében valtozik (13. abra). A HrpWpi esetében az aktivitas folyamatosan
csOkken, mig a HrpZpto esetében ciklikussag észlelhetd, egy 6randl taldlhaté mélyponttal, amely
utan hatarozott emelkedés figyelheté meg, majd ismételt csokkenés jatszodik le.

Az APX aranyaiban foként csokkend aktivitasanak hatterében az oxidativ kitorés soran

keletkezé H202 gatld hatdsa allhat 2.

APX enzimaktivitas

0,025

0,02

0,015 I
m Kontroll
0,01 [ ® HrpWpto 100nM
HrpZpto 150nM
0,005 - — — — — =
0
0 0,5 1 1,5 2

Kezelés idGtartama [h]

Relativ enzimaktivitas

13. abra: APX enzimaktivitas. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbdl szarmaznak
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6.3.2 Monodehidroaszkorbat-reduktaz (MDHAR) enzimaktivitas

A monodehidroaszkorbat-reduktaz esetében jelentdsebb kiilonbségek alakulnak ki a
kontrollhoz képest (14. abra). Az APX-nél megfigyelheté ciklikussag itt is felfedezhetd,
rdaadasul mindkét harpin esetén. A HrpWpio altal kivaltott aktivitds ndvekmény egy oOranal
tetdzik, majd 2 6ranal ismételt — bar kisebb mértékli — emelkedést mutat. A HrpZpwo esetén a
reakcio kezdeti szakasza megegyezik, am ezt csokkenés koveti, majd az ismételt ndvekedés
masfél oranal kovetkezik, amely lecsengése feltehetden két 6ranal meg is kezdddik.

Az aszkorbat-glutation ciklus enzimei koziil az MDHAR mutatja a legnagyobb aktivitas
emelkedést, amellyel feltehetden tehermentesiti a ciklus tovabbi enzimeit. Ezen hipotézisiink

magyarazhatja a DHAR ¢és GR esetén tapasztalhato kisebb mértékii aktivitas ndvekedést.

MDHAR enzimaktivitas
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14. abra: MDHAR enzimaktivitas. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbdl szarmaznak
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6.3.3 Dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) enzimaktivitas

A dehidroaszkorbat-reduktaz aktivitdsdnak valtozasa igen hasonl6 a fent bemutatott MDHAR-
hoz, de mértéke kisebb (15. abra). Mindkét elicitor ciklikus aktivitas valtozast idéz el6, amely
kezdetben igen hasonlo, majd a HrpZpt alkalmazasa esetén idoben eltolva jon 1étre a HrpW pto-

hoz képest.

DHAR enzimaktivitas

0,025
0,02

0,015
m Kontroll

0,01 ® HrpWpto 100nM

Relativ enzimaktivitas

" HrpZpto 150nM
0,005

0 0,5 1 1,5 2
Kezelés id6tartama [h]

15. abra: DHAR enzimaktivitas. A feltiintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbdl szarmaznak
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6.3.4 Glutation-reduktaz (GR) enzimaktivitas

Az aszkorbat-glutation ciklus enzimei koziil a glutation-reduktdz mutatta a legkisebb reakciot
a kezeléseinkre (16. abra). Ez esetben is megfigyelhet6 a fenti két enzim (DHAR és MDHAR)

esetén leirt ciklikussag, de ahogy fent emlitettiik, eltérésiik a kontrolltol nem tekinthetd

jelentdsnek.
[ ] [ ] L] r
GR enzimaktivitas
0,025
R0/ 02
=
3
X
< 0,015
g m Kontroll
> 001 = HrpWpto 100nM
-
% " HrpZpto 150nM
& 0,005

0 0,5 1 1,5 2
Kezelés id6tartama [h]

16. abra: GR enzimaktivitas. A feltlintetett szorasok harom bioldgiai parhuzamosbo6l szarmaznak
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6.4 Az  aszkorbat-glutation  ciklus gyors  enzimatikus

valaszreakcioinak igazolasa

A fent bemutatott aktivitdsvizsgalatokban (lasd 6.3) a nulla id6pontban abrazolt mintak eltérése
a kontrolltol igen gyors valaszreakciot feltételez, amely igazolasra szorul.

A fent leirtak miatt olyan, mitokondrium izolalassal egybekotott kezeléseket végeztiink,
amelyekben az elicitor hozzdadasa el6tt is tortént mintavételezés. Az abszolut nulla idédpontban
torténd mintavétel lehetdveé teszi az enzimaktivitdsok egységnyire torténd normalasat, ezzel
eltliintetve a vizsgalt lombikok kozt fennalld esetleges kiilonbségeket, igy téve pontosabba a
nyert adatokat.

A kisérletek soran mintat vettiink az elicitor hozzaadasa el6tt, majd két perccel a kezelés
megkezdése utan. Az enzimaktivitasi adatokat a fenti mérésekhez hasonldéan a mintavételezés

ideje szerint csoportositva abrazoltuk, feltlintetve a kezelés tipusat.

APX aktivitas ellendrzése MDHAR aktivitas ellendrzése

15 2.5
i~§ }g 2
B £ 15
(5] (5]
g 0,5 g i m Kontroll
3 g 05 ® HrpZpto 150nM
B S 0 rPEPo
< < 0 2 30
[-'4 (-4

Kezelés id6tartama [min] Kezelés id6tartama [min]

DHAR aktivitas ellendrzése GR aktivitas ellenorzése

1,5
£ 1,0 E
£ -
© ©
g E _ g = Kontroll
= (=
E o E ® HrpZpto 150nM
< 0 2 30 < 0 2 30
(-4 -4

Kezelés id6tartama [min] Kezelés id6tartama [min]

17. abra: Az aszkorbat-glutation ciklust alkotoé enzimek valaszsebességének vizsgalata - A feltiintetett szorasok harom

biologiai parhuzamosbol szarmaznak

A fenti diagramok alapjan (17. abra) magabiztosan kijelenthetd, hogy az enzimaktivitas
valtozas gyorsasagarol tett feltételezésiink (lasd 6.3) helytalld volt, a valaszreakcid mar két
perccel a kezelés megkezdése utdn mérhet6vé valik. Ennek hatterében feltehetéen valamilyen
redox-aktiv tiolcsoport altali, poszttranszlaciés modositas allhat, amelyhez hasonlét GLDH

esetén mar leirtak 2.
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6.5 A GLDH enzimaktivitas vizsgalat eredménye

A GLDH aktivitasat befolyasolja a mitokondrialis elektronaram, amely oxidativ stressz soran
megvaltozik %, igy aktivitasarol nem nyilatkozhatunk pusztan a génexpresszios adatok alapjan
(6.2.2 fejezet). Indokolt az enzim aktivitasanak vizsgalata. A 6.2.2 pontban, illetve az elézetes
kisérleteink soran tapasztalt valtozatlan GLDH expresszios szint miatt kivancsian vartuk az

enzimaktivitas mérések eredményeit.

Az ¢el6z6 pontban (lasd 6.4) bemutatott vizsgalatokkal egybekdtve a kezelés harmincadik

percében mitokondrium izolalast végeztiink, és mértiik a GLDH aktivitasat.

Jol lathato (18. 4bra), hogy a GLDH aktivitasa kozel kétszeresére emelkedik a kontrollhoz
képest, amely eredmény tdmogatja a 6.2.2 pontban megfogalmazott feltételezésiinket, miszerint
az aszkorbat szint novekmény hatterében a GLDH tekintetében nem transzkripcionalis szinten
torténd regulacio all, hanem feltehetéen az ismertetett szabalyozoelem, a mitokondrilis

elektrondram jatszhat kulcsszerepet?*:©2,

GLDH enzimaktivitas

m Kontroll

m HrpZpto 150nM

Relativ enzimaktivitas

0,5

Kezelés idGtartama [h]

18. abra: GLDH enzimaktivitas - A feltiintetett szorasok harom biologiai parhuzamosbol szarmaznak
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6.6 Az aszkorbat szint és redox statusz vizsgalatanak eredményei

Tobb pontban hangstlyoztuk az egyik legfontosabb nem enzimatikus antioxiddns, az
aszkorbinsav (lasd 3.1.3.1.1.1) szerepét, igy kisérleteink sordn nélkiilozhetetlen az aszkorbat

szint és redox statusz vizsgalata.

Az aszkorbat szintet és redox statuszt hat fliggetlen kezelés soran kovettiik nyomon. A kapott
adatok nem mutattak jelentOs eltérést, ezért az ellenérzé mérések (lasd 6.4) soran nyert adatokat
is egylitt abrazoltuk a tobbi eredménnyel. Az ellendrzé mérés kontroll mintajanak nulladik és
masodik percében nyert adatok az aszkorbat mérés kontroll nulladik, mig a kezelt mintak adatait
a kezelésnek megfeleld nulladik és harminc perc elteltével kapott adataival egyesitettiik, mint

bioldgiai parhuzamost.

Az alabbi diagram alapjan (19. abra) elmondhatd, hogy az enzimaktivitds mérések soran
tapasztaltakhoz hasonldan az aszkorbat szint is ciklikus valtozast mutat. A kezdeti stadiumban
mindkettd elicitor hatdsara emelkedett aszkorbat szintet mértiink, amely a HrpWpwo esetén
minimalis novekedést mutat a kezelés elsd orajanak végéig, majd a kontroll kdzelébe esik
vissza. A HrpZp,o altal kivaltott biotikus stressz a kiindulasi aszkorbat mennyiségéhez képest
kozel a kontroll szintjéig vald csokkenést eredményez egy ora elteltével, majd fél 6ra multan
ismét minimalis emelkedést mutat. A két 6rds idépontban tapasztalt eltérés egyik harpin esetén

sem jelentds.

Aszkorbat szint vizsgalata

m Oxidalt aszkorbat

nmol aszkorbat/pg fehérje

m Redukalt aszkorbat

Kezelés tipusa és idGtartama

19. 4bra: Az aszkorbat szint vizsgalata - A feltlintetett szorasok a 0 és 0,5 id6épontban hat, a tovabbi idépontokban harom
bioldgiai parhuzamosbol szarmaznak
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Az aszkorbat redox statuszat tekintve (20. abra) nem szamolhatunk be jelentds valtozasrol, az
aranyok az egész kezelés soran kovetik a kontroll mintaknal tapasztaltakat. Ennek oka
feltehetden az aszkorbat bioszintézisében, illetve az aszkorbat-glutation ciklusban részt vevo
enzimek megnovekedett aktivitasa, amely biztositotta a kozel fiziologias redox statusz

fenntartasat.

Aszkorbat redox statusz vizsgalata

Redox megoszlas

m Oxidalt aszkorbat

m Redukalt aszkorbat
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Kezelés tipusa és idGtartama

20. abra: Az aszkorbat redox statuszanak vizsgalata - A feltlintetett szorasok a 0 és 0,5 idépontban hat, a tovabbi

idépontokban harom bioldgiai parhuzamosbol szarmaznak

A 6.2.3 pontban bemutatott VTCS5 expresszio novekedés a kezelés hatvanadik és kilencvenedik
percében vett mintaknal nem jar a teljes aszkorbat szint hasonlé mértékii novekedésével, amely
szintén elmondhat6 a 0 pontban bemutatott GLDH enzimaktivitads ndvekményrdl a harmincadik
percben. Ennek ellenére kolcsonhatasuk fontos szerepet jatszhat a megfeleld aszkorbat szint

kialakitasaban az altalunk kivaltott stressz valasz soran.
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7 Osszefoglalas

Novényi sejtekben biotikus Stressz soran az egyik legkorabbi sejtvalasz az oxidativ kitorés,
amely soran megemelkedik a reaktiv oxigénvegyiiletek mennyisége. Ezen vegyiiletek a patogén
kozvetlen karositasan kiviil védekezési mechanizmusok beinditasara szolgald szignalként is
funkcionalnak, de nagy reaktivitasuknak kdszonhetden karokat is okozhatnak a gazdasejtben.
Ezen artalmas hatasok csillapitasara szolgalnak az antioxidansok, amelyek egyik legfontosabb

nem enzimatikus képviseldje az aszkorbinsav.

Munkank soran arra kerestiik a valaszt, miként valtozik biotikus stressz soran az aszkorbinsav
mennyisége ¢és redox statusza, valamint bioszintézisének feltehetden sebességmeghatarozo
1épését katalizdlo VTC2 és VTCS enzimek, illetve a bioszintézis utolso 1épését katalizalo
GLDH expresszioja, ezen feliill monitoroztuk az aszkorbat reciklalasaért felelds, aszkorbat-
glutation ciklusban részt vevé enzimek és a szintéziszar6 GLDH aktivitasat. Vizsgaltuk tovabba
a mitokondrium oxidativ karosodasanak megeldzésében kiemelt szerepet jatszd alternativ

oxidaz génexpresszidjanak valtozasait.

Kiserleteink soran altalunk termelt és tisztitott elicitor hatast harpin fehérjékkel kezeltiink
Arabidopsis thaliana szuszpenzids sejtkultirakat. A kezelések soran mintakat vettiink, majd
megfeleld eldkészitésiik utdin HPLC hasznalataval mértiik a redukalt és total aszkorbat
tartalmukat, RT-PCR-rel génexpresszidos vizsgalatokat végeztiink, valamint fotometrids
modszerekkel nyomon kovettik a GLDH és az aszkorbat-glutation ciklusban résztvevo

enzimek aktivitasat.

Az alternativ oxiddz mint altalanos stresszmarker vizsgalataval meggydzddhettiink arrdl, hogy
valoban sikeriilt kivaltani az oxidativ stresszt, bar a vartndl kisebb mértékii expresszid
novekedést tapasztaltunk.

Az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek aktivitismérése sordn nyert adatok szerint
kozvetleniil a kezelés utan megugrik az enzimek aktivitasa, majd ciklikusan valtozik. Ez a gyors
reakcid feltehetden valamilyen redox-aktiv poszttranszlaciés modositdsnak koszonheto.
Megfigyeltiik tovabba, hogy a kezelt sejtekben megemelkedik az aszkorbat mennyisége, de
redox statusza allanddé marad. Az aszkorbat szint emelkedésének hatterében valosziniileg a
VTCS expressziojanak, valamint a GLDH aktivitdsanak novekedése all, mig a redox statusz

allandosagat az aszkorbat-glutation ciklus enzimeinek fokozott aktivitasa biztosithatta.
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A fentiek alapjan bizonyitottnak tiinik, hogy a vizsgalt harpin fehérjék képesek a novényi
immunvalasz kivaltasara, amely fokozza a valddi patogénekkel szembeni ellenalld képességet,
ezzel tamogatva a ndvényvédelemben torténd alkalmazasuk lehetdségének 1étjogosultsagat.

Tovabbi vizsgalatok tapasztalataival, illetve mas elicitor hatast harpin fehérjék tesztelésével
eldallithatova valhatnak olyan kornyezetbarat biopeszticidek, amelyek alternativaként

szolgalhatnak a manapsag hasznalatos, kdrnyezetre karos kemikalidk helyett.
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