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1. Absztrakt

A hipuzin aminosav, a vele kapcsolatos fél évszazados kutatas jelenlegi allasa szerint, kizarolag
az eukariota iniciacios faktor SA (eIF5A) transzlaciot segitd fehérje aktivalt formajaban van
jelen a kétlépéses bioszintézisét kovetden. A transzlacios faktort aktivald hipuzinacios folyamat
mindkét 1épése kiilon enzimet igényel, melyek a dezoxihipuzin-szintaz (DHS; EC 2.5.1.46) és
a dezoxihipuzin-hidroxilaz (DOHH; EC 1.14.99.29). A DOHH katalizdlja a hipuzin
bioszintézisének masodik 1épését a dezoxihipuzin szubsztrat hidroxilalasaval. A katalizishez
alapvetd fontossagl az enzimben talalhato vas, ezért annak kelatalasa alkalmas lehet a DOHH
mikodésének gatlasara. Munkankban elsdként kiséreltilk meg novényekben a DOHH gétlasara
hasznalt ciklopirox (CPX) vegyiilettel torténd kezelést. A ndvényekre vonatkozd eldzetes
ismeretek hianyaban a CPX-ot kiilonb6z6 koncentraciokban alkalmaztuk paradicsom névények
két fejlodési allapotaban annak kideritésére, hogy miként hat a paradicsom magok csirdzasara
¢s a kifejlett novények fejlodésére. A kezelés gatld hatasa néhany nap elteltével
megmutatkozott a csirandvények hosszanak és friss tomegének tekintetében, mely paraméterek
koncentraciofiiggd moédon csokkentek a kontrollhoz képest. A kifejlett névények esetében mar
kozegek toxikus nyomai mind a hajtasokon, mind a gyokereken. A kivalasztott 50 uM CPX
kezelést kovetden kimutathato eltérések jelentek meg a fehérjetartalomban, a szuperoxid-
dizmutaz enzim aktivitdsban, valamint modosult a szabad poliamin spektrum és a poliaminok
lebontdsa is, ami a hipuzinacibhoz esszencialis spermidin elérhetdségét befolyasolja.
Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy a DOHH gatlasara hasznalt CPX kezelés gatolta a
kiilonboz6é életkort paradicsom ndvények optimalis fejlodését, am tovabbi vizsgalatok
sziikségesek annak megallapitdsdhoz, hogy a CPX kezelés mennyire alkalmas a DOHH

specifikus gatlasara novényekben.
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3. Roviditések
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4. Bevezetés

A hipuzinacid jelenlegi tudasunk szerint kizardlag az eukariota transzlacios faktor 5A-t
(elF5A, régebbi nevén eukariota iniciacios faktor 5A) érinté poszttranszlacios modositas.
Ennek soran a fehérje egy konzervalt lizinjébdl két 1épésben torténik meg a hipuzin [Ne-(4-
amino-2-hidroxibutil)-lizin] aminosav bioszintézise, hogy ezaltal aktivalédjon a transzlacid
soran keletkez6 prekurzor forma (6sszefoglalva Palfi és mtsai., 2021). Bar évrél évre egyre tobb
publikacié jelenik meg errdl az esszencialis folyamatrol (1. abra), tovabbra is rengeteg
megvalaszolatlan kérdés maradt. Kérdésként meriilhet fel mar az is, hogy miért alakult ki egy
olyan folyamat, mely két enzimet is igényel egyetlen fehérje (eIF5A) aktivacidjahoz (Park és
Wolff, 2018).
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1. abra: A hipuzin és a kiilonféle él61ények kapcsolatarol fellelheté tudomanyos publikaciok
szamanak valtozasa a Google Scholar tudomanyos keres6ben.

Az 1. abran jol lathatd, hogy bar egyre emelkedik a ndvények hipuzinacigjat vizsgald

publikaciok szama, messze elmarad az emberi hipuzinacié mellett.

4.1. Az eukaridta transzlaciés faktor 5A (elF5A)
4.1.1. Az elF5A és a transzlacioban betoltott szerepe

Felfedezésétdl kezdve szamos mddon hivtak a jelenleg elF5A-ként ismert fehérjét,

azonban az egyre tobb ismeretanyag kovetkeztében ma mar az eukariota transzlacios faktor SA
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elnevezés a helyénvald, habar a hagyomanyosan elterjedt rovidités a kezdetben gondolt,
iniciacidban betoltott szerepére utal (6sszefoglalo cikk, Park és mtsai., 2018).

Els6ként nyul retikulocitabol keriilt izolalasra az IF-M2Bf (Kemper és mtsai., 1976),
ami el6szor elF-4D (eukaridta iniciacios faktor 4D) (Anderson, 1977), majd utana elF5A
neveket kapta (Manchaster, 1988). Ezen IF-M2B, elF-4D és elF5A roviditésekben k6zos IF
betiijelek egy iniciacids faktorra utalnak. A fehérjeszintézis modell vizsgalata soran ugyanis azt
talaltak, hogy az elF5A transzlacios faktor eldsegitette metionil-tRNSt és a puromycin
reakcidjat, igy kezdetben az els6 peptidkotés kialakitasaban betoltott szerepére kovetkeztettek
(Benne ¢és Hershey, 1978). A késdbbiekben kimutattdk, hogy az eIF5A nem feltétleniil
nélkiilozhetetlen az altalanos fehérjeszintézis sordn, mivel kimeriilésével a fehérjeszintézis
tovabbra is megkdzelitéleg 70 %-a volt a vad tipusu ratanak, ezért feltételezték az mRNS-ek
amelyek a DNS-replikacioban résztvevo fehérjéket kodoljak, ugyanis az eIF5SA kimeriilése a
megnagyobbodott sejteket megallitotta a sejtciklus Gl-es fazisaban éleszté (Saccharomyces
cerevisiae) sejtekben (Kang és Hershey, 1994). Ehhez hasonléan, az elF5A faktoron a hipuzin
képzddésének masodik lépésének megakadalyozdsa a DOHH enzim gatlasara iranyuld
mimozin alkalmazasaval megallast okozott a kés6i G1-ben LAZ463 sejtvonalban (Epstein-Barr
virussal transzformalt human limfoblasztoid sejtvonal), amibdl a sejtciklusban vald szabalyozo
szerepére lehetett kovetkeztetni (Hanauske-Abel és mtsai., 1994).

Tovéabbi vizsgalatokkal aldtdmasztva bebizonyitottdk, hogy az elF5A a fehérjék
mtsai, 2009; Saini és mtsai., 2009). Ebbdl adéddéan Dever és mtsai. (2014) mar az eukariota
elongacios faktor 5 (eEFS5) elnevezést javasoltak, ami aztan nem terjedt el a szakirodalomban.
ugyanis hianyaban a masodik vagy harmadik prolinnal a riboszoma megallasat tapasztaltak
(Gutierrez ¢és mtsai., 2013). Az egymast kovetd prolinok egyike azon aminosav-
kombinacioknak, melyek megnehezitik a transzlacié folyamatat (Schuller és Green, 2018),
mivel a peptidkotés kialakitasa soran a prolin egyrészt gyenge donor (Pavlov és mtsai., 2009),
masrészt gyenge akceptor (Wohlgemuth és mtsai., 2008; Doerfel és mtsai., 2013). A poliprolin
régiok fontossagat mutatja, hogy az altalanos prolinhasznéalat emelkedése nélkiil az él6lények
komplexitasaval egyiitt a PPP (prolin-prolin-prolin) és PPG (prolin-prolin-glicin) motivumok
aranya is megnovekedett. Ezen motivumok gyakoribba valasaval a transzlaciojukhoz sziikséges

elF5A-nak is szerepe lehet az eukariotak evolucids fejlodésében (Mandal és mtsai., 2014).



Az elF5A fehérjének az elongacioban betoltott funkcidja mellett a terminacioban is
fontos szerepe van, hidnyaban a globalis terminacio hibajara utal6 riboszoma felhalmozodast
tapasztaltak a stop kodonoknal és a 3 UTR-ben (untranslated region, nem transzlalodo régio).
A vizsgalatok alapjan az elF5A serkenti az eRF1 (eukaridta release faktor 1)-medialt peptidil-
tRNS hidrolizist (Schuller és mtsai., 2017).

A fent leirtak alapjan az eIF5A szerepét nem lehet lekorlatozni kizarolag az iniciaciora,
elongacidra vagy terminaciodra, ebbdl adoddan a mar emlitett eukaridta transzlacids faktor SA

elnevezés hasznalata az elfogadott valtozat.

4.2. A hipuzin oldallanc kialakulasanak jelentosége és folyamata

Az elF5A transzlacidjakor egy még inaktiv prekurzor képzdédik, mely azaltal
aktivalodik, hogy a hipuzin aminosav bioszintézise végbemegy rajta (Park és mtsai., 1997). A
hipuzin 1étezésérdl Shiba és mtsai. 1971-ben szdmoltak be, miutdn szarvasmarha agyszovetébol
sikeriilt izolalniuk a bazikus aminosavat, amit a szerkezetét felépité hidroxiputreszcin és lizin
alapjan neveztek el (Shiba és mtsai., 1971). A hipuzinécio esszencidlis, amit az e[F5A, a DHS,
valamint a tobbsejtli eukariotakban még a DOHH gének inaktivalasaval fellépo letalis hatas
bizonyit (6sszefoglald cikk, Park és mtsai., 2010). A folyamat jelentdségét tovabb fokozza,
hogy a hipuzinalt fehérje konzervaltsdga miatt olyan eukariotdk kozott is meg kellett 6rzddnie
ezen poszttranszlacios modositasban érintett géneknek, melyek 900 milliéo évnyi evolicids
tavolsagra vannak egymastol (Gordon és mtsai. 1987). A hipuzin bioszintézisét két enzim is
katalizalja, melyek a dezoxihipuzin-szintaz (DHS; EC 2.5.1.46) és dezoxihipuzin-hidroxilaz
(DOHH; EC 1.14.99.29) (2. abra).

Spermidin

eIFSA (Lys) =2 ¢IF5A (Dh) ====p cIF5A (Hyp)

2. abra: A hipuzinaci6 két 1épése. A dezoxihipuzin-szintaz (DHS) reverzibilisen katalizalja
spermidin felhasznalasaval a prekurzor forma [elF5A (Lys)] intermedier formava [eIF5SA (Dh)]
alakitasat, amibdl irreverzibilisen a dezoxihipuzin-hidroxilaz (DOHH) hozza létre az aktivalt
format [elF5A (Hyp)].



42.1.  Dezoxihipuzin-szintiz (DHS; EC 2.5.1.46)
42.1.1. A DHS katalizalta folyamat

A DHS enzim katalizalja a hipuzin bioszintézis els6, reverzibilis 1épését, ami maga is
tobblépéses reakciora bonthatd, lejatszodasahoz pedig spermidin (Spd) és elF5A(Lys)
szubtratokat, valamint NAD kofaktort igényel (Wolff és mtsai.,, 1990). A tetramer DHS
enzimet négy azonos, 222 szimmetriaval kapcsolodo alegység épit fel, melyek két szorosan
kapcsolddo dimert, a A1A2-t és a B1B2-t alkotnak. Mindkét dimer a hatarfeliiletiikon 2-2 aktiv
helyet tartalmaz, vagyis Osszesen 4 darabot. Az aktiv helyek katalitikus és NAD-kot6helye
kiilon alegységen talalhatoak (Liao és mtsai., 1998). A Spd NAD*-fiiggé dehidrogenalasa soran
dehidrospermidinné alakul, mikézben NADH képzodik (Wolff és mtsai.,, 1990). A
dehidrospermidin 4-aminobutil csoportja 1,3-diaminopropan felszabadulasa mellett a DHS
enzim specifikus lizinjének (emberben Lys®?°) e-aminocsoportjara keriil enzim(Lys)-imin
intermediert formalva (Wolff és mtsai., 1997). elF5A hianyaban is képes eddig a reakcio
lezajlani, ekkor 1,3-diaminopropan és Al -pirrolin termelédik (Wolff és mtsai., 1990), eIFSA
jelenlétében viszont az enzim(Lys)-imin intermedierr6l a 4-aminobutil csoport a prekurzor
transzlacids faktor specifikus lizin-maradékara keriil eIF5A-imin intermediert eredményezve
(Wolff és mtsai., 1997). Végiil a Spd oxidacidjakor keletkez6 NADH redukalja az eIF5A-imin
intermediert, hogy 1étrehozza a dezoxihipuzin [Ne-(4-aminobutil)-lizin] oldallancot tartalmazé

fehérjét, ami ekkor még szintén intermedier forma (Wolff és mtsai., 2000).

4.2.1.2. Lehetoségek a DHS farmakologiai gatlasara

A DHS gatlasahoz felhasznalhatéak annak Spd szubsztratjaval rokon vegyiiletek,
melyek koziill a kompetitiv hatdst GC7 (N!-guanil-1,7-diaminoheptan) bizonyult a
leghatékonyabbnak (Ki 9.7 £ 0.50 nM) a vizsgélatok soran (Jakus és mtsai., 1993). Tovabbi
lehet6séget nyujtanak a CNI-1493 (semapimod), a dezoxispergualin (gusperimus), és a DHSI-
15 gatloszerek (6sszefoglalo cikk, Turpaev, 2018).

4.2.1.3. A poliaminok szerepe a hipuzinacioban

A hipuzin oldallanc kialakitasaban prekurzor szerepii a poliaminok (PA) kdzé sorolhatd
Spd (Park és mtsai., 1981). PA auxotr6f sarjadzé éleszté mutansokban megfigyelték, hogy a
Spd alacsony koncentracidja (10® M) mar elegendé a vad tipushoz hasonlé ndvekedés

eléréséhez, viszont intracellularis koncentracidja toredéke a vad tipuséhoz képest. Az



intracellularis Spd mennyiségének Kkorlatozotta valasaval szembetlind az is, hogy egyre
nagyobb aranyban hasznalodik fel az elF5A hipuzinacidjara, ezzel alatamasztva a Spd
kitlintetett szerepét ezen poszttranszlacidos modositasban. Bizonyitottak azt is, hogy az e[F5A
teljes mennyisége bar nem kiilonbozik a mutans €s a vad tipusu sejtekben, elobbiekben a
prekurzor forma magasabb aranyban van jelen (Chattopadhyay és mtsai., 2008).

intracellularis szintjiikket szdmos mechanizmus szabalyozza kihatva a szintézisiikre,
lebontasukra, felvételiikre €s kivalasztasukra (Urdiales €s mtsai., 2001; Alcazar és mtsai.,
2020).

A PA-ok bioszintéziséhez a Put (putreszcin) képzodhet direkt uton az ODC (ornitin-
dekarboxilaz, EC 4.1.1.17) katalizalta ornitin dekarboxilacioval, és/vagy indirekt modon az
ADC (arginin-dekarboxilaz, EC 4.1.1.19) altali arginin dekarboxilaciéval, amihez tovabbi két
egymast kovetd lépésben az AIH (agmatin-iminohidrolaz, EC 3.5.3.12) és a CPA (N-
karbamoilputreszcin-amidohidroldz, EC 3.5.1.53) miikodik kozre. Erdekes modon, habér az
ODC utvonalat hagyomanyosan univerzalisnak tekintették, Arabidopsisban kizarolag az ADC
utvonalon keresztiil képzédik Put. A Put szolgal prekurzorként a Spd és Spm (Spermin)
kialakitasahoz, melyben az SPDS (Spd-szintaz, EC 2.5.1.16) és az SPMS (Spm-szintaz, EC
2.5.1.16) enzimek vesznek részt, a reakcidhoz sziikséges aminopropil csoportok pedig a
SAMDC (SAM-dekaboxilaz, EC 4.1.1.50) segitségével a SAM (S-adenozilmetionin)
dekarboxildlasaval létrehozott dcSAM-rol (dekarboxilalt S-adenozilmetionin) szadrmaznak
(6sszefoglalo cikk, Alcazar és mtsai., 2010).

A PA-ok lebontasat a réztartalmu DAO (diamin-oxidaz, EC 1.4.3.6) és a FAD (Flavin-
adenin-dinukleotid)-molekulat hordozo PAO (poliamin-oxidaz; EC 1.5.3.3) enzimek végzik, a
katalizalt reakciok termékei kozott a H2Oz is megtalalhatd (Alcazar és mtsai., 2010).

A hipuzinaciora a Spd fliggése miatt a PA-ok metabolizmusanak befolyasolasaval is
hatas gyakorolhato. Kisérlettel is igazoltdk, hogy DFMO-val (a-difluoro-metilornitin)
farmakologiailag gatolt ODC egér emlérak FM3A sejtekben a PA-k és hipuzinalt eIFSA

csOkkenését eredményezte (Nishimura és mtsai., 2005).

4.2.2. Dezoxihipuzin-hidroxilaz (DOHH; EC 1.14.99.29)

A hipuzinacid masodik irreverzibilis 1épését katalizalo6 DOHH alakitja ki az intermedier
elFSA dezoxihipuzin oldallancanak hidroxilalasaval a hipuzin tartalmu aktiv transzlacios

faktort (Abbruzzese és mtsai., 1986). Az enzim génje erésen konzervalt, az €leszt6tdl az
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emberig szamos ecukariotdban megtalalhato. A szekvencia-illesztés vizsgalatakor mar
prediktaltak, hogy az enzim 8 darab HEAT ismétlédést tartalmaz, melyek elnyujtott hurokkal
0sszekotott N- és C-termindalis domének kozott oszlanak meg (Park és mtsai., 2006). A HEAT
motivumot felépitd a-hélixek koziil a paratlan sorszamuak az enzim kiils6 részén, mig a paros
sorszamuak a belso felén helyezkednek el. Az egymas alatt elhelyezkedé 4, 6 és 12, 14 a-
hélixek kozott talalhatéo a hDOHH nemhem divas-tartalmu aktiv centruma (Han €s mtsai., 2015)

(3. abra).

3. abra: A human dezoxihipuzin-hidroxilaz (hDOHH) szerkezeti felépitése. A HEAT
motivumokat alkotd kettds a-hélixek vordssel, az N- és C-terminalis domén kozotti hurok
sargaval, a vasatomok zo6lddel lettek jelolve (Han és mtsai., 2015).

A hDOHH Kkatalitikus mechanizmusat egyelére még nem ismerjiik pontosan, azonban
ennek megismerésére iranyuld elméleti tanulmanyt jelentetett meg Wang és mtsai. 2020-ban.
Szamitasaik alapjan a szubsztrat kotddése az aktiv kozpont peroxo izomerizaciojat valtja ki,
majd az O-O kotés felhasadasaval [Fe'Va(u-0)2]*" képzédik, végiil a szubsztrattdl a H atomot
elvonja, és a helyére OH csoportot kot vissza.

A human sejtekben a DOHH erdsebb kotodését tapasztaltak a dezoxihipuzin tartalmi
elF5A-hoz, mint a prekurzor, illetve a hipuzinalt formahoz. Az eIF5A és a DOHH kozotti ktés
kialakitasahoz és a hipuzinacidos modositas 1étrejottéhez a dezoxihipuzin nem elegendd, azt
ugyanis az enzim nem képes szabad aminosavként hidroxilalni. Tovabba az enzim tobb
konzervalt aminosavmaradvanya is fontos, melyek alanin szubsztitucioval akar teljesen

megakadalyozhattdk a kotddés kialakulasat és az aktivitast (Kang és mtsai., 2007).



422.1. A DOHH enzim miikodésének szabalyozasara hasznalt médszerek

A DOHH funkci6janak megismeréséhez kiilonb6z6 megkdzelitéseket alkalmaztak, igy
a vizsgalatok soran olyan organizmusok keriiltek eld, melyekben az enzim génje mutaciot
hordozott, génkiiitést végeztek, RNS interferenciaval csendesitették a génexpresszidt, vagy
éppen overexpressziot idéztek eld, de akad példa a fehérje farmakoldgiai gatloszereire, tovabba
aktivatoraira is.

A sarjadzo éleszté (Saccharomyces cerevisiae) DOHH enzimét egyetlen gén kodolja,
ezért homozigota kiiitésével az eIF5A fehérje egyediil a dezoxihipuzin formaig tud modosulni.
A dezoxihipuzindlt eI[FSA azonban valdszintileg képes a teljesen hipuzinalt fehérje szerepét
elvégezni sarjadzo ¢élesztdok esetében, hiszen a DOHH-null vonal novekedése csak kissé marad
el a sziil6i vonalhoz képest (Park és mtsai., 2006). Erdekes modon a sarjadzo élesztékkel
szemben a hasado éleszt6kben (Schizosaccharomyces pombe) latszolag fontosabb szerepe van
az Mmd1l kodolta DOHH homoldg génnek, ugyanis mutacidjukkal hdmérséklet-érzékeny
tapasztaltak (Weir ¢és Yaffe, 2004). Tobbsejtli szervezetekben a DOHH jelenléte mar
esszencialis jelentéségli, hianyuk letalis hatasat tobbek kozott bizonyitottak az ecetmuslica
(Patel és mtsai., 2009), illetve egér 3T3 fibroblaszt sejtvonal sejtekben (Sievert és mtsai., 2014).
Az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) DOHH homoldgja a nero, mutans valtozatanak
vizsgalatakor kisebb méretli sejteket €s szerveket, a sejtciklus menetének késésére utald
csokkent brom-dezoxiuridin beépiilést, tovabba az autofagiara gyakorolt hatasat figyelték meg
(Patel és mtsai., 2009). RNS interferencidval, valamint farmakologiai gatloszerek (ciklopirox
[CPX], deferipron [DEF]) alkalmazasaval HelLa méhnyakrak és U20S oszteoszarkoma
sejteken is tapasztaltdk a DOHH proliferacioban betoltott szerepét, amikor a kezelések a
kontrollhoz képest csokkent sejtszamot eredményeztek. A gatloszerekkel kezelt méhnyakrak
sejteknél tovabba megfigyelték a G1-S fazis kozotti megéllast és az eIFSA hidnyos élesztd
fenotipusara (Kang ¢és Hershey, 1994) emlékeztetd megnagyobbodott méretet (Mémin ¢és
mtsai., 2014). A DOHH géatloszereinek esetleges klinikai felhasznaldsa azonban nemcsak a
rakellenes terdpidkra korlatozodhat. A HIV-1 replikacidjahoz sziikséges az elF5A, igy annak
aktivalasdhoz sziikséges DOHH CPX ¢és DEF hasznélatdval torténd gatlasaval a virus
replikdcioja is gatlas ala keriilt (Hoque és mtsai., 2009). A malériaellenes szerek kutatasa soran
Plasmodium falciparum DOHH enzimével szemben is kedvez$ hatasunak talaltak tobb

vaskelatalo vegytiletet (von Koschitzky és mtsai., 2015).
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A DOHH gétlasa mellett érdemes megjegyezni, hogy az enzim aktivalasara is irdnyultak
kutatasok. Az idei évben jelent meg egy cikk a természetes kis molekula brazilinrél, ami a
DOHH allosztérikus aktivalasaval véd az iszkémias sériiléstdl azaltal, hogy fokozza a
mitofagiat a mitokondralis funkcié és morfologia fenntartdsanak érdekében (Guo és mtsai.,
2022). A novénytermesztés szamara pedig a novénypatogén Fusarium graminearum DOHH
overexpresszaltatasakor kapott eredmény tlinik igéretesnek, mivel a gomba patogenitasanak
gatlasat idézték eld kukoricdban és buzaban, hozzdjarulva a gomba megemelkedett ROS
termel6déséhez és a csokkent mikotoxin, a dezoxinivalenol produkcidjahoz (Martinez-Rocha

¢és mtsai., 2016).

4.2.2.2. Lehetéségek a DOHH farmakologiai gatlasara

A DOHH gatlasara az aktiv centrumban talalhaté vas részecskéket célzo kelatképzo
molekuldk hasznalhatoak (4. édbra). Ilyen koncentraciotol fiiggd gatloszerek a CPX, a DEF, a
deferoxamin, a mimozin és a 2,2'-dipiridil, melyek koziil a CPX bizonyult a leghatékonyabbnak
(ICs0 5 uM HUVEC [human koldokvénas endotélsejtek]) a hipuzin bioszintézisének gatlasaban
(Clement és mtsai., 2002). Fontos megjegyezni, hogy a névényi DOHH vizsgalatara

farmakologiai modszerekkel még ezidaig nem kertilt sor.

CPX

l

4. abra: A hipuzinaci6 masodik Iépésének farmakologiai gatlasa ciklopirox (CPX)
hasznalataval. A CPX vaskelatdlo hatasa kovetkeztében képes a dezoxihipuzin-hidroxilaz
(DOHH) enzim gatlasara, ezaltal akadalyozva az elF5A aktivalt formajanak [eIF5A (Hyp)]
kialakitasat.

Spermidin

eIF5A (Lys) =2 eIF5A (Dh)
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5. Célkituzések

Kutatocsoportunkban célul tliztiik ki, hogy az esszencialis jelentdségli poszttranszlacios

hipuzin médositdas mechanizmusait feltérképezziik ndvényekben, ugyanis a viszonylag kevés

rajuk iranyul6 kutatas szamos kérdést hagyott még megvalaszolatlanul.

Dolgozatom elkészitéséhez a paradicsom novények (Solanum lycopersicum) CPX

farmakologiai gatloszerrel torténd kezelésének vizsgalatat tiiztem ki, hogy megvalaszolhassam

a kovetkez6 kérdéseket:

Az éallati rendszerekben hasznalt CPX alkalmazhaté-e ndvényi szervezeteken is a
hipuzinacié folyamatanak vizsgélatira anélkiil, hogy toxikus hatast kifejtve

ellehetetlenitené a kiillonféle méréseket?

Alkalmazhat6sag esetén milyen koncentracioban lenne célszerti alkalmazni a CPX-t a
novények szamdra, hogy a kontrolhoz képest mar megfigyelhetd -eltéréseket

tapasztaljunk az egyes paraméterek vizsgalatakor?

A CPX kezelés egyaltalan milyen hatéast gyakorol a paradicsom névényekre, kiillonb6zé
fejlédési stadiumok esetében megfigyelhetd-e barmilyen fejlettségtol fiiggd eltérés és
ténylegesen képes-e a DOHH gatlasan keresztiil csokkenteni a hipuzin bioszintézisének

mértéket?

A hipuzin bioszintézisének Spd-fiiggésébdl kovetkezik-e, hogy a hipuzinacio gatlasara
iranyuld CPX kezelés megvaltoztatja-e a Spd, illetve rajta keresztiil a tobbi PA

metabolizmusat is paradicsom novényekben?
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6. Anyagok és médszerek

6.1. A vizsgalt novényi anyag és nevelési koriilményeik

Kisérleteinket paradicsom névényeken (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego) végeztiik
csirandvény, illetve kifejlett, vegetativ stadiumokban (4 hetes ndvény). A csirandvényes
vizsgalatok soran a paradicsom magokat mar kezdettél fogva a CPX tartalmi kdrnyezetbe
helyeztiik, igy a CPX kezelés szlirépapiron, 9 cm-es kor alaku petri csészében, 72 oran at,
sotétben, 27 °C-on tortént.

A kifejlett novények vizsgalatahoz eldnevelés volt sziikséges, ami Szepesi €s mtsai.
(2009D) altal leirt médon tortént. A paradicsom magokat egy Oran at csapvizben aztattuk, majd
nedves szlirOpapiron csirdztattuk oket 3 napig 27 °C-re allitott sotét termosztatban. A
csirandvények a novényneveldbe keriiltek at, ahol kontrollalt {iveghdzi koriilmények kozott
fejlodhettek. A 12 6ra sotétséget 12 6ra megvilagitas kovette naponta, a fényintenzitas (Master
HPI-T Plus fénycsovek, Philips, Belgium) 300 pmol/m*s volt. Az atlagos homérséklet
megkozelitdleg nappal 24 °C, mig ¢éjszaka 22 °C volt, a relativ paratartalom pedig 55 és 60 %
kortli volt. Miutan 1 hétig erdsddtek a paldntak a perlitben, a ndvényeket tdpoldatba helyeztiik
at, azt pedig heti 3 alkalommal cseréltiik alattuk egészen 4 hetes korukig, amikor CPX kezelést
kaptak a tapoldatba keverve a gyokéren keresztiil. A tapoldat a kovetkezoket tartalmazta: 2
mM Ca(NOz)2; 1 mM MgSOs4; 0,5 mM KCI; 0,5 mM KH2PO4; 0,5 mM NaxHPO4; 0,001 mM
MnSO;; 0,005 mM ZnSOg; 0,0001 MM (NH4)sM07024; 0,01 mM HzBO4; 0,02 mM Fe(ll1)-
EDTA), a tapoldat pH-ja 6.0 koriili volt.

6.2. A novények kezelése CPX gatloszerrel és a mintavétel menete
A ciklopirox (6-ciklohexil-1-hidroxi-4-metil-2(1H)-piridon, CPX, Sigma-Aldrich) a

hipuzinacié masodik 1épését katalizaldé enzim, a DOHH miikodését gatolja (5. abra).

CH;

5. abra: A ciklopirox (CPX) szerkezeti képlete (forras: Sigma-Aldrich oldala)
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Az eldzetes kisérletek sordn a gatlészert mind a csirandvények, mind a kifejlett novények
esetében 2, 10, 50, 100 uM koncentracioban alkalmaztuk, majd a tovabbi vizsgalatokhoz a
kivalasztott 50 pM-os kezelést hasznaltuk. A csirandvények esetében a kezelés a szlir6papiron
tortént 72 oran keresztiil, a kifejlett novényeknél viszont a tapoldathoz adagoltuk a gatloszert,
melyben egy napig tortént a kezelés.

A kezelést kdvetden a mintavétel soran a csirandvényeket petri csészénként csomagoltuk
kiilon, a kifejlett novények esetében a gyokérzetet, valamint a 2. kifejlett levélemelet
levéllemezeit hasznaltuk fel. A biokémiai paraméterek leméréséig a fagyasztoban, -80 °C-on

taroltuk a mintakat.

6.3. A csirazasi paraméterek vizsgalata

A csirandvényeket mintavételig minden nap lefényképeztiik (Canon EOS 700D, Canon,
Ota City, Toki6, Japan), a fotokrol meghataroztuk a csirandvények hosszat Imagel] v1.33
szoftverrel (NIH, Bethesda, Maryland, USA). Azokat a magokat tekintettiik kicsirdzottnak,
amelyeknél a csirandvények elérték az 1 mm-t. A kapott adatokbol meghataroztuk a csirazasi
szazalékokat. A 4. napon, a mintavétel soran a csirandvények friss tomegei is lemérésre keriiltek
petri csészénként. A csiranovények gyokocskéinek gyokérszoreirdl sztereomikroszkop (Zeiss

Stemi 305 trino, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) segitségével fotokat készitettiink.

6.4. A kifejlett novények fejlodési paramétereinek vizsgalata

A kezelést kdvetden a ndvények hajtasainak és gyokereinek meghataroztuk a hosszat
(cm), valamint a friss tomegét (g), annak érdekében, hogy Osszehasonlitsuk a gatloszerek

egymashoz, illetve a kontrollhoz képest kifejtett hatasat.

6.5. A csiranovények gyokocske csucsainak fluoreszcens

mikroszkopos vizsgalata

A H20: tartalom megjelenitésére Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazin, AR)
festéket hasznaltunk Lehotai és mtsai. (2012) modszerét kdvetve. A festék torzsoldatat 10 mM

koncentracioban DMSO alkalmazasaval allitottuk eld. A csirandvényeket sotétben &és

crer

pH 7,5 Na-foszfat puffer (NaoHPOs, NaH.POs) felhasznalasaval készitettiik el. A festést

kovetden a mikroszkopos vizsgalat eldtt elvégeztik a gyokodcskék egy egyszeri, 5 perces
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mosasat, Na-foszfat pufferben. A gyokocske csucsok H20» tartalmat a festést kovetden Zeiss
Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkop (Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) segitségével
vizsgaltuk annak fluoreszcens lizemmodjaban. Az excitacié hullimhosszat A=540 nm-re
allitottuk be, az emisszid 590 nm-en tortént, a vizsgalathoz 20 Rhodamine sziir6t alkalmaztunk.
Az expozicids id6 353,7 ms volt, a vizsgalatokat pedig 10x nagyitasu objektivvel végeztiik. A
mintdinkat nagy felbontésu, digitalis kameraval (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030
dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) fotoztuk.

A O tartalom megjelenitésére dihidroetidium (DHE) festést alkalmaztunk Kolbert €s
mtsai. (2012) leirasa alapjan. A csirandvényeket sotét szobaban 30 percig inkubaltuk 10 pM-0s
DHE-oldatban tartva, mely elkészitésé¢hez 5 mM-0s DMSO-ban oldott DHE festéktorzsoldatot,
valamint 10 mM pH 7,4 Tris-HCI puffert hasznaltunk. A mikroszkopos vizsgalat eldtt a
csirandvényeket kétszer 5 percig mostuk Tris-HCI pufferrel. A festések el6hivasahoz a
fluoreszcens mikroszkop €s a kamera bedllitdsait az Amplex Red festéshez képest nem
valtoztattuk.

A mintak fluoreszcens festésérdl készitett képek pixelintenzitasanak a kiértékelését

Axiovision Rel. 4.8 szoftver segitségével végeztiik.

6.6. A biokémiai paraméterek vizsgalata

6.6.1. Fehérjetartalom meghatarozasa

A noévényi mintak fehérjéinek mennyiségi meghatarozasat Bradford és mtsai. (1976)
altal leirt modszert kovetve végeztiik el. A csirandvények esetében 200-250 mg, a kifejlett
névények hajtasabol és gyokerébdl kozel 100-100 mg ndvényi anyag keriilt homogenizalasra
pH 7,0 50 mM foszfat pufferben (KH2POs, NazHPO4). Az eldorzs6lt homogenizatumot 10
percig centrifugaltattuk (12 000 rpm 4 °C) Eppendorf centrifugaval (Eppendorf 5424R,
Eppendorf GMBH, Németorszag). A feliilluszot enzimkivonatként hasznaltuk a reakcioelegy
Osszeallitasahoz, ami 900 pl tisztitott vizet, 5 pl enzimkivonatot és 100 ul Bradford reagenst
tartalmazott. 96-lyuk plate-re a reakcioelegyekb6l 200-200 ul térfogatokat mértiink ki, melyek
optikai denzitasait Synergy HTX plate reader-rel (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)
allapitottuk meg 595 nm-en. A kapott értékeket friss tomegre vonatkoztattuk.

6.6.2. Szuperoxid-dizmutaz (EC 1.15.1.1) enzimaktivitas meghatarozasa
A SOD enzimaktivitast Szepesi (2009a) mddszerét felhasznalva allapitottuk meg a

fehérjetartalom mérésekor készitett enzimkivonatokbdl. A reakcidelegy Osszetétele a kovetkezd
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volt: 900 ul 50 mM foszfat puffer (pH 7.0, 13 mM L-metionin); 33 ul enzimkivonat; 33 pl 5
mM NBT; 33 ul 0,2 mM riboflavin-oldat. Egy parhuzamost sététben tartottunk, mig 3 elegy
kertilt 18 W-0s LED fénycsé (Energetic T8-18W-65S, PRC) ala, 10 percen keresztiil. A
fényérzékeny riboflavin megvilagitas hatdsara bomlik, az ennek hatasara felszabadulo Oz -0k
pedig redukaljak az NBT-t kék csapadék, a formazan képzddése mellett. A formazan emeli a
reakcioelegyek optikai denzitasat 560 nm-en, ezt azonban a SOD képes gatolni. Ennek alapjan
a SOD egy enzimegysége definidlhatdé az NBT redukcidjanak 50 %-os gatlasaként (Cheng és
mtsai., 2015). A reakcioelegyek optikai denzitasat Synergy HTX plate reader segitségével
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) hatdroztuk meg 560 nm-en.

6.6.3. Klorofilltartalom meghatarozasa

A levelek pigmenttartalméat Faragd és mtsai. (2018) munkdja alapjan mértik. A
mintakat 1,5 ml 95 %-os etanolban dorzsoltiink el, majd a homogenizatumokat 10 percig
centrifugaltuk Eppendorf centrifugaval (Eppendorf 5424R, Eppendorf GMBH, Németroszag)
12 000 rpm, 4 °C. A feliiluszok optikai denzitasat Synergy HTX plate reader segitségével
(BioTek Instruments, Winooski, VT, USA) vizsgaltuk 664, 648 és 470 nm-es hullimhosszokon.

A pigmenttartalmakat a kovetkez6 képletek felhasznalasaval szamoltuk ki:

Klorofill-a (ug/ml) = 13,36* Aees — 5,19* Asas
Klorofill-b (ug/ml) = 27,43* Agsg — 8,12 *Asss
Osszes klorofill (ug/ml) = Chl a + Chl b

Az eredményeket friss tomegre vonatkoztatva szamoltuk ki.

6.6.4. A DHS és a DOHH, valamint a hipuzin kimutatisa western blot
analizis segitségével

A ndvényi protein kivonatot 150 mg ndvényi minta felhasznaldsaval végeztiik. A
mintakat extrakcios puffer hozzaadasaval homogenizaltuk (50 mM Tris-HCI puffer pH 7,6-7,8,
kiegészitve 0,1 mM EDTA, 0,1 (v/v) % Triton-X-100, 10 (v/v) % glicerol), majd 10 000 rpm-
en 20 percig 4 °C-on centrifugéaltuk (Eppendorf 5424R, Eppendorf GMBH, Németorszag). A
feliiluszot hasznéltuk a nativ és a denaturald gélelektroforézishez. A mintak fehérjetartalmat
Bradford (1976) mddszerével hataroztuk meg kontrollként borji szérum albumint hasznélva.

A western blot analizis sordn 7,5 pg fehérjét tartalmaz6 csirandvény és hajtas, valamint

gyokérkivonatot hasznaltunk és 12 (w/v) %-os denaturdld poliakrilamid gélelektroforézisnek
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vetettilk ald. Az ilyen modon elvalasztott fehérjéket az akrilamid gélbdl tank transzfer
segitségével transzfereltik PVDF membranra (16 h, 25 mA) Olah és mtsai. (2020) alapjan. Az
igy kapott PVDF membranokat hasznaltuk a DHS és DOHH enzimek ¢és a hipuzin kimutatasara.

A DHS esetében, elészor blokkoltuk 5 (w/v) %-os tejfehérje oldattal, mely TBST
pufferben késziilt (20 mM Tris, 178 mM NaCl, 0,05% Tween-20, pH7.8), a nem specifikus
antitest kotés elkeriilése érdekében, majd 1:2000 aranyban higitott nyal anti-DHS antitesttel
(Sigma-Aldrich, katalogusszam: HPA014461) jeloltik dket.

A DOHH esetében, eldszor blokkoltuk 5 (w/v) %-os tejfehérje oldattal, mely TBST
pufferben késziilt (20 mM Tris, 178 mM NacCl, 0,05% Triton X-100, pH7.8), a nem specifikus
antitest kotés elkertilése érdekében, majd 1:2000 aranyban higitott nytl anti-DOHH antitesttel
(Sigma-Aldrich, katalogusszam: HPA041953) jeloltiik dket.

A hipuzin esetében, eldszor blokkoltuk 5 (w/v) %-os tejfehérje oldattal, mely TBST
pufferben késziilt (20 mM Tris, 178 mM NacCl, 0,05% Triton X-100, pH7.8), a nem specifikus
antitest kotés elkeriilése érdekében, majd 1:2000 aranyban higitott nyul anti-hipuzin antitesttel
(Sigma-Aldrich, katalogusszam: ABS1064-I) jeloltiik 6ket.

Harom mosasi 1épés kovetkezett, majd 1:10000 aranyban higitott kecske nyul IgG elleni
antitestet (Sigma-Aldrich, katalogusszam: A3687) alkalmaztunk, mely alkalikus foszfatazt
hordozott a detektalashoz. A fehérjéket a BCPIP/NBT reakcidval tettiikk lathatova, ahol az
antitesttel jelolt fehérjéknél fekete szinti formazan keletkezett. A membranokat aktin antitesttel

is jeloltiik loading kontrollként (Agrisera, AS13 2640).

6.6.5. Szabad poliamin tartalom meghatarozasa

A PA-kat Szepesi és mtsai. (2022) altal leirt protokoll szerint hataroztuk meg. A névényi
szoveteket 700 pl 5%-os perklorsavban homogenizaltuk 0 °C-on dérzsmozsarban. Vortexelés
utan a mintakat centrifugaltuk (4 °C, 20 perc, 12 000 rpm) Eppendorf 5424R centrifugéval, ezt
kovetden a feliilszo 500 pl-¢hez 400 pl 2 M NaOH-t adtunk a megfeleld pH eléréséhez. A
szarmazékképzés 10 pl benzoil-kloriddal tortént. A benzoil-poliaminokat dietil-éterrel
extrahaltuk. A szerves fazist szarazra paroltuk. A szabad PA-k szarmazékainak analiziséhez
izokratikus elvalasztast hasznaltunk HPLC-n (JASCO HPLC System, Japan). Reverz fazisu
kolonnan (Apex octadecyl 5 p; 250x4,6 mm), acetonitril:viz 45:55 (v:v) elegyével valasztottuk
el. UV detektor segitségével 254 nm-en detektaltuk a csucsokat, amelyeket Put, Spd és Spm
standard mintak segitségével azonositottunk. A mintdk PA koncentracioit kalibracios egyenes

segitségével, a csucs alatti teriiletbdl szamoltuk, majd a friss tomegre vonatkoztatva adtuk meg.
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6.6.6. A poliaminok lebontas enzimeinek (DAO ¢és PAQ) aktivitas

meghatarozasa

A DAO ¢és PAO enzimaktivitasok vizsgalatat Moschou és mtsai. 2008-ban leirt
modszere alapjan végeztiik el. A meghatarozashoz a ndvényi anyagokat folyékony nitrogénben
porra dorzsoltiik. Ezt 600 pl protein extrakcids pufferrel kevertiik el, melynek Osszetétele a
kovetkezd volt: 1 M pH 8-ra allitott TRIS, 50% glicerol, 20% Triton X-100, 100 mM PMSF.
A mintakat 20 percen keresztiil tartottuk jégen, majd 10 percig centrifugaltuk Eppendorf
centrifugdval (12 000 rpm, 4 °C). A visszamaradt feliilaszokbol 150-150 pl-t pipettaztunk ki
két eppendorf cs sorozatba a két enzim kiilon vizsgéalatdhoz. A csovekben 1évd mintdkhoz 600
pl mennyiségti 100 mM 6,6-0S pH-értékli natrium-fosztat (NaoHPO4 és NaH2POa) puffert és
7,5 ul 1 M-0s PA-t (a DAO esetén 1 M Put, mig a PAO esetében 1 M Spd) adtunk. Az
Osszeallitott reakcidelegyeket 1,5 6ran at inkubaltuk 37 °C-on, igy optimalis koriilmények
kozott zajlott a PA-k lebontasa. A szubsztratok lebontasat 48,75 ul 20 %-0s TCA-val allitottuk
meg, majd az addig keletkezett Al-pirrolin molekuldkat 22,5 pl 10 mg/ml koncentraciojt
etanolban oldott 2-aminobenzaldehiddel reagaltattuk el. 30 percre jégre tettiik a mintainkat,
ezutan a centrifugalas ismétlése kovetkezett az elsdvel megegyezd paraméterek mellett. A
szinreakcié soran a Al-pirrolin és a 2-aminobenzaldehid egymaéshoz kotdddtt molekulak
mennyiségétol fiiggden eltérd optikai denzitast elegyeket kaptunk, amik igy kozvetve az
enzimek aktivitasara utaltak, ahol egy egysége a percenként 1 pmol PA oxidalasahoz sziikséges
enzimmennyiséget jeloli. Fényelnyelés mértékét Synergy HTX plate reader-t (BioTek

Instruments, Winooski, VT, USA) alkalmazva 430 nm-en hataroztuk meg.

6.7. Statisztikai elemzések

A kisérleteinket tobb ismétléssel (2-3), valamint parhuzamossal (n=3-20) végeztiik el.
Az adatok kiértékeléséhez és a diagramok abrazolasahoz GraphPad Prism version 8.0.1.244 for
Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) szoftvert alkalmaztunk. A diagramokon
feltiintettiik az atlagot és a szorast. A statisztikai értékelésnél a Student-féle t tesztet alkalmaztuk
a kontroll és a CPX kezelések 6sszehasonlitasara, ahol a jelolések a kdvetkezOk voltak: ns(nem

szignifikans), *(P<0.05); **(P<0.01); ***(P<0.001); ****(P<0.0001).
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/. Eredmények

7.1. A CPX Kkoncentraciofiiggésének vizsgalata paradicsom
csiranovények fejlodésére
Eldzetes vizsgalataink soran Osszehasonlitottuk a CPX kiilonb6z6 koncentracioinak a
paradicsom csirandvények fejlodésére gyakorolt hatasat. Mivel a novényekben még nem allt
rendelkezésre informéacio a CPX kezelésrdl, igy az allati rendszerekben hasznalt
koncentraciokat alkalmaztuk. A csirazési szazalék alapjan elmondhato, hogy a kivalasztott CPX
50 uM-ban alkalmazva késleltette a csirazast a kontrollhoz képest (6. abra A), valamint a 72

oOras kezelést kdvetden a csiranovények hosszaban (6. abra B) és a friss tomegében tapasztaltunk

szignifikans csokkenést (6. abra C).

A B C
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o K
8 2 M CPX
- 10 uM CPX
¥ 50 uM CPX

~

50

Csirazasi szazalék (%)
Hossz (cm)
Friss tomeg (g)

0 20 40 60 80

crer

Fuego) (A) csirazasi szazalékat, (B) hosszat, illetve (C) friss tomegét hasonlitottuk dssze. n =
15, az atlagok + SD, t-proba.

7.2. A CPX hatasa a csiranovények biokémiai paramétereire

A csirandvények gyokocskéit fluoreszcens festéssel vizsgalva kimutathatd volt, hogy a
CPX kezelt csirandvények H.O. szintje jelentdsen csokkent a kontrollhoz képest, mig a

szuperoxid gydkanion tartalomban nem volt szignifikans eltérés (7. dbra).
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7. abra: A csiranévények hidrogén-peroxid (H20>) és szuperoxid gyokanion (O2”) tartalmanak
Osszehasonlitasa fluoreszcens festésekkel. A kontroll (K), illetve az 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek kitett a paradicsom csiranévényeken (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego) (A)
Amplex Red (H20,), illetve (B) dihidroetidium (O2") fluoreszcens festéseket végeztiink. A
fluoreszcens jel szamszerisitett intenzitasabol szamolt kontroll szazalék keriilt abrazolasra. n =
6, atlagok + SD, t-proba.

A CPX kezelés nem okozott jelentds eltérést a fehérje mennyiségében és a SOD enzim

aktivitasaban (8. dbra).
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8. abra: A fehérjék mennyisége, illetve a szuperoxid-dizmutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
enzimaktivitasa csiranévényekben. A kontroll (K), illetve az 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek kitett paradicsom csiranévényekbdl (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
megmértiik azok (A) fehérje tartalmat, illetve (B) szuperoxid-dizmutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
enzimaktivitasat. n = 12, atlagok + SD, t-prdba.
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A szabad PA spektrum vizsgalatakor sem az egyes PA-K koncentracidja, sem aranyuk

¢s az 0sszes PA koncentracid nem mutatott jelentds eltérést a kontrollhoz képest (9. dbra).
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9. abra: A szabad poliaminok (PA) koncentracidinak valtozasai csirandvényekben. A kontroll
(K), illetve az 50 uM ciklopirox (CPX) kezeléseknek kitett paradicsom csiranovényekbdl
(Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego) megmértiik azok (A) putreszcin (Put), (B) spermidin
(Spd), illetve (C) a spermin (Spm) tartalmat. Az eredményekbdl kiszamoltuk (D) a szabad
poliaminok (PA) teljes mennyiségét, tovabba (E) a PA-k aranyat. n = 3, atlagok + SD, t-proba.

Mivel a PA-k lebontasa erésen befolyasolja a PA-k mennyiségét, igy megvizsgaltuk a
két enzim, a DAO és a PAO enzimek aktivitasait. Eredményeink alapjan szintén nem volt

megfigyelhetd jelentds valtozas a CPX hatdsara az enzimek aktivitasaiban (10. abra).
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10. abra: A PA lebontd enzimek (diamin-oxidaz [DAO; EC.1.4.3.22], poliamin-oxidaz [PAO;
EC 1.5.3.3]) aktivitasai csirandvényekben. A kontroll (K), illetve az 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek kitett paradicsom csiranvényekbol (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
megmértiik azok (A) DAO, illetve (B) PAO enzimaktivitasat. n = 6, atlagok + SD, t-proba.

7.3. A CPX kezelés hatasa a kifejlett paradicsom névények
fejlodésére
A kifejlett paradicsom novények CPX kezelésére az 50 puM-os kezelést 24 oraig

folytattuk. A kezelés nem indukalt jelentds eltéréseket a hajtas- és gyokérhosszokban, valamint

a friss tomeg értékekben jelezve, hogy a CPX kezelés nem volt toxikus hatasu (11. abra).
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11. abra: A 4 hetes paradicsom novények biomassza paramétereinek valtozdsa ciklopirox
(CPX) kezelés hatasara. Megmértiik a kontroll (K), illetve az 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek kitett a paradicsom névények (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego) hajtasainak
(A) hosszat és (B) friss tomegét, illetve a gyokereinek (C) hosszat és (D) friss tomegét. n = 4,
atlagok + SD, t-proba.

74. A CPX Kkezelés hatasa a Kifejlett paradicsom novények

biokémiai paramétereire

A CPX kezelés hatdsat a fotoszintézis hatékonysagara a kifejlett paradicsom névények
leveleibdl pigmenttartalom vizsgalatot végeztiink. A kezelés soran nem volt kimutathato 24 6ra

utan a pigmentek tartalméban jelentds eltérés (12. abra).
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12. abra: Pigmenttartalom valtozasa a hajtasokban. A kontroll (K), illetve az 50 uM ciklopirox
(CPX) kezeléseknek kitett a paradicsom novényekbdl (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
megmértiik a hajtasok (A) klorofill-a és (B) klorofill-b tartalmat, illetve ezekbdl kiszamoltuk
(C) az osszes klorofill tartalmat. n = 12, atlagok + SD, t-proba.
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Bar a fehérjemennyiség a CPX kezelt gyokerekben kis mértékben csokkent, a SOD
enzimaktivitds €s a hajtas fehérje mennyisége nem mutatott jelentds eltérést a kontrollhoz

képest (13. abra).

A ) B
=
= =
3 0.008 = 2500
M -]
= '=>=13 2000
0.006
\?D 006 —" i S
2 P 1500
2 0.004- =
= 2 1000~
g 3
v 0.002- g 500 as
om— o=
\h N
5 S o mm
) 0-
= 0.000 . o K CPX
K CPX Q
wn
C ) D
=
= = 2500
el 0.008— =
o0 i ns
= 20 2000
0.006
S 2
] P 1500
2 .
0.004- =
£ 2 1000~
g 3
o 0.002- . g 5001
2 g
\Q :
Sl 1mm F oL
= 0.000- o K  CPX
K CPX 8

13. abra: A fehérjék mennyisége, illetve a szuperoxid-dizmutaz (SOD; EC 1.15.1.1)
enzimaktivitasa hajtasokban és gyokerekben. A kontroll (K), illetve 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek Kkitett a paradicsom novényekbdl (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
megmértiik a hajtasok (A) fehérje tartalmat és (B) SOD enzimaktivitasat, illetve a gyokerek (C)
fehérje tartalmat és (D) SOD enzimaktivitasat. n = 6, atlagok + SD, t-proba.

A kifejlett novények hajtasaiban és gyokereiben végzett vizsgalatok a PA metabolizmus
kapcsan arra mutatnak, hogy a CPX 24 6ras kezelés nem okozott eltérést a kontrollhoz képest
sem a szabad PA tartalomban, sem az dsszes PA tartalomban (14. dbra).
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14. abra: A szabad PA koncentracidinak valtozasai kifejlett novényekben. A kontroll (K),
illetve 50 uM ciklopirox (CPX) kezeléseknek kitett a paradicsom novényekbol (Solanum
lycopersicum cv. Rio Fuego) megmértiik a hajtasok (A) putreszcin (Put), (B) spermidin (Spd)
¢és (C) spermin (Spm) tartalmat, illetve a gyokerek (F) putreszcin (Put), (G) spermidin (Spd) és
(H) spermin (Spm) tartalmat. Az eredményekbdl kiszamoltuk a hajtasban (D) a szabad
poliaminok (PA) teljes mennyiségét és (E) a PA-ok aranyat, tovabba a gyokérben (1) a szabad
poliaminok (PA) teljes mennyiségét és (J) a PA-ok aranyat. n = 3, atlagok + SD, t-proba.

A PA lebontd enzimek aktivitasai gyokéren keresztiil torténd CPX kezelés hatasara
szervfiiggést mutattak (15. abra). A hajtdsokban mindkét enzim aktivitasa csokkent, mig a
gyokerek enzimaktivitasai emelkedést mutattak. Az eredmények alapjan feltételezhetd egy

kompenzalasi mechanizmus a két szerv kozott a megfeleld PA homeosztazis alakuldsa

érdekében.
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15. abra: A PA lebont6 enzimek (diamin-oxidaz [DAO; EC.1.4.3.22], poliamin-oxidaz [PAO;
EC 1.5.3.3]) aktivitasai hajtasban és gyokérben. A kontroll (K), illetve 50 uM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek Kitett a paradicsom névényekbdl (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
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megmértiik a hajtasok (A) DAO és (B) PAO enzimaktivitasat, illetve a gyokerek (C) DAO és
(D) a PAO enzimaktivitasat, n = 6, atlagok + SD, t-proba.

A hipuzinacid sikerességét és a gatloszer alkalmazhatdsagat western blot analizissel
tamasztottuk ala két fejlodési stadiumban és a kifejlett novény szerveiben (16. dbra). A
hipuzinacio fébb elemeit (DHS, DOHH és hipuzinalt eIF5A) antitestek segitségével mutattuk
ki. A CPX mellett a GC7 nevii DHS gatlészert alkalmaztuk, hogy nyomon kovessiik a
hipuzinacié alakulasat. Eredményeink azt mutatjak, hogy fejlodésbeli ¢és szervfiiggd
kiilonbségek is megjelennek, mivel mig a DHS mindhdrom szervben megjelenik, addig a
DOHH a gyokérben nem volt kimutathato mennyiségben. Erdemes megjegyezni, hogy a
DOHH mennyisége nemcsak a CPX kezelés hatasara, hanem a DHS gatlaséara is emelkedést
mutatott. A hipuzin mennyisége mindharom szervben esetén CPX hatdsara csokkenés volt

tapasztalhato, alatamasztva, hogy a CPX valoban gatolta a hipuzinaciot (16. abra).
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16. abra: DHS, DOHH, hipuzin és aktin kimutatasa western blot analizissel. Kontroll (K), 50
uM Ni-guanil-1,7-diaminoheptan (GC7) illetve 50 uM ciklopirox (CPX) kezeléseknek tettiik
ki a paradicsom (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego) csira- (72 oras kezelés) és kifejlett
novényeket (24 oras kezelés). A ndvényi mintdkbol western blot analizissel kimutatisra
keriiltek a DHS, DOHH, hipuzin és aktin, amihez 7,5 pg fehérjét tartalmazo
kivonatot hasznaltunk.
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7.5. Felmeriilt kérdések

A csirandvények gyokerének morfologiai vizsgéalatai soran az 50 pM CPX kezelt
gyoOkerek stressz-indukalt morfologiai valaszokat (Kolbert, 2016) mutattak sztereomikroszkdp
alatt, ami felveti a hormonalis atrendezddés kérdését (17. abra). A kapott eredmények alapjan

a jovében szeretnénk megvizsgalni a hipuzinacio gyokérfejlddésben jatszott szerepét.

17. abra: A stressz-indukalt morfoldgiai valaszok megjelenése az 50 pM ciklopirox (CPX)
kezeléseknek kitett paradicsom csirangvényeken (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego).

A kifejlett novények esetében megvizsgaltuk a 48 oras kezelés hatasat, ahol viszont a
kezelés mar toxikus hatasu volt a paradicsom ndvények szamara, aminek kovetkeztében a
levéllemezeken sziirkés, nekrotikus foltok (kék korok), illetve a levélszéli elhalasok (kék
nyilak) jelentek meg (18. abra). A jovében szeretnénk feltarni a toxikus hatasok hipuzinaciétol

valo fliggését.

K

CPX

18. abra: Nekrotikus foltok megjelenése a leveleken. A 48 dran at tartd, 50 uM ciklopirox
(CPX) kezelésnek kitett 4 hetes paradicsom névények (Solanum lycopersicum cv. Rio Fuego)
levelein sziirke nekrotikus foltok lettek lathatoak.
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8. Osszefoglalas

crer

novényekben nem all rendelkezésre informacio. Munkamban célul tiiztem ki, hogy egy, az allati
rendszerekben hasznalatos DOHH gatloszer alkalmazhat6sagat vizsgalom meg paradicsom
modellndvényben. Vizsgélataim soran két fejlodési stadium, a csirdzas és a kifejlett fiatal
novények CPX gatloszerre adott valaszait figyeltem meg. Az altalunk alkalmazott
koncentraciok koziil egyedil az 50 pM CPX kezelés hatdsara tapasztaltunk jelentds
csirazéasgatld hatdst, ami a csirandvények hosszaban ¢és friss tomegében mutatkozott meg. A
csirandvények biokémiai paraméterei nem mutattak toxikus hatast a fehérje és a SOD
enzimaktivitasban, amit alatdmasztottak a gyokdcskék fluoreszcens festései is. A szabad PA
spektrum vizsgalata, valamint a PA lebont6 enzimek aktivitdsai nem mutattak jelentds eltérést
a CPX kezelt csirandvények esetében, alatdmasztva azt, hogy a CPX kezelés nem befolyasolta
jelentésen a PA metabolizmust, igy a CPX kezelt csirandvényekben is megfeleld mennyiségii
szubsztrat Spd allt rendelkezésre a hipuzinacidhoz. A csirandvények esetében a western blot
analizis soran kimutattuk, hogy a CPX kezelés nem befolyasolta a DHS fehérje mennyiségét,
mig a DOHH csdkkenést mutatott, ami okozhatta a hipuzin csdkkenését. Osszefoglalva
csiranovényekben a CPX a DOHH gatlasan keresztiil volt képes a hipuzinaci6 sikerességét
csokkenteni és nem pedig a rendelkezésre allo6 PA metabolizmuson keresztiil. A Kifejlett
novényeken végzett CPX kezelések soran 24 ora elteltével nem tapasztaltunk semmilyen
toxikus hatést a vizsgalt paramétereken, sem a PA homeosztazison, egyediil a PA-k lebontasat
végzd enzimek aktivitdsai mutattak szervfiiggd eltéréseket. Western blot analizissel
bizonyitottuk, hogy a CPX kezelés hatasara csokkent a hipuzin mennyisége, a DOHH viszont
jelentds emelkedést mutatott a kontrollhoz képest a hajtasban, mig a gyokérben nem volt
detektalhato. Kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a CPX 24 6raig nem volt toxikus
a paradicsom ndvények szamara €s a hipuzinacio6 gatlasa sikeresen megtortént. A hosszabb tava
CPX kezelés soran stressz-indukalt morfologiai valaszok jelentek meg a csirandvények
gyokerein, valamint a hajtdsok nekrotikus foltokat mutattak, amelyek tovabbi vizsgalatokat

igényelnek annak bizonyitaséara, hogy ezek a valaszok valdban a hipuzinacidhoz kotddnek.
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