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Roviditések jegyzéke

ASC: aszkorbat

BiP: ,,luminal binding protein”

bZIP: bazikus leucin cipzar

CAT: katalaz

CDNB: 1-klor-2,4-dinitrobenzol
DHAR: dehidroaszkorbat reduktaz
DTNB: 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesav
DTT: ditiotreitol

ER: endoplazmatikus retikulum
ERAD: ER-hez k6t6d6 protein lebontas
ERO: ER protein tiol diszulfid
oxidoreduktaz

ERSE: ER stresszvalasz elem

ET: etilén

GGC: gamma-glutamil ciklotranszferaz
GGT: gamma-glutamil transzpeptiddz
GPOX: glutation peroxidaz

GR: glutation reduktaz

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

GST: glutation transzferaz

H20.: hidrogén-peroxid

HR: hiperszenzitiv vélasz

HSP: hésokk fehérje

ICS: izokorizmat szintaz

IRE: inozitol-fiiggd enzim

JA: jdzmonsav

MDA: malondialdehid

NBT: , nitro blue tetrazolium”
NEM: N-etilmaleimid

Oz szuperoxid-gydkanion
PAL: fenilalanin-ammonia-liaz
PBA: 4-fenilvajsav

PCD: programozott sejthalal
PDI: protein diszulfid izomeraz
PER: peroxidaz

PR: patogenezis-kapcsolt
ROS: reaktiv oxigén formak
RT-qPCR: kvantitativ valds idejii
polimeraz lancreakcid

SA: szalicilsav

SAR: szisztematikus szerzett rezisztencia

SOD: szuperoxid-dizmutaz
TCA: triklorecetsav

Tm: tunikamicin

UPR: ,,unfolded protein response”

UPRE: ,unfolded protein

element”



Tartalmi o6sszefoglalo

A novényi ¢letfunkciok fenntartasdhoz elengedhetetlen a fehérjék szintézise ¢és megfeleld
feltekeredése, melynek helye a sejtben az endoplazmatikus retikulum (ER). Stressz soran az
¢lettani folyamatok jelentdsen megvaltozhatnak, tobb hibds szerkezetli fehérje johet létre,
melyek bontdsa soran a redukalt glutation (GSH) felhasznalodik és oxidaltta (GSSG) alakul.
Ugyanakkor a glutation metabolizmusanak hormonalis szabalyozasa az ER-stressz alatt nem
teljesen ismert még ndvényekben. A szalicilsav (SA), mint novényi hormon fontos szerepet
jatszik a novények védekezésében tobbek kozott a redox jelatvitel és az antioxidans védelmi
rendszer szabalyzasaval. Kisérleteink célja az SA glutation metabolizmusara gyakorolt
hatasanak felderitése az ER-stressz soran. Méréseinkhez intakt paradicsom novények leveleit
hasznaltunk fel, melyeket 24 6ras SA kezelésnek tettiink ki. Az ER-stresszt tunikamicin (Tm)
segitségével idéztiik eld, mérséklésére pedig 4-fenilvajsavat (PBA) hasznaltunk. Eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy az SA és a Tm kezelések is fokoztdk az SA markergén PR1
expressziojat, mely azonban a Tm kezelés hatdsara szignifikdnsan nagyobb volt, amit a PBA
kezelés mérsékelt. Az ER-stressz markereként a BiP expresszidjat vizsgaltuk meg, mely
hasonléan valtozott a PR1 généhez, az SA ¢és Tm kezelések fokoztdk azt, a PBA pedig
csokkentette. A Tm és SA kezelések novelték a szuperoxid gydkanion és hidrogén-peroxid
szinteket a levelekben. Az oxidativ stressz eredményeként ndtt a Tm és SA kezelések hatasara
a lipidperoxidacio és az ionkieresztés is, melyet azonban a kombinalt kezelés mérsékelt az SA
kezeléshez képest. Megvizsgaltuk az ER-stressz soran kulcsszereppel biro glutation
metabolizmusat is a novényekben. Erdekes modon minden kezelés fokozta a GSH és GSSG
tartalmakat a 24. 6rdban. Mig a Tm kezelés csak kismértékben befolydsolta a glutation
metabolizmuséaban szerepet jatszo kulcsenzimek, a glutation reduktaz (GR), glutation peroxidaz
(GPOX) és glutation transzferaz (GST) aktivitasat és az 6ket kodolo gének expresszidjat, addig
az SA kezelés jelentds mértékben novelte azt. Méréseink alapjan megallapithatjuk, hogy az SA
onmagdban is képes ER-stressz kivaltasara, mely oxidativ robbandshoz ¢s eziltal az
¢letképesség csokkenéséhez vezet, ez azonban a Tm kezelés altal kivaltott ER-stressz alatt
mérseklddik. Az eredményeink alapjan a folyamatban az SA altal szabalyozott glutation

metabolizmusanak kulcsszerepe van.

Kulcsszavak: ER stressz; glutation; reaktiv oxigénformak; szalicilsav; tunikamicin



1. Irodalmi attekintés

1.1. Az ER-stressz

A novényekre hato stresszt kiilonb6z6 stresszfaktorok valtjak ki. Ezek lehetnek abiotikusak (pl.:
sO, napsugarzas, mechanikai hatasok) vagy biotikusak (pl.: virusok, baktériumok, gombak,
rovarok). Az ilyen hatasok ellen a novények folyamatosan védekeznek, mely a fehérjék
szintézisében is kifejezédik. A folyamat kozponti sejtszervecskéje az endoplazmatikus
retikulum (ER), és annak lumene. Ez egy specifikus, erdsen oxidativ kornyezet, melynek a
fehérjék feltekeredésében, azon beliil is a diszulfidhidak kialakitasaban van jelentés szerepe
(Xu és mtsai., 2005).

Stressz hatasara az ER-ben fokozodik a fehérjék termelése, ez azonban tobb hibas
térszerkezetli protein kialakulasahoz vezethet, mivel a lebontd rendszer nem mindig képes
Iépést tartani az 0j fehérjék keletkezésével. Ezek a nem, vagy rosszul feltekeredett fehérjék
felgytilhetnek az ER lumenében, és igy ER-stresszt valtanak ki (Iwata és Koizumi, 2012). A
folyamat kovetkezményeként kialakuld valaszt ,,unfolded protein response”-nak (UPR)
nevezziik.

Ez a védekezd mechanizmus, dajkafehérjék (chaperonok) szintézisével, a fehérjék
keletkezésének kiegyensulyozasaval és az ER-hez kotédd protein lebontds (ERAD)
aktivalasaval segit megdrizni a sejtek homeosztazisat (Liu és Howell, 2016). Ezen folyamatok
eltavolitjak a rosszul hajtogatott proteineket, valamint fokozzak az 0j fehérjék termelésének
képességét. Végsd esetben, a sulyos vagy visszafordithatatlan stressz hatasara programozott
sejthalal (PCD) indukalodik a novényekben (Chen és Brandizzi, 2013; Poodr és mtsai., 2019).

Az UPR folyamatéanak két f6 aga novényekben a bazikus leucin cipzar 28 (bZ1P28), illetve
az inozitol-fliggd enzim (IRE1) altal szabalyozott tutvonal (1. abra). Mindkét folyamat
elinditasaban kulcsszerepet kap egy specialis molekularis chaperon, a ,,luminal binding protein”

(BiP). Normal koriilmények kozt a BiP mas dajkafehérjékkel egyiitt segiti a fehérjék

crcr

.....

2014; Oikawa és mtsai., 2009).

A bZIP28 egy 2-es tipusit membran protein (Srivastrava és mtsai., 2014), mely a rosszul
hajtogatott fehérjék hatasara aktivalodik az ER lumenében. A BiP disszociaciot kovetden egy
,,coat protein” 11 vezikulumba (COPII) csomagolva az ER-bdl a Golgiba keriil, ahol a ,,Site-2”

proteaz (S2P) proteolitikusan hasitja. Ezt kovetden a hasitott bZIP28 a sejtmagba kertil, ahol az



ER stresszvalasz (ERSE) promoéter elemhez csatlakozik és specialis stresszvalasz géneket
aktival (Srivastrava és mtsai., 2012; Po6r és mtsai., 2019).

A masik utvonal elsé 1épéseként az IRE1 ,felszabadul” a BiP gatlas alol, a lumindlis
doménje hozzakapcsolddik a rosszul hajtogatott fehérjék hidrofob részéhez, melyet kovetden
dimerizalodik, illetve oligomerizalédik (Shamu és Walter, 1996). Az IRE1 az N-terminalis
végén 1évé lumindlis doménjével érzékeli a bekovetkezett valtozasokat és a membranon
keresztiil képes RNaz doméneknek eljuttatni az ER-stressz jelet (Zhang és mtsai., 2016). Ennek
a folyamatnak az eredménye lesz az IRE1 medialta bZIP60 mRNS hasitas, mely hasitott bZIP60
transzkripcios faktorra (Nagashima ¢és mtsai., 2011) transzlalodik és a sejtmagba
transzportalddik, ahol az un. ,,unfolded protein response element” (UPRE) és ERSE cisz-hat6
elem tartalmi UPR gének kifejezOdését aktivalja (Iwata és Koizumi, 2012; Podr és mtsai.,

2019).
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1. abra: A SA ¢és az ER-stressz kapcsolata (Park és Park, 2019 alapjan). ABA: abszcizinsav,
BIP: ,luminal binding protein”, bZIP: bazikus leucin cipzar, CPR: ,,constitutive expressor of
pathogenesis-related genes”, IRE: inozitol-fiiggd enzim, NPR: ,,non-expressor of pathogenesis-
related genes”, SA: szalicilsav, SI1P és S2P: ,site” 1 és 2 proteaz.




A két folyamat az ER-stressz kezelésének két kiilonallo agat alkotja, azonban megfigyeltek
egyiittmiikodésiikre utald jeleket is. Elesztd két-hibrid rendszerben a bZIP60 képes
heterodimert képezni a bZIP28-cal (Liu és Howell, 2010), illetve néhany gén, mint a BiP3
aktivalasahoz a bZIP28-ra és bZIP60-ra is sziikség van (Iwata és mtsai., 2008).

Stressz soran is 1étfontossagu a fehérjék megfeleld térszerkezetének kialakitasa, melynek
egyik, az ER-ben zajl6 1épése a diszulfidhidak kialakulasa, vagyis az ,,oxidativ protein folding”
(2. abra). Ez egy poszttranszlaciés modositas, melyhez oxidaldo kornyezetre van sziikség
(Meyer, 2019), ennek a feltételnek az ER megfelel, mivel a citoszolhoz képest akar kb. 100
mV-al is magasabb redox potenciallal rendelkezhet (Birk és mtsai.,, 2013). A citoplazma
redukalt kozeg, itt a fehérjék nem-feltekert és védett helyzetben vannak a dajkafehérjék miatt,
a ciszteinjeik redukalt allapotban maradnak. A naszcens polipeptideken csupan
transzlokacidjuk kozben megy végbe az ,,oxidativ protein folding” (Meyer és mtsai., 2021).

Az oxidalo kornyezettel rendelkez6 sejtrészekbe ,,diszulfid relé rendszerek™ juttatjak be a
diszulfidhidakat. Ennek részei, egy, a diszulfidhidat generalo tiol oxidaz, illetve egy tiol
oxidoreduktaz, mely szabalyozza a szallitasukat a specifikus szubsztrat proteinekhez. Utdbbiba
tartoznak a protein diszulfid izomerazok (PDI), melyeket egy ER oxidoreduktaz (ERO) oxidal
(Meyer ¢és mtsai., 2019). Az ERO egy glikolizalt flavoenzim, mely szorosan kotédik az ER
membran lumindlis részéhez, mig a PDI egy tioredoxin szerii fehérje, mely képes a
diszulfidkotések redukalasara, oxidalasara és izomerizacidjara is (Pollard és mtsai., 1998). Egy
elektronszallitd rendszerre is sziikség van a szubsztrat és az akceptor kozt, mely altalaban a
molekularis oxigén (Meyer, 2019). A fehérjék érése soran a kotések a PDI fehérjék és a
célfehérjék tiol csoportjai kozt keletkeznek, azonban ez az enzim egyediill nem képes 1j
diszulfidhidat 1étrehozni. A folyamat soran egy oxidald agensre van sziikség, mert a PDI két
tioredoxin doménje redukalodik. Ezt a szerepet az ERO1 jatssza (Urade, 2019). Az ERO enzim
N-terminalis transzmembran része segitségével horgonyozza magat az ER lumenbe, illetve
enzimatikus részével transzferalja a fehérjéket a PDI-r6l a molekularis oxigénre. Ehhez azonban
sok mozgato (,,shuttle”) ciszteinre és FAD kofaktorra van sziikség, mely az eukariotak nagy
részében erdsen konzervalt (Aller és Meyer, 2013).

Stressz alatt tehat az ER-ben fokozodik a fehérjék szintézise, ezzel egyiitt a nem megfeleld
aminosavak kozt kialakulé (,,mismatched”) diszulfidhidak szama is, melyek lebontasa kozben
a redukalt glutation (GSH) oxidaltta (GSSG) alakul. Amennyiben ez az allapot sokaig tart, a
GSH készlet nagy része oxidalodhat (Ozgur és mtsai., 2018). Emellett a diszulfidhid-formaciod
fokozodasaval, emelkedik a PDI-ERO1 aktivitasa, ami magasabb H20. szinthez vezethet
(Ozgur és mtsai., 2014).



ER-Lumen)

2. abra: ,,Oxidativ protein folding” folyamata (Meyer és mtsai., 2021 alapjan). ERO: ER
oxidoreduktaz, GPXL3: glutation peroxidaz-szeri enzim 3, GRX: glutaredoxin PDI: protein
diszulfid-izomeraz, GSSG: oxidalt glutation, GSH: redukalt glutation.

Az ER-stressz egyiitt jar a redox metabolizmus jelent6s megvaltozasaval, valamint
reaktiv oxigénformak (ROS) erételjes keletkezésével (Ozgur és mtsai.,, 2014). A ROS
keletkezése elsdsorban a mitokondrialis és kloroplasztikus elektrontranszportlanc miikodése, a
plazmamembran NADPH oxidazai, valamint a peroxiszomak és az ER-ben torténd ,,oxidativ
protein folding” altal torténhet (Attacha és mtsai., 2017). A ROS metabolizmusa rendkiviil
fontos mind a biotikus, mind pedig az abiotikus stresszfolyamatokban. Az elnevezés az oxigén
szabadgyokokre és bomlastermékeikre utal, melyek a kovetkezOk lehetnek: hidrogén- peroxid
(H202), szuperoxid gydkanion (O2™), szinglet oxigén (*O2), és hidroxil gyok (‘OH) (Mittler,
2017). Keletkezésiik az aerob metabolizmus természetes velejardja, azonban stressz alatt
felborul az egyensuly a keletkezésiik és a lebontasuk kozott (Mittler és mtsai., 2004). Kis
mennyiségben elengedhetetlenek a jelatviteli folyamatokban (pl. H205), stressz alatt azonban
toxikus mennyiségben halmozodhatnak fel, oxidativ stresszt kivaltva és karositva a DNS-t,
RNS-t, fehérjéket és a sejtmembranokat is (Mittler, 2017). A karosodas kivédésére a
novényekben enzimatikus €s nem-enzimatikus antioxiddns rendszerek fejlodtek ki. A
legfontosabb enzimatikus antioxidansok a szuperoxid dizmutaz (SOD), a katalaz (CAT), a
peroxidaz (PER) és glutation peroxidaz (GPOX) enzimek. A nem enzimatikus antioxidansok
koziil a legfontosabbak a glutation, illetve az aszkorbat, de fontosak meg a karotinoidok,
flavonoidok, és a tokoferol is (Mittler, 2017; Cao és mtsai., 2022).



1.2. A szalicilsav (SA)

A szalicilsav (SA) a novényi fenolvegyiiletek kozé tartozd vegyiilet. A ndévényekben
hormonként modulalja tobbek k6zott a novekedést és fejlodést, a fotoszintézist és a viragzast.
A redox jelatvitel és az antioxidans védelmi rendszer befolyasolasaval kulcsszerepet jatszik a
novények védekezésének szabalyzasaban, a PCD vagy a rezisztencia folyamatok kivaltasaban
(Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011; Saleem és mtsai., 2021). Az SA szintézisének két ttja
ismert: citoplazmaban fenilalaninbdl, transz-fahéjsavon és benzoesavon keresztiil keletkezik a
fenilalanin-ammonia-liaz (PAL) segitségével, illetve a plasztiszban az izokorizmatbol az
izokorizmat szintdz (ICS) altal katalizalva. Mindkét bioszintézis-itvonal hozzajarul mind az
alap, mind pedig a stressz-indukalt SA akkumulacidjahoz (Dempsey és mtsai., 2011; Lefevere
¢és mtsai., 2020). A novényekben 1évé SA koncentraciok és a hormonhoz kothetd funkciok
azonban nagy valtozatossagot mutatnak a kiilonboz6 novényfajokban, szervekben, de a

kisérletek soran dontd lehet a kezelés modja, idétartama, illetve a napszak €s a fényintenzitas

is (Raskin és mtsai., 1990; Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011).

1.3. Az ER-stressz és az SA

Az SA és a ROS a stresszfolyamatok soran kdlesondsen hatnak egymasra (Holuigue és mtsai.,
2007; Herrera-Vasquez és mtsai., 2015). A hormon képes ROS felhalmozodast (pro-oxidans)
és ROS lebontést (antioxidans) el6idézni a kiilonbozd kornyezeti ingerekre adott valaszként
(Miura és Tada, 2014). Az SA alacsony koncentracioknal olyan mértékii ROS képzddést indit
el, mely fokozza a novények antioxidansok altali védekezését, azonban a magas SA
koncentraciok hatasara a ROS olyan mértékli akkumulacioja torténik, mely oxidativ stresszt és
akar PCD-t is Kivalthat (Lee és mtsai., 2010; Saleem és mtsai., 2021). Ez féleg lebont6 enzimek
(CAT, PER) gatlasan keresztiil valosul meg (Durner és Klessing, 1995).

A novényekben a patogének ellen kétféle f6 vedekezd reakcio alakult ki. A konstitutiv
valasz mindig aktiv, mig az indukalt védelmi valasz csak patogének tamadasa esetén miikodik.
A fert6z0dés hatasara hiperszenzitiv valasz (HR) alakul ki (Velasquez és mitsai., 2018). E
folyamat soran gyors és lokalizalt PCD torténik a fert6zés helyén, megakadalyozva a korokozok
tovabb terjedését (Goodman és Novacky, 1994). A HR utan egy masodlagos védelmi valasz is
aktivalodik, melyet szisztematikUs szerzett rezisztencianak hivunk (SAR) (Ding és Ding, 2020).
A SAR soran a még egészséges novényi részekbe vagy mas novényekbe importalddnak kémiai
jelek, ahol a patogének elleni nagyobb rezisztenciat 1étrehozo folyamatokat indukalnak (Singh

¢és mtsai., 2017). Ennek a szabalyzasaban mas hormonoknak, mint példaul az etilénnek (ET) és



jazmonsavnak (JA) is szerepe van (Yang és mtsai., 2013). Stressz alatt az SA hatasara
masodlagos metabolitokat, antioxidans enzimeket, hdsokk fehérjéket (HSP) és dajkafehérjéket
kodold gének aktivalodnak (Janda és mtsai., 2020; Saleem és mtsai., 2021).

Az SA altal indukalt jelatvitel kulcsmolekulaja a ,,non-expressor of pathogenesis-related
genes 1”7 (NPR1) (Cao és mtsai., 1997), melynek monomerizacidjat és sejtmagba torténd
valtozéasainak nagy része NPR1-fliggd (Mou és mtsai., 2003).

Stressz hatasara tehat a ndvényekben magasabb SA szinteket mérhetiink, mely hatdsara
ROS akkumulacio6 torténik, mely a fehérjék oxidaciojahoz és sejthalalhoz vezethet (Vlot és
mtsai., 2009). A hormon hatasara specialis gének, az un. patogenezis-kapcsolt (PR) gének
expresszalodnak, melyek keletkezéséhez elengedhetetlen a fehérje hajtogatdo rendszer
megfeleld miikodése (Wang és mtsai., 2005). A PR fehérjék antimikrobidlis tulajdonsagokkal
rendelkeznek, patogének hatdsara indukalodik atirasuk. A PR gének SA mediltak, SA
markerként is ismertek a fertézott novényekben (Zhang és mtsai., 2010). A fehérjék tobb,
kiilonb6z6 modon jatszhatnak szerepet a névények védekezésében. Tobbek kozott a PR1 szterol
kotd aktivitast mutat, ehhez kotve gatolja a patogének miikodését. A PR2 egy B-1,3-glukanéz,
ami a bakterialis és fungalis sejtfalat képes lebontani, mig a PR3 és PR4 fehérjék kitinazok
(Selitrennikoff, 2001; Saleem és mtsai., 2021).

A SAR soran a védekezéshez sziikséges, SA fiiggd ER-stressz gének NPRI1 fiiggd
aktivaciot mutatnak Arabidopsisban. Ezek kozé tartozik a Sec61 ER membran csatorna és a
,»signal recognition particle” (SRP) receptor, kiilonb6z6 dajkafehérjék (pl.: BiP, kalnexin,
kalretikulin), valamint a PDI is. Wang és mtsai. szerint a SA mintegy felkésziti az ER-t a stressz
soran a megemelkedett igénybevételre (Wang €s mtsai., 2005).

Stresszmentes koriilmények kozt az NPR1 a citoszolban lokalizalodik oligomerként, amit
a molekulan beliili diszulfidhidak tartanak Ossze. Stressz alatt n6 az SA koncentracidja,
melynek hatasara redox valtozasok kovetkeznek be és az NPR1 redukalodik a tioredoxin
segitségével, illetve monomerizalddik (Mou és mtsai., 2003; Kneeshaw és mtsai., 2014). Az
NPRI1 ezt kovetden a sejtmagba transzportalodik, ahol a WRKY vagy TGA transzkripcios
faktorokkal kdlcsonhatva befolyasolja a SA fliggd génexpresszidt (pl.: PR1 atirasa) (Fan és
Dong, 2002; Pandey és Somssich, 2009). A TGA-transzkripcids faktorok a bZIP-ek kozé
tartoznak, két SA fiiggd osztalyuk van: az elsé osztalyba tartozok redox szenzorok, képesek
modositani ciszteinjeik oxidativ allapotat az NPR1-el valo kotés soran (Spoel és Loake., 2011).
A 2-es osztalya TGA-ra az SA-medialt védekezési gének kifejezéséhez van sziikség (Herrera-

Vasquez és mtsai., 2014). Amikor az NPR1 belép a sejtmagba a TGA-t koti a PR1 prométer
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szabalyz6, visszacsatoldo mechanizmust kodolnak (Seyffreth és Tsuda, 2014; Saleem és mtsai.,
2021).

Az NPR3 ¢és NPR4 is SA receptorok, de transzkripcionalis gatloként akadalyozzak az
NPRI1 funkcidjat az SA hianya esetén. Emellett az SA jelatvitelre is negativan hatnak az NPR1
degradacioja altal (Ding és mtsai., 2018, Saleem és mtsai., 2021).

Meglep6 mddon azonban nprl-1 hidnymutans Arabidopsis novények segitségével sikeriilt
bizonyitani, hogy mind a bZIP60-, mind a bZIP28-fiiggé SA altali UPR génindukcio NPR1-
fliggetlen utvonalon torténik (1. dbra) (Nagashima és mtsai., 2014), azonban ez a folyamat még
nem teljesen ismert. A tunikamicin (Tm) indukalta ER-stressz az NPR1 éaltal szabalyozott, a
fehérje gatolja a bZIP60 ¢és bZIP28 transzkripciondlis szerepét (Lai és mitsai., 2018).
Kimutattak, hogy Arabidopsisban a ,,constitutive expressor of pathogenesis-related genes” 5
(CPR) az SA negativ szabalyzoja (Bowling és mtsai., 1997). Ezen kiviil az enzim a bZIP28 és
a bZIP60 gatlasara is képes, vagyis képes gatolni az UPR folyamatat az SA-befolyasolta
novekedés érdekében (Meng és mtsai., 2017).

1.4. A GSH metabolizmusa

A glutation egy alacsony molekulastuly antioxidans, mely fontos szerepet jatszik a tiol-
diszulfid interakcidk sordn. A sejtek f6 redox puffere, el6fordul redukalt (GSH) és oxidalt
(GSSG) formaban is, azonban normal koriilmények kozt a citoszol alig tartalmaz GSSG-t
(Meyer és mtsai., 2007; Gutscher €s mtsai., 2008).

A glutation egy tripeptid, egy-egy Glu-Cys-Gly aminosavbol épiil fel, mely két 1épésben
keletkezik. Az els6t a gamma-glutamilcisztein szintetaz (GSH1), a masodikat a glutation
szintetaz (GSH2) enzim katalizalja (Noctor és mtsai., 2012). A molekula lebontasa torténhet
citoplazmatikusan vagy extra-citoplazmatikusan (apoplaszt és vakudlum). A citoplazmatikus
lebontas kulcsenzime a gamma-glutamil ciklotranszferaz (GGC) és az oxoprolinaz (OXP1),
mely az 5-oxoprolint bontja glutamatta. A gamma-glutamil transzpeptidaz enzimek az
apoplasztban (GGT1 and GGT2) és a vakudlumban (GGT4) talalhatok. A két utvonal egyiitt és
egyszerre is mitkkddhet, ugyanakkor vannak egyedi szerepeik és jellemzoik (Masi és mtsai.,
2015; Uzilday és mtsai., 2017).

A glutation mennyiséget szabalyzo enzimek kozé tartozik a glutation reduktaz (GR), a
dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR), a glutation transzferazok (GST) és a glutation peroxidazok
(GPOX) (Mittler és mtsai., 2004). Ezek koziil a GR és a DHAR az Asada-Halliwell-Foyer
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ciklus szerepldi, rendkiviil fontosak a sejtek redox allapotanak fenntartasdban a glutation és
aszkorbat homeosztazis fenntartasan keresztiil (Noctor és mtsai., 2012). Az oxidalt glutationt
(GSSG) a glutation reduktdz (GR) képes redukalni NADPH segitségével, melynek
eredményeként redukalt glutation (GSH) keletkezik (Noctor és mtsai., 2012). A GST-k szerves
peroxidok redukalasdban ¢és xenobiotikumok GSH konjugacio segitségével torténd
eltavolitasaban fontosak (Meyer és mtsai.,, 2012). Arabidopsisban eddig 53 GST-t
azonositottak, melyek kiillonb6zd osztalyokba sorolhatok. Ezek koziil némelyek altalanosan
aktivalodnak a kiilonboz6 stresszorokra, mig masok csak egy-egy specifikus hatasra
érzékenyek (Sappl és mtsai., 2009). A névényi GPOX-ok fontosak a H20: és a lipid peroxidok
semlegesitésében, emellett a névényi sejtek minden kompartmentumaban megtalalhatok (Bela
és mtsai., 2015). Altalaban a tioredoxint (TRX) hasznaljak redukaloszerként, de néhany
rendelkezik glutation és tioredoxin funkciokkal is (Herbette és mtsai., 2002; Uzilday és mtsai.,
2017).

Redox érzékeny fluoreszcens fehérjék (roGFP) segitségével megallapitottak, hogy a GSH
elektrokémiai redukcids potencialja az ER-ben -208 mV, ami magasabb, mint a citoszolban
mérhet6, -300 mV-0s érték. Ez az eredmény utal a GSH fontos redukalo képességére az ER-
ben (Birk és mtsai., 2013). Emiatt a GSH-okozta redukci6 az oxidalt, dimer forma kialakulasat
eredményezi (GSSG). Az oxidacié utdn a GSH-t a glutation reduktdz (GR) tudja regeneralni
NADPH elektrondonor segitségével. A GR azonban hianyzik az ER-b6l, emiatt itt a diszulfid-
hidak keletkezésének megfeleld, erésen oxidalo kornyezet johet 1étre (Ulrich és Jakob, 2019).

1.5. A GSH metabolizmusa és az ER-stressz

Az UPR folyamata soran a hibas diszulfidhidak lebomlanak a redukalt glutationok (GSH)
segitségével az ER lumenében (Tu és Weissman, 2004). Emiatt hosszan tartd stressz soran
oxidalodhat a GSH készlet, ami befolyasolja a redox allapotot. A GSH-metabolizmus
egyensulya tehat rendkiviil fontos az ER-ben a fehérjék keletkezésének szempontjabol, errél
azonban jelenleg még keveset tudunk a névények esetében (3. abra). Az ER folyamataiban
fontos szerepe lehet az aszkorbatnak és dehidroaszkorbatnak is (Gest és mtsai., 2013; Uzilday
és mtsai., 2017).

ER-stressz hatasara megnd a glutation bioszintézis gének aktivitasa, ami emelkedett GSH
szinteket eredményez Arabidopsisban (Uzilday és mtsai., 2017). Azonban emellett indukalodik
a GGT1 altal katalizalt lebontd utvonal is, ennek ellenére a glutation szint emelkedik az
apoplasztban. Ennek magyarazata, hogy az enzim szerepe a tobblet apoplasztikus GSSG

lebontasa lehet (Uzilday és mtsai., 2017). Arabidopsis ggtl hianymutansok vizsgalataval a
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GGT1 jelatviteli funkciojat is megallapitottak. Ilyen esetekben az apoplasztban nem torténik
GSSG lebontas, a metabolit felhalmozodik és védekezési valaszok aktivalddnak (Tolin és
mtsai., 2013). Az apoplasztikus valtozasok és a sejten beliili, ER-ben torténd stresszérzékelés
kozti kapcsolatot a gamma-glutamil ciklus és a NADPH-oxidazok (RBOHD ¢s RBOHF)
jelenthetik (Ozgur és mtsai., 2014). A ROS képzddés az apoplasztban a glutation készlet
oxidaciojat okozhatja, melynek lebontasa érdekében aktivalodik a gamma-glutamil-ciklus. Az
apoplasztikus glutation homeosztazis ROS éltali valtoztatdsdval igy az ER-stressz szintén
alternativ jelatviteli utakat aktivalhat (Uzilday és mtsai., 2017).

A glutation homeosztazis meghatarozdsaban a metabolitot szubsztratként hasznalo
enzimeknek is nagy szerep jut. Az ER-stressz hatasara fokozodik a GR, DHAR, GPOX és GST
aktivitas is (Ozgur és mtsai., 2014). Kiilondsen a GR aktivitasa jelentds, ugyanis a GSSG
redukalasaval megérzi a kell6 GSH szinteket, mely a fehérjék hajtogatasdhoz, illetve az
emelkedett ERO1 aktivitas altal keletkezett tobblet H2O2 lebontasahoz fontos (Uzilday és
mtsai., 2017).

Tunikamicin

A

ER stressz

Glutation szintézis  Glutation lebontas
(GSH1, GSH2) (GGT1)

Diszulfid hid javités \ / o i

<+— Glutation

Stressz
jelatvitel

Redox jelatvitel

\ Glutation metabolizmus enzimei ds=rssssass

(GR, DHAR, GPX, GST)

3. abra: A glutation metabolizmusa az ER-stressz alatt Arabidopsisban (Uzilday és mtsai.,
2017 alapjan). BiP: ,luminal binding protein”, DHAR: dehidroaszkorbat reduktaz, GGT:
gamma-glutamil transzpeptiddz, GPOX: glutation peroxiddz, GR: glutation reduktaz, GSH:
glutation szintetaz, GST: glutation transzferaz, UPR: ,,unfolded protein response”.

1.6. A GSH és az SA

A novényi védekezési valaszokat kis molekulasulya fitohormonok, mint amilyen az SA, JA,
ET vagy az abszcizinsav (ABA), jol szabalyozott dsszejatéka alakitja ki. A hormonok kozti
kapcsolatok nem teljesen ismertek még, azonban sok bizonyiték utal a GSH fontos szerepére a

kiilonbozo jelatviteli utak dsszekotése soran (Datta és Chattopadhyay, 2018).
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novényekben gyakran korrelacio figyelhetd meg. Az SA hatdsara novekszik a GSH szint,
valamint a GSH: GSSG arany is (Srivastava ¢s Dwivedi, 1998). A GSH a stresszvalaszok fontos
szabalyzdja. Szintjének szerepe van a H2O, okozta levél 1éziok kialakulasaban, az SA
akkumulacioban, illetve ezen hormon és a JA kozti interakcioban is (Mhamdi és mtsai., 2010).
Az SA bioszintézisét az ICS1-en keresztiil befolyasolja a GSH, a jelet a megemelkedett H>O>
szint szolgaltathatja (4. abra) (Han és mtsai., 2013; Datta és Chattopadhyay, 2018). A GSH-nak
feltehetdleg van egy, kozvetleniil az NPR1-et indukal6 hatasa is. Ezt az allitast nagyobb GSH
tartalmu, transzgenikus dohany nodvényekkel bizonyitottdk, ahol az NPR1 fiiggd utvonal
génjeinek (pl.: PRI, glutamin szintetdz) nagyobb aktivaciojat figyelték meg a vad tipushoz
képest. Az NPR1-fiiggetlen aktivacios Gtvonalon fekvo gének (pl.: PR2, PR5) expresszidjaban

azonban nem figyeltek meg szignifikans valtozast (Ghanta és mtsai., 2011).

H20: -¢—p | GSH

l ICS1
Tioredoxinok/

SA felhalmozas glutaredoxinok
NPRI1-fiiggetlen NPR| -a—
utvonal l
NPRI1-fiiggé
utvonal

v

SA-fiiggo génexpresszio
4. abra: A GSH és az SA kapcsolata (Datta és Chattopadhyay, 2018 alapjan). GSH: redukalt

glutation, H2O2: hidrogén-peroxid, ICS: izokorizmat szintaz, NPR: ,non-expressor of
pathogenesis-related genes”, SA: szalicilsav.

14



2. Célkitiizések

Kutatasaink célja az SA glutation metabolizmusara gyakorolt hatasanak felderitése volt az ER-

stressz soran. Kisérleteinkhez Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig vad tipust és SA

deficiens NahG paradicsom ndvényeket hasznaltunk fel, melyeket 24 6ras 5 pg ml™? Tm és 1
mM PBA, valamint 1 mM SA kezeléseknek vetettiik ala. Munkank soran az alabbi fobb

kérdésekre kerestiink valaszt:

Hogyan hat az ER-stresszt indukalo Tm toxin a ndvényeinkre, illetve a kémiai
chaperon PBA kezelés képes-e enyhiteni a Tm negativ hatasat?

Van-e a PBA-nak 6nmagéban is hatasa a ndvényekre?

Mi torténik, ha az ER-stressz mellett a ndvényeket exogén SA kezelésnek tessziik
ki?

Hogyan vélaszolnak a ndvények az SA kezelésre, illetve hogyan befolyasolja ez a
glutation metabolizmusat?

Hogyan valtozik az ER-stressz- és az SA markergének expresszidja a kezelések
hatéséra a paradicsomndvények leveleiben 24 ora elteltével?

Van-e kiilonbség a reaktiv oxigénformak mennyiségében a kezeléseket kovetden?
Hogyan véltoznak a redukalt és oxidalt glutation szintek a kiilonb6z6 kezelések
eredményeként?

Hogyan alakitjak a kiilonb6zd kezelések a glutation metabolizmusban szerepet
jatszo6 fobb enzimek aktivitasat?

Vannak-e kiilonbségek a glutation metabolizmusaban szerepet jatszo enzimeket
kodolo gének expresszidjdban?

Milyen valtozadsok kovetkeznek be a ndvények lipidperoxidacigjdban ¢és
1onkieresztésében a Tm, a PBA, illetve az SA kezelés és ezek kombinacioinak

hatasara?
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A novénynevelés és a kisérletek elokeészitése

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum L. cv. Ailsa Craig vad tipusu és SA deficiens,
transzgenikus szalicilsav-hidroxilaz gént kodold NahG (Brading és mtsai., 2000) paradicsom
novényeket hasznaltunk. A csirdztatds 3 napon keresztiil sotétben, 26°C-on tortént. A ndvények
kéthetes korukig perlitben, majd 6-8 hetes korukig hidropénikus kulturaban novekedtek. A
tapoldat dsszetétele a kdvetkezd volt: 2 mM Ca(NO3z)2, 1 mM MgSOs, 0,5 mM KH2POg4, 0,5
mM NazHPO4, 0,5 mM KCI és a mikroelemek (10° M MnSQOa, 5:107 M ZnSO4, 10" M CuSOs,
107 M (NH4)6M07024, 10° M H3BOs), 2-10° M Fe-EDTA, pH 5,8. A novényeket 12 oras
nappali/12 6ras éjszakai periodus, 200 pmol m2s? fényintenzitas (LED Plant Growing Shelves,
Photo System Intruments, Drasov, Cseh Koztarsasag), 24/22°C nappali/éjszakai hémérséklet
¢s 55-60 %-os relativ paratartalom mellett neveltiik. A tapoldat cseréjét kétnaponta végeztiik.
A novények az 1 mM SA, valamint az 5 pg ml™t Tm és az 1 mM PBA kezelést a tapoldattal
kaptak, 24 oran keresztil. A Tm az N-glikolizacio gatldsaval valt ki ER-stresszt (Faye és
Chrispeels, 1989), a PBA egy kémiai chaperon, mely a fehérjék térszerkezetének kialakitasat
segiti (Watanabe és Lam, 2008). A kisérletekhez 7 hetes, 8 levélemeletes, viragzasi stadiumban
I1évé novényeket kezeltiink. A vizsgalatokhoz a feliilr6l szamitott harmadik levélemeletrél
szarmazo, kifejlett leveleket hasznaltuk. A mintavételeket €s a kisérleteket 9 és 18 6ra kozott,

azonos iddpontban végeztiik és legalabb 2 alkalommal ismételtiik.

3.2. RNS izolalas, DNaz kezelés, cDNS irdas, gRT-PCR

A novényekbdl szarmazo 6sszes RNS preparalasdhoz kb. 500 mg mintét foly€ékony nitrogénben
elhomogenizaltunk, és 1 ml TRI reagenst adtunk hozz4 (1,82 M guanidium izotiocianat, 11,36
mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat (pH 4,0), 0,73 mM N-lauril-szarkozin, 45,45%
fenol). A mintdkat 65°C-on 3 percig inkubaltuk, majd 200 pl kloroformot adtunk hozza, és 15
masodperces vortexelést kovetden 3 percig szobahOmérsékleten tartottuk. Centrifugalast
kovetden (12000 g, 15 perc, 4°C) a feliiluszot 375 ul kloroform: izoamilalkoholba (24:1)
pipettaztuk at és 10 masodpercig vortexeltiik. Ujabb centrifugalas utan (12000 g, 15 perc, 4°C)
a mintakat 500 pl izopropanolba pipettdztuk €s 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Lecentrifugaltuk oket (12000 g, 10 perc, 4°C), majd a pelletet 500 ul 70%-0s hideg etanollal
tisztitottuk. Ezt kovetéen 30 pl dietil-pirokarbonattal (DEP) kezelt steril desztillalt vizben
oldottuk fel az RNS-t (Chomczynski és Sacchi, 1987). A mintakat DNaz enzimmel kezeltiik,
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4 ul DNaz puffer, 17 ul DEP-es viz és 0,2 ul RNaz inhibitorhoz eldbb 15ug RNS mintat, majd
4 ul DNaz enzimet adtunk (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Az elegyet 37°C-
on 30 percig, majd 65°C-on 10 percig inkubaltuk. A fehérjéket 150 pl kloroformmal és 150 pl
fenollal tavolitottuk el, majd a mintakat lecentrifugaltuk (12000 g, 15 perc, 4°C). A feliiliszot
tovabb tisztitottuk 200 ul kloroformmal, centrifugaltuk (16000 g, 15 perc, 4°C), majd 550 ul
hideg 96%-os etanol és 20 ul 3 M-0s Na-acetat elegyében 2-3 orat inkubaltuk. Centrifugalast
kovetden (16000 g, 15 perc, 4°C) 500 pl 70%-os hideg etanollal mostuk, majd 30 ul DEP-es
vizben feloldottuk a pelletet. Az esetleges degradaciot 1%-os agardz gélelektroforézissel
ellendriztiik (Gallé, 2010). A tisztitott RNS-t 200 U reverz transzkriptaz (RT) enzim (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA) segitségével irtuk at cDNS-sé, 4 ul RT reakcid puffer,
0,5 ul random hexamer, 1 pl 25 mM-os ANTP mix, 0,5 ul RNaz inhibitor, 13 ul DEP-es vizet
tartalmazé reakcidelegyben. A reakcié 37°C -on 1 6ran at tartott (Gallé 2010). A vizsgalni
kivant gének expressziojat qRT-PCR segitségével detektaltuk. 18 pl szintetizalt cDNS-t 342 ul
nukledzmentes vizzel higitottunk ki, majd ebbdl 1,6 ul higitott CDNS-tésszekevertiink 0,4 pl
primerparral 3 pl steril vizzel és 5 pl MAXIMA SYBR green qPCR master mixxel (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA). A kisérletben hasznalt primerek a fliggelékben
talalhatok meg (1. melléklet; Gallé és mtsai., 2021; Islam és mtsai., 2017). A kvantitativ PCR-
t (QRT-PCR) Real-Time PCR késziilékkel (qTOWER 2.0 Analytik Jena, Jena, Németorszag)
végeztiik. A reakcid soran 10 percig 90°C-on torténd hevitést egy 41 ciklusbdl 4ll6 sorozat
(15 masodpercig 95°C, 1 percig 60°C) kovetett. A PCR lefutasa utan a termékek specifikussagat
az olvadasi gérbék nyomonkévetésével ellenériztiik. Az adatok analiziséhez a 2744 modszert
alkalmaztuk. A paradicsom Elongacios-faktor-1-alfa (SIEF1a: R: 5’-
GGAACTTGAGAAGGAGCCTAAG-3’; F: 5-CAACACCAACAGCAACAGTCT-3’)
értékeit hasznaltuk referenciaként, ami mindvégig konstans expresszids szinteket mutatott a

levelekben. Az eredményeket a vad tipus kontroll eredményeire normalizaltuk (Gallé, 2010).

3.3. A szuperoxid-gyokanion kvantitativ meghatdrozdsa

A szuperoxid-gyokanion (O2 ") meghatarozasahoz (Sytykiewicz és mtsai., 2014) 100 mg mintat
1 ml dorzsol6 pufferben (100 mM NaHPO4/NaHPO4 pH 7,2 pufferben oldott 1 mM natrium-
ditiokarbamat) homogenizaltunk jégen, majd centrifugalas utan (13000 g, 15 perc, 4 °C) a
feliiluszot hasznaltuk mintaként. A reakcidelegy tartalmazott 1 ml végtérfogatban 50 pl
12 mM-os ,nitro blue tetrazolium™-ot és 300 pl feliiliszot pufferrel kiegészitve.
Spektrofotométerrel (Uvikon 930 spektrofotométer, Kontron AG, Eching, Németorszag) mérve

meghataroztuk 540 nm hullamhosszon az 1 perc alatt bekdvetkezd abszorbancia valtozast.
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3.4. A hidrogén-peroxid kvantitativ meghatdrozdsa

A H>0O; tartalom meghatarozasat Velikova és mtsai. (2000) mddszere alapjan végeztiik. 200 mg
friss novényi mintat 1 ml hideg 0,1 %-os triklorecetsavval (TCA) eldorzsoltiink, majd
lecentrifugaltuk (12000 g, 10 perc, 4°C). 250 ul feliiliszohoz 250 ul 50 mM K-foszfatpuffert
(pH 7) és 500 ul 1 M-os KI oldatot adtunk hozza, majd 6sszeraztuk és 10 perc utan, 390 nm-en
fotometraltuk az elegyet (KONTRON, Milano, Olaszorszag). A H,O, mennyiségét nmol g™
friss tomegre (FT) vonatkoztatva adtuk meg. A kalibraciot a H>O, higitasi sorozataval

készitettiik.

3.5. A nem-enzimatikus antioxiddns tartalom meghatdrozdsa

Az glutation tartalmakat Horvath és mtsai. (2015) altal médositott modszer alapjan hataroztuk
meg. Koriilbelil 100 mg ndvényi anyagot 0,4 ml 5% TCA-ban homogenizaltunk, majd
centrifugalast (12000 g, 20 perc, 4 °C) kdvetden a feliiliszot hasznaltuk a mérésekhez. Savas
kozegben a GSSG keletkezése minimalis, igy alkalmas ez az extraktum a kivonaskori redukalt-
oxidalt molekula allapotok megoérzéséhez a mérések alatt. Az optikai denzitdsok
meghatarozasahoz minden esetben az Uvikon 930 spektrofotométert (Kontron AG, Eching,
Németorszag), illetve plate olvasot (FLUOstar® Omega, BMG Labtech, Ortenberg,

Németorszag) hasznaltuk.

3.5.1. A glutation tartalom

A glutation tartalmak meghatarozasahoz egy, a GR enzim hasznalatan alapuld
spektrofotométerids modszert hasznaltunk (Griffith, 1980). Az 0ssz glutation tartalom
detektalasdhoz kozvetleniil a feliiluszot hasznaltuk, mig az oxidalt forma (GSSG) mérésénél a
feliiliszobol vett mintat 2-vinilpiridinnel kezeltiik, mely képes elfedni a redukalt format (GSH),
1 ora inkubéciot kovetden trietanolaminnal semlegesitjiik a vinilpiridint. A mérés 405 nm
hullamhosszon detektalt GR enzimaktivitas meghatarozdsan alapul, a reakcid tartalmazott
0,2 mM NADPH-t, 0,25 mM 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoesavat (DTNB), 20 ul kivonatot és 1 U
GR enzimet (Baker’s yeast; Sigma-Aldrich; St. Louis; USA) foszfat pufferben (0,1 M, pH 7,5)
1 ml végtérfogatban. A GSH mennyiségét az 6ssz glutation és GSSG kiilonbségébdl szamoltuk
ki. A mennyiségeket 0,01-20 uM GSSG koncentracids tartomanyban készitett kalibracios gorbe

alapjan hataroztuk meg.
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3.6. A glutation metabolizmusdval kapcsolatos enzimek aktivitasanak
meghatdarozasa

Az antioxidans enzimek aktivitasanak meghatarozasadhoz kortilbeliil 200 mg ndvényi anyagot
homogenizaltunk jégen 1 ml 100 mM foszfat pufferben (pH 7,0), melyhez hozzaadtunk 1 mM
fenilmetilszulfonil-fluoridot (PMSF) és 1% polivinilpolipirrolidont (PVPP) a fehérjék
védelmére, majd centrifugaltuk azt (12000 g, 20 perc, 4°C). A feliilisz6t hasznaltuk tovabb
enzimaktivitdsok mérésére, melynek fehérjetartalmat Bradford (1976) moddszere alapjan
allapitottuk meg. Az enzimaktivitdisok meghatdrozasa minden esetben spektrofotometrids
modszerrel tortént az Uvikon 930 vagy Uvikon XL miszerek hasznalatdval (Kontron AG,

Eching, Németorszag).

3.6.1. Glutation reduktaz (GR)

A reakcié az enzim mikodése soran keletkez6 GSH mitkodésén alapul. A GSH DTNB-vel
(5,5°-ditio-bis (2-nitro-benzoesav)) valo reakcidja soran szines vegyiilet keletkezik, melynek
fényelnyelését 412 nm hullamhosszon mérhetjiik (Uvikon 930, Kontron AG, Eching,
Németorszag). A reakcioelegy 600 ul fosztatpuffert (0,2 M, pH 7,0), 50 ul 2 mM-0s NADPH-
t, 50 ul 20 mM-os oxidalt glutationt (GSSG), 50 pl enzimkivonatot és 250 pl 3 mM-0s DTNB-
t tartalmazott. A reakciot DTNB hozzdadasdval inditottuk el (Smith €és mtsai., 1988).
Meghataroztuk az 1 perc alatt redukalodott DTNB mennyiségét €s 1 mg fehérjére vonatkoztatva

specifikus aktivitas értéket szamoltunk (€412 = 13,6 mmol™* cm™).

3.6.2. Dehidroaszkorbdt reduktaz (DHAR)

DHAR enzim aktivitdsit Edwards ¢és Dixon (2005) moddszere alapjan végeztik el. A
reakcioelegyben 100 mM foszfat pufferhez (pH 6,5) mértiink 0,5 mM dehidroaszkorbatot €s a
reakciot 5 mM redukalt glutationnal inditottuk. A 265 nm-en mért extinkci6 valtozasbol az 1.
és 2. perc kozotti értékek felhasznalasaval szamoltunk. €265 = 14,0 mM™ cm?, az egy perc alatt

keletkezett aszkorbatot pmol-ban megadva fejeztiik ki az enzimegységet (U).
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3.6.3. Glutation peroxidaz (GPOX)

A glutation peroxiddz (GPOX) aktivitast szintén Horvath és mtsai. (2015) &ltal hasznalt
modszer alapjan mértiink. A reakcioelegy tartalmazott 4 mM GSH-t, 0,2 mM NADPH-t,
0,05 U GR enzimet (Baker’s yeast; Sigma-Aldrich; St. Louis; USA), 100 ul enzimkivonatot és
0,5 mM CHP szubsztratot 100 mM foszfat pufferben (pH 7,0) 1 ml végtérfogatban. A NADPH
fogyast 340 nm-en detektaltuk, és minden esetben korrigaltuk az értékeket a szubsztratot nem
tartalmazo reakcioelegy mérésével, hogy kikiiszoboljiikk a nem specifikus NADPH oxidéciot.

1 U az az aktivitas, ami 1 perc alatt 1 nm6l NADPH oxidaciojara képes, e340= 6,22 mM* cm™,

3.6.4. Glutation transzferaz (GST)

A glutation transzferaz (GST) aktivitast egy mesterséges szubsztrat, az 1-klor-2,4-dinitrobenzol
(CDNB) segitségével hataroztuk meg, a korabban leirt modszer alapjan (Horvath és mtsai.,
2015). A reakcidelegy tartalmazott 1 mM GSH-t, 100 pl enzim kivonatot és 1 mM CDNB
szubsztratot 100 mM foszfat pufferben (pH 6,5) 1 ml végtérfogatban. Ezt kovetden 340 nm-en
mértilk a CDNB-GS konjugatumok képzodését. 1 U-nak hataroztuk meg azt az aktivitast, amely

1 perc alatt 1 nmol konjugatum eldallitasara képes, €3a0 = 9,6 mM™* cm™,

3.7. A lipidperoxiddacio mértékének meghatarozdsa

A lipidperoxidaci6 mértékének megallapitdsdhoz a folyamat egyik végtermékének, a
malondialdehidnek (MDA) a mennyiségét mértilk meg, tiobarbitursavval vald reakcidjuk
alapjan (Ederli és mtsai., 1997). 100 mg ndvényi anyagot eldszor folyékony nitrogénben
poritottunk, majd 1 ml 0,1% TCA-val homogenizaltuk, a tovabbi lipidperoxidacio
megakadalyozasara 100 pl 4% butilalt hidroxitoluolt (BHT) adtunk hozza, és végiill
centrifugaltuk (12000 g, 20 perc, 4 °C). 0,25 ml feliilisz6hoz 1 ml tiobarbitursav/TCA
keverékét adtunk (0,5%/20%), majd 30 percig inkubaltuk 98°C -on blokk termosztatban, majd
egyseégesen 1,5 ml-re egészitettiik ki. Az abszorbancidt 532 nm-en mértiik, amit a 600 nm-nél
mért nem specifikus értékkel korrigaltunk (Uvikon 930 spektrofotométer, Kontron AG, Eching,
Németorszag). Az MDA koncentraciot 155 mM™ cm™ extinkcios koefficienssel (g) szamoltuk,

melyet friss tdmegre vonatkoztattunk.
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3.8. Az életképesség meghatdarozasa — elektrolit kieresztés (EL) mérése

A novények életképességét az elektrolit kieresztés alapjan Sun és mtsai. (2010) moddszere
segitségével hataroztuk meg. Harom darab 1 cm atmérdja levélkorongot tettiink kezelésenként
20 ml ioncserélt desztillalt vizbe 2 drara, 25 °C-on, sotétben. Az inkubacid utan meghataroztuk
az oldat vezetdképességét (C1) konduktivitasmérével (HANNA Instruments, Woonsocket,
Rhode Island, USA). A mintakat ezutan 40 percig forraltuk, majd lehlités utan ismét
meghataroztuk az oldat konduktivitasat (C2). A relativ elektrolit kieresztést a kovetkezd

képlettel szamoltuk: Relativ elektrolit kieresztés = (C1/C2) X 100.

3.9. Az adatok feldolgozasa és értékelése

A mért adatokat Microsoft Office Excel 2007 program és SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc.,
Erkrath, Németorszag) programok segitségével dolgoztuk fel és értékeltiik ki. A kontrolltol vald
szignifikans kiilonbségeket a varianciaanalizist kovetéen Duncan-féle teszttel allapitottuk meg,
ahol a kiilonb6z0 bettivel jelolt atlagok P<0,05 valoszintiségi szinten kiilonboznek egymastol

szignifikansan.
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4, Eredmények

4.1. A markergének expressziojanak valtozdsa

Meéréseink soran els6ként az SA jelatvitel markergénjének, a PR1-nek (5/A abra), illetve az ER-
stresszben kulcsszerepet ellato BiP (5/B abra) expresszidjat vizsgaltuk. Vad tipust névények
esetén csak a PBA kémiai chaperon hatasara figyeltiink meg relativ expresszid csokkenést,
minden mas esetben novekedés tortént mindkét gén esetében. Az extra SA kezelés hatdsara
minden esetben PR1 indukciét mértiink, mely a Tm+PBA-kezelt nvények esetén volt a
legmagasabb (5/A abra). A BiP esetében az ER-stresszt kivaltd Tm kezelés hatasara tortént erds
indukciot a SA képes volt csokkenteni, ez kisebb mértékben Tm+PBA kezelésnél is
megvalosult. A masik két esetben az SA tovabb ndvelte az expressziot (5/B abra). Az SA
hianyos NahG mutans novények kezelés hatasara expresszido novekedést mutattak a kontroll
kortiilményekhez képest, mely altalaban alacsonyabb volt, mint a vad tipusu névényekben mért,

kivéve BiP-nél, ahol a PBA, valamint Tm+PBA kezelés esetén meghaladta azt (5/B abra).
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5. abra: Az SIPR1 (A) és SIBIP (B) relativ transzkript szintjének valtozasa 24 o6ras 5
pug mitTm é 1 mM PBA, valamint 1 mM SA kezeléseket kovetéen vad
tipust és NahG paradicsom ndvények levelében (Atlag+SE, n=5). A kiilonbozd betiivel jelzett
oszlopok P<0,05 valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan kiillonbdznek egymastdl a Duncan-
teszt alapjan.
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4.2. A reaktiv oxigénformak produkciojanak viltozdsa

A reaktiv oxigénformak koziil a szuperoxid gyokanion (6/A abra) és a hidrogén-peroxid
szintjeinek valtozasait kovettiik nyomon (6/B abra). A Tm és a SA kontroll koriilmények kozt
novelték ezek szintjét a levelekben. A NahG mutans névényeknél a szuperoxid produkcid
minden kezelés hatasara novekedett a kontrollhoz képest (6/A abra). A HxO: tartalom a
kontroll, illetve Tm+PBA kezelt NahG novényeknél magasabb volt a vad tipushoz képest (6/A

abra).
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6. abra: A szuperoxid (A) és hidrogén-peroxid (B) tartalom valtozasa 24 6ras 5 pg ml™* Tm és
1 mM PBA, valamint 1 mM SA kezeléseket kovetéen vad tipust és NahG paradicsom
novények levelében (Atlag+SE, n=5). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valdsziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol a Duncan-teszt alapjan.
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4.3. A glutation mennyiségének vdltozdasa

Vad tipusu novényekben a kezelések hatasara novekedtek a GSH (7/A ébra), valamint GSSG
(7/B ébra) értékek is a 24. oraban. Ezt az SA a GSH esetén a kontroll, illetve PBA-kezelt
novények levelében tovabb novelte (7/A 4bra). A GSSG esetén csak kontroll koriilmények kozt
tortént hasonlo valtozas (7/B éabra). A NahG novényekben majdnem minden esetben
szignifikdnsan alacsonyabb GSH ¢és GSSG tartalmakat mértiink a vad tipusuakhoz képest.
Esetiikben a GSSG tartalom PBA, valamint Tm+PBA kezelések esetén volt magasabb a
kontroll értékeknél (7/B abra).
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7. abra: A glutation tartalmak (A: GSH; B: GSSG) valtozasa 24 6ras 5 pg ml™t Tm és 1 mM
PBA, valamint 1 mM SA kezeléseket kovetéen vad tipusu és NahG paradicsom novények
levelében (Atlag+SE, n=5). A kiilonb6z8 betiivel jelzett oszlopok P<0,05 valdsziniiségi
szinteken szignifikansan kiilonboznek egymastdl a Duncan-teszt alapjan.
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4.4, A glutation metabolizmusban szerepet jatszo enzimek aktivitasanak
valtozasa

Az ER-stressz soran kulcsszereppel bird glutation metabolizmusat is megvizsgaltuk. Mig az ezt
kivalto Tm kezelés csak kismértékben befolyasolta a glutation metabolizmusaban szerepet
jatszo kulcsenzimek, a GR (8/A abra), a DHAR (8/B abra), a GPOX (8/C abra) és a GST (8/D
abra) aktivitasat, addig az SA kezelés jelentdsebb mértékben ndvelte azokat. A GPOX esetén a
novekedés még szignifikdnsabb volt a kombindlt kezelések esetén. Osszességében az SA
deficiens NahG novényekben altalaban alacsonyabb enzimaktivitasokat mértiink a vad tipusu

novényekhez képest, a GR enzim kivételével.
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8. abra: A glutation metabolizmusban szerepet jatsz6 enzimek (A) glutation reduktaz (GR),
(B) dehidroaszkorbat reduktaz (DHAR), (C) glutation peroxidaz (GPOX), (D) glutation
transzferaz (GST) valtozasa 24 oras 5 ug ml* Tm és 1 mM PBA, valamint 1 mM SA
kezeléseket kovetden vad tipusti és NahG paradicsom novények levelében (Atlag+SE, n=5). A
kiilonbo6z6 betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonbdznek
egymastol a Duncan-teszt alapjan.
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4.5. A glutation metabolizmusdban szerepet jatszo fobb enzimeket kodolo
gének transzkripcios valtozdasa

A glutation bioszintézisében szerepet jatsz6 SIGSH1 expresszioja csokkent a Tm kezelés
hatdsara paradicsomban (9/A abra). Az SA kezelés kontroll és Tm+PBA kezelés mellett
csokkentette az indukcid mértékét a vad tipushoz képest, mig a PBA chaperon mellett ndvelte
azt. A kontrollhoz képest a PBA kezelés esetén mértilk a legmagasabb értékeket. A NahG
novények kontroll koriilmények kozt alacsonyabb expresszidot mutattak a vad tipustakhoz
képest, csak a PBA kezelés hatdsara tortént szignifikdns novekedés.

Az oxidalt glutationok lebontasaban a GR jatszik fontos szerepet. Az SIGR1 esetén a PBA
kezelésre ndtt meg a gén expresszidja (9/B abra), az SIGR2 esetén minden kezelés hatasara (9/C
abra). Az extra szalicilsav képes volt gatolni a Tm és PBA kezelést kapd novények SIGR1
expresszidjat, ez a Tm esetén alacsonyabb volt a kontrollnal. Az SIGR2 gén kifejezodése az SA
hatasara emelkedett. A NahG mutans névények minden kezelés hatdsara szignifikansan
alacsonyabb SIGR2 expressziot mutattak a vad tipushoz képest, az SIGR1 esetén csak a PBA
kezelés utan volt ez megfigyelheté. Az SIGR2 esetén a kezelt novényekben szignifikansan
magasabb értékeket mértiink a kezeletlen kontrollhoz képest.

Az SIDHAR2 expresszio a Tm hatasara csokkent a vad tipusu kontroll névényekhez képest.
Az SA kezelés hatasara a kontrollhoz képest a Tm és a Tm+PBA kezelések esetén mértiink
csokkenést. A NahG novényekben szignifikansan magasabb aktivaciot mértiink a kontroll
koriilmények kozt, mely nagy mértékben meghaladta a kezeléseknél mért értékeket (9/D ébra).

A GST-k koziil négy gén aktivitasat kovettiik nyomon. Vad tipusti novényeknél a Tm+PBA
kezelés okozott magasabb génindukciokat. Az SA hatasara indukciot mértiink SIGSTF2 gén
esetén kontroll koriilmények kozt, valamint a PBA kezelés hatasara is (9/E abra), mig az
SIGSTUS esetén a Tm+PBA (9/F abra), az SIGSTT3 esetén pedig a PBA-n kiviil minden
kezelést kovetden (9/H abra). A hormon hatésara csokkent az expresszio a Tm+PBA kezelésnél
az SIGSTT2 gén esetében (9/G abra). A kontrollhoz képest szignifikans indukcid tortént az
SIGSTUS ¢és az SIGSTT3 géneknél a Tm+PBA kezelések hatasara. Az SIGSTF2 esetén
csokkenések torténtek, a PBA esetén mérsékeltebb modon. Az SIGSTT2 gént is indukciok
jellemezték a kezelésekre az SA mellett a kontrollhoz viszonyitva. A NahG novények altalaban
szignifikansan alacsonyabb GST bioszintézishez kapcsolt génexpressziokat mutattak a vad
tipustiakhoz képest. Ez alol az SIGSTF2 kivétel, ahol a Tm és PBA hatasara is jelent6sebb
expressziokat mértiink. Itt a Tm és PBA, illetve az SIGSTT2 esetén a Tm és Tm+PBA

kezeléseknél a kontrollnal magasabb értékeket mutattunk ki.
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9. abra: A glutation metabolizmusban szerepet jatsz6 gének (A) gamma-glutamilcisztein
szintetaz (SIGSH1), (B) glutation reduktaz 1 (SIGR1), (C) glutation reduktaz 2 (SIGR2), (D)
dehidroaszkorbat reduktaz 2 (SIDHAR2), (E) glutation transzferaz F2 (SIGSTF2), (F) glutation
transzferaz U5 (SIGSTUS), (G) glutation transzferaz T2 (SIGSTT2), (H) glutation transzferaz
T3 (SIGSTT3) valtozasa 24 6ras 5 ug ml™t Tm és 1 mM PBA, valamint 1 mM SA kezeléseket
kovetden vad tipusu és NahG paradicsom novények levelében (Atlag+SE, n=5). A kiilonb6z6
betlivel jelzett oszlopok P<0,05 valosziniiségi szinteken szignifikdnsan kiilonboznek egymastol
a Duncan-teszt alapjan.
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4.6. A lipidperoxiddcio és az életképesség viltozdsa

A ndvényi membranok integritdsat az ionkieresztés meghatarozasanak modszerével, a
lipidperoxidaciot az MDA tartalom valtozasa alapjan vizsgaltuk. Az oxidativ stresszt kivalto
Tm hatasara mindkét esetben magasabb értékeket mértiink a kontrollhoz képest (10. abra). A
Tm+PBA kezeléseknél az SA hatdsara csokkenést mértiink a vad tipustit ndvényekhez
viszonyitva. Az ionkieresztés mértékét az SA kontroll koriilmények kozt novelte (10/B abra),
mig a Tm kezelés mellett csokkentette az MDA tartalmat (10/A abra). A kontrollhoz képest a
hormon mellett a Tm+PBA kezelésnél csOkkent az ionkieresztés, valamint az MDA
mennyisége is. NahG paradicsomok esetén mindkét vizsgalatnal a Tm kezelések szignifikansan

alacsonyabb értékeket eredményeztek a vad tipustiakhoz képest.
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1 mM PBA, valamint 1 mM SA kezeléseket kovetéen vad tipust és NahG paradicsom
novények levelében (Atlag+SE, n=5). A kiilonboz6 betiivel jelzett oszlopok P<0,05
valosziniliségi szinteken szignifikdnsan kiilonbéznek egymastdl a Duncan-teszt alapjan.
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5. Eredmények értékelése

A novényeket ér0 stresszhatdsok eredményeként az endoplazmatikus retikulumban rosszul
hajtogatott fehérjék halmozodnak fel, ezek védekezési valaszokat inditanak el, melyeket UPR-
nek neveziink (Liu és Howell, 2016). Az ekkor lejatszodo folyamatok szabalyzasaban fontos
szerepet jatszik az SA, valamint a glutation metabolizmusanak kiilonb6zé enzimei is (Ozgur és
mtsai., 2018). Ahhoz, hogy az ER-ben lejatsz6dd valtozasokat megvizsgalhassuk SA kezelés
mellett Tm segitségével ER-stresszt valtottunk ki, melyet PBA kémiai chaperon segitségével
probaltuk enyhiteni. A mérésekhez Ailsa Craig vad tipusu, illetve transzgenikus szalicilsav-
hidroxilaz gént kodold, emiatt szalicilsav felhalmozasra képtelen (Brading és mtsai., 2000)
NahG paradicsom novények leveleit hasznaltunk.

(Fan és Dong, 2002; Pandey és Somssich, 2009). A képzddott fehérje szterol kotd aktivitasa
révén képes tamadni a patogéneket (Saleem ¢és mtsai., 2021). A gén indukciojat az ER-stresszt
kivaltd Tm is elinditja, vagyis a PR gének aktivaciojaban az UPR-nek is lehet szerepe, ezt
alatamasztja, hogy a BiP indukcié megel6zi a PR1 akkumulaciét (Wang és mtsai., 2005).
Arabidopsisban megfigyelték, hogy a PR gének indukcidja az UPR IREI utvonalan at is
megtorténik (Moreno és mtai., 2012). Szamunkra meglepé modon az NahG novényekben Kis
mértékben, de indukalodott a vizsgalt gén, ez az ET és a JA miatt lehet, melyek szintén részt
vesznek az ER-stresszben (Czékus és mitsai., 2020; Czékus és mtsai., 2022). Az SIBiP
expresszidja a vartnak megfeleléen Tm kezelés hatasara volt a legmagasabb. A BIiP
dajkafehérje, feladata, hogy biztositsa a fehérjék megfeleld térszerkezetének kialakuldsat,
illetve az UPR elinditasaban is szerepet jatszik (Otero és mtsai., 2010). Expresszidjanak
novekedése az ER-stressz kialakulasat jelzi (Srivastrava és mtsai., 2014). Eredményeink
alapjan a PBA kémiai chaperon hatékonyan mérsékelte a stresszt, de nem volt képes teljesen
,kezelni” azt a Tm kezelés mellett. A Tm kezelés mellett az SA képes volt mérsékelni a BiP
expressziot, ennek oka lehet, hogy az UPR jelatviteltél fuggetleniil az NPR1-indukalta PR
gének kezelik a stressz okozta valtozasok egy részét (Mou és mtsai., 2003; Poor és mtsai.,
2019).

A szuperoxid €s hidrogén-peroxid produkcié Tm kezelés alatti novekedése oxidativ
stresszt okozott paradicsom levelében, masok méréséhez hasonldéan (Ozgur €s mtsai., 2018).
Hasonl6 eldidézésére a redox jelatvitel és az antioxidans védelmi rendszer szabélyzasaban
kulcsszerepet jatszo SA is képes (Rivas-San Vicente és Plasencia, 2011; Poor és mtsai., 2019),

azonban érdekes, hogy ez csak kontroll koriilmények kozt tortént meg, az ER-stressz kezelések
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mellett nem torténtek valtozdsok. A ROS emelkedett szintje miatt megvaltozik a névények
redox statusza, mely antioxidans rendszerek aktivalédasat eredményezi (Ozgur és mitsai.,
2014).

A glutation szintek a kezelések hatasara altalaban szignifikdnsan emelkedtek. Ennek
magyardzata a molekula stresszkezelésben elengedhetetlen szerepe (Meyer és mtsai., 2007;
Noctor ¢s mtsai., 2012). A GSH fontos a megfeleld redox allapot fenntartasahoz, illetve a
rosszul hajtogatott fehérjék redukéldsahoz, melyek mennyisége nd stressz soran (Meyer €s
mtsai., 2007; Noctor és mtsai., 2012). Az SA hidnyos NahG novények végig alacsonyabb
glutation szinteket mutattak, vagyis az SA a GSH fontos regulatora. A hormon nélkiil nem
szintetizalodik elegendd glutation a rosszul hajtogatott fehérjék lebontdsara, ez mas uton kell
megtorténjen, ami magyarazhatja az SA deficiens novények magasabb BiP expressziojat a
kezelések hatdsara.

Az ER-stressz csak kis mértékben befolydsolja a glutation metabolizmushoz kd&thetd
enzimek aktivitasat (Uzilday és mtsai., 2017). Az SA kezelésre sokkal nagyobb aktivitasokat
mértiink, ez is bizonyitja a hormon és a GSH szoros kapcsolatat a ndvényekben. Ezt megerdsiti,
hogy altaldban a mutans ndvényink is alacsonyabb enzimaktivitast mutattak.

Eredményeink alapjan a glutation szintézist végz6 SIGSH1 gének nem mutattak magas
transzkipt valtozasokat, vagyis a glutation szintek ndvekedése inkabb a katabolizmus gatlasabol
fakadhatott, melyet azonban nem vizsgaltunk részletesen. Korabbi kisérletek soran az
apoplasztikus GGT1 lebonto Gtvonal emelkedett aktivitasat figyelték meg az ER-stressz alatt.
Ez akar kiilonbozd jelatviteli folyamatok elinditdsaban is szerepet jatszhat, azonban enek
megertésé¢hez tovabbi vizsgalatokra van sziikség (Uzilday €s mtsai., 2017). A glutation reduktaz
enzimek NADPH redukalo agens segitségével képesek atalakitani a GSSG-t GSH-v4, igy
biztositva a két molekula megfelelé aranyat a sejtekben (Noctor és mtsai., 2012), mely a
fehérjék hajtogatasahoz, illetve az emelkedett PDI-EROI1 aktivitas altal keletkezett tobblet
H.0> lebontasahoz fontos (Ozgur és mtsai., 2014). Erdekes moédon mind az SA, mind a Tm
kezelés inkabb az SIGR2 expressziojat befolyasolta, novelve azt, bar a mutans novényeké végig
alacsonyabb maradt. Ezzel szemben az SIGR1 esetén az SA hatasara a Tm és a PBA kezelésre
is inkabb a gének gatlasa volt megfigyelhetd. A DHAR?2 az aszkorbat-glutation ciklus fontos
enzime. A folyamat H202 lebontast végez, mely soran a GSH dehidroaszkorbat redukalasaval
képes regeneralni az aszkorbatot. Mindez a DHAR?2 enzim segitségével valosul meg (Ding és
mtsai., 2020). A Tm hatasara az SIDHAR2 expresszio csokkent, erre a GSH ER-stresszben

betoltott szerepe miatt lehetett sziikség. Kontroll koriilmények kozt a gén a NahG muténs
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novényekben kiugrd aktivitdst mutatott, azaz normal koriilmények kozt az aktivitas
meghatarozasaban az SA-nak fontos szerepe lehet.

A glutation transzferdzoknak a redox egyensuly fenntartasaban, illetve xenobiotikumok
eltavolitasaban van szerepiik (Meyer és mtsai., 2012). Emellett kulcsfontossaguak a kiilonb6z6
biotikus ¢és abiotikus stresszvalaszok szabalyzasaban is (Islam ¢és mtsai.,, 2017). A
vizsgalatainkhoz eldzetesen kivalasztott glutation metabolizmushoz kapcsolddo és GST gének
SA kezelésekre és kiilonb6z6é gombafertézésekre (pl. Botrytis cinerea, Phytophthora infestans)
is szignifikans expressziot mutattak (Gallé és mtsai., 2021; Islam és mtsai., 2017). A GST-k
expressziojat az SIGSTT2 kivételével nemigen befolyasoltak az ER-stresszre hato kezeléseink.
Az SA ismételten nagyobb hatassal volt ezekre, ami a mutansok jellemzden alacsonyabb
expressziojat latva a hormon és GSH metabolizmus erds dsszefliggését mutatja.

A lipidperoxidaci6 kivalté oka az oxidativ stressz. A folyamat soran a membranok telitetlen
foszfolipid molekulait oxigén szabadgyokok tamadjak, az oxidacio soran lipid szabadgyokok
képzddnek, melyek kiilonbozo, a biomolekulakat karositd lancreakcidkat inditanak el (Catala,
2010). Az MDA mértékét a Tm, valamint a Tm+PBA kezelések emelték, mely azt bizonyitja,
hogy a PBA nem képes megbirkdzni az ER-stresszel, csupan enyhiti azt. Az ionkieresztés
mértéke is nétt Tm kezelésre, vagyis ez csOkkentette a novények életképességét. Emellett az
SA is novelte az EL-t, melynek oka a HR kialakulasa lehetett (Velasquez és mtsai., 2018).

Osszefoglalva az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az ER-stressz

folyamataban az SA altal szabalyozott glutation metabolizmuséanak kulcsszerepe van.
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8. Fuggelék

1. melléklet: A génexpresszios vizsgalatokhot felhasznalt paradicsom primerek.

Primerek

Gén neve és azonositoja Bal primer (5°-3°) Jobb primer (5°-37)

SIPR1 Solyc019106620 CCCCAGCACCAGAATGAAT CATCCCGAGCACAAAACTATG

SIBiP Solyc089082820 | GCTTCCACCAACAAGAACAAT | TCAGAAAGACAATGGGACCTG

SIGSH1 | Solyc089081010 CTGCGACCCATGAAGTATGA TGCTTTGCTTTCCCTGTTTC

SIGR1 Solyc09g065900 | TTCGGAATTGCCTTCACTTATT |GTTGTACTGAGCTTTGGTGAGC

SIGR2 Solyc099091840 TGGTGCGATTTTGTTTTTGT TCTGTTGGTCCTCACAAACG

SIDHAR2 | Solyc05g054760 | TTCCTACCTTCGTCTCATTTCTG | AACAAACATTCTGCCCATTGA

SIGSTF1 | Solyc02g081340 CGGAACGACATTGGAAGAA CTCCAACTCCTCGTATTCCCT

SIGSTF2 | Solyc06g009020 TGAAAGGAAGGGGGAACAAT TTTTGCTTTGTGGTGTGCTC

SIGSTT2 | Solyc089080900 | GGTGAGTTCGTCGGAGTTAATTT | CGAGAAGGTTGGGACATACG

SIGSTT3 | Solyc089080910 | TGAAGTGGCTTGATGATACGA TACAATCAACCCTCGCTGG

SIGSTU5 | Solyc01g086680 CCCTCTTGCCTAAACATCCA TCTCCCTTTCTTCTCCTTTGC

SIGSTU34| Solyc09g011540 | TGGAGCAAAAGAGAGGAAAAA | GCAGCAACATCAACAAATCC
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9. Tételes szerzoi hozzajarulas

Alulirott Milodanovic David nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benytjtott A szalicilsav
hatasa a glutation metabolizmusara ER-stressz alatt cimii palyamunkamban leirtak esetében

az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat A részvétel mértéke
(otfokozatu skalan jellemezve)

A novények nevelése 4
A novények bekezelése 4
Mintavétel 4
Mintak feldolgozasa 4
H20:2 és 02 mérés 5
Glutation tartalmak

mérése 4
Enzim aktivitas mérése 4
RNS kivonas, cDNS iras 4
gPCR 5
Eredmények értékelése 5

Kelt.: Szeged, 2022. november 13.
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