Az antioxidansok és a poli(ADP-rib0z) polimeraz szerepe a gabonafélék
abiotikus stresszek altal indukalt 6regedésében

Részletes jelentés
1. Bevezetés

A kedvezétlen kornyezeti hatdsok, illetve az altaluk el6éidézett korai
Oregedesi folyamatok jelentés termeskiesést idéznek elé fontos gazdasagi
novenyeinknél. A stresszkorilmények kozt bekdvetkez6é biokémiai és élettani
folyamatok megismerése nemcsak elméleti, hanem gyakorlati szempontbdl is
fontos. A stressztiiréssel kapcsolatos szabalyozd folyamatok és anyagcsere-utak
vegyszeres vagy genetikai manipulalasaval lehetévé valik a novények ellenallé-
képességének novelése, és igy a terméshozam nagyobb lehet kedvezétlenebb
kornyezeti korilmények kozt is.

2. Kisérleti cél

Kiserleteinknek az volt a celja, hogy tanulmanyozzuk a kilénbdzo
antioxidansok (kataldz, aszkorbat peroxiddz, glutation reduktaz, glutation,
aszkorbinsav) és a poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) szerepét az abiotikus
stresszek altal elidézett 6regedési folyamatokban. A két kivalasztott paraméter
kozti kapcsolatot az jelenti, hogy a kornyezeti stressz hatasara és az Gregedési
folyamatok soran felhalmozddd szabad gyokok aktivaljak az antioxidansokat és
kdzvetve (a DNS molekulak feldarabolodasanak eldidézése révén) a PARP
enzimet is. A PARP enzim poli(ADP)-rib6z-oldalldncokat kapcsol a fehérjékhez
NAD-ot felhasznélva, igy a sejt energiaraktaranak kimeritése miatt idézhet el6
sejthaldlt. Az antioxiddnsok a szabad gyokok eltdvolitasa révén, kodzvetve
csokkentik a PARP aktivitasat, és igy a stressz- és az Oregedési folyamatok
folyaman fellépé karosodasokat is.

3. Eredmények

3.1. A sotétben tortend nevelés altal indukalt Oregedés hatasa az
antioxidansokra és a PARP-ra

Harom antioxidans enzim, a glutation reduktdz (GR), az aszkorbat
peroxiddz (AP) és a katalaz (Kat) aktivitdsat olyan kukoricandvenyekben
hasonlitottuk 8ssze, melyeket csirdzas utan 9 napig folyamatos fényben,
folyamatos sotétben vagy 12 h megvilagitds mellett neveltink. A folyamatos
fényben tartott névényekben a GR friss tdmegre vonatkoztatott aktivitasa kétszer
magasabb volt a masik két csoporthoz képest. A Kat aktivitasa a folyamatosan
sOtétben tartott novényekben fele volt a 12 vagy 24 oOrdn at megvilagitott
novényekben mért értéknek. Az alacsony Kat-aktivitas egyik jele lehet a
fényhiany altal elinditott 6regedési folyamatoknak. Az AP aktivitasa mindharom



csoportban hasonlo volt. A kisérlet folytatdsakent a kiillonb6z6 ideig megvilagitott
novényeket 5 °C-on neveltiik tovabb. A folyamatos fényben nevelt ndvényekben
2 nap 5 °C-os kezelés kovetkeztében a GR és az AP aktivitadsa duplajara nétt, a
Kat-é pedig felére csokkent. A folyamatos sotétben tartott névényekben a 7 nap
hidegkezelés utan kétszeresere emelkedett a GR friss tdmegre vonatkoztatott
aktivitasa, mig a tobbi enzimé nem véltozott jelentésen. A 12 h megvilégitéas
mellett hidegkezelt névényekben csupan a Kat aktivitdsa csokkent a kezelés
végére, mig a masik két enzim aktivitasa valtozatlan maradt.

A kilonbdz6é megvilagitasi viszonyoknak a glutation és a PARP szintjére
kivaltott hatasat is vizsgaltuk optimalis és szupoptimalis hémérsékleten a tropusi
eredetii hidegérzékeny Penjalinan kukoricagenotipusban. Normal hémérsékleten a
PARP gén nagy mértékben fejez6dott ki (RT-PCR, 1. abra), a PARP fehérje
(Western analizis, 2. abra) tobbnyire intakt maradt (kivéve a 12 h fény /12 h
sotét), a glutation (GSH. 3. &bra) és eléanyagai (cisztein, y-glutamilcisztein)
redukalt formainak mennyisége, a redukalt és az oxidalt formak aranya Kicsi, az
oxidalt formak szintje (HPLC) magas volt a megvilagitastol fuggetlendl a kiserlet
kezdetén a csirdban mért értékhez képest. Hidegkezelés kovetkeztében a
génexpresszio a sotetbenn tartott novények kivételével gyengilt, a PARP fehérje
mar 2 nap utan degradalddott, bar egyes esetekben a hidegkezelés késébbi
szakaszaban ismet detektaltunk intakt fehérjét. A hidegkezelés kovetkeztében
nagy lett a redukalt tiolok mennyisége és a redukalt és az oxidalt formak arénya a
megvilagitastol fuggetlenil. A hideget kovet6 regeneracio sordn nem vagy csak
gyengén fejez6dott ki a PARP gén, a PARP fehérjét az dsszes megvilagitési
viszony mellett ki lehetett mutatni, a tiolok szintje a s6tétben nevelt névények
kivételével a hidegkezelés soran mért értékekhez hasonlé volt. Az eredményekbél
megallapithato, hogy a magas PARP-szint tobbnyire kis GSH-tartalommal, mig az
alacsony PARP-szint nagy GSH-tartalommal parosul. Ennek oka az lehet, hogy a
GSH részt vesz a PARP-ot aktivalo reaktiv oxigénformak eltavolitasaban.

12 h fény / 12 h sotét folyamatos fény folyamatos sotét
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1. dbra. A megvilagitas es a hidegkezelés hatdsa a poli-(ADP-rib6z)-polimeraz
(PARP) expresszidjara kukoricdban. A PARP mRNS-nek a 320 bp-os, nyillal

jelzett termék felel meg. A nagyobb termék pre-mRNS-nek, a kisebb pedig az
MRNS bomlastermékének felelhet meg.
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2. abra. A megvilagitas és a hidegkezelés és a hatasa a poli-(ADP-ribdz)-
polimeraz (PARP) fehérje mennyiségere kukoricadban. A PARP-nak a 80 kDa-0s,
nyillal jelzett fehérje felel meg. A kisebb fehérje a PARP bomlasterméke.
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3. dbra. A megvildgitds hidegkezelés és a hatdsa a redukalt glutation (GSH)

mennyiségeére.




A megvilagitas hatasat vizsgald kiserletek folytatasakent 6sszehasonlitottuk
az antioxidansok eés a PARP szintjét a mar korabban tanulmanyozott
hidegérzékeny Penjalinan és a hidegtiiré Z7 kukoricavonalakban. A Penjalinanban
kisebb mértékben csokkent a folyamatos sotét hatasara a glutation és eléanyagai
redukalt formainak szintje és a redukalt valamint az oxidalt formak aranya a
mérsékelt dvi, hossz( nappalos Z7-hez képest. Az oxidalt tiolok esetében, a
redukaltaktdl eltéréen, csak kis mértékii valtozast idézett el6 a megvilagitas
megvondsa. Folyamatos feny hatdsara a redukalt tiolok szintje és a
redukalt/oxidalt arany nagyobb lett a normal megvilagitashoz képest.

A sotétben torténo nevelés kovetkeztében a poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz
(PARG) genjének kifejezédeseben bekdvetkezo valtozasok nyomon kovetésével
is probalkoztunk, de csak ladfibél volt elérheté a gén szekvencidja, és a tervezett
primerpar kukoricdban nem mikodott.  Ezt az enzimet azért kivantuk
tanulményozni, mivel a PARP altal a fehérjékhez kapcsolt poli(ADP-ribdz)
polimerek eltavolitasat vegzi. A PARP enzimet hasito kaszpazok ndvényi
megfelel6jét is probaltuk kimutatni az llati rendszerekben hasznélt antitesttel, de
eddigi probalkozasaink eredménytelenek voltak. Fényfuggési kiserleteinket
bluzéra is szerettiik volna Kiterjeszteni, de a kukoricéra tervezett PARP primerpar a
szekvencia-homologia ellenére nem miikddott buzaban.

3.2. A kulonbdzs abiotikus stresszek hatasa az antioxidansok és a szabad
gyokok mennyiségére

Kukoricaban vizsgaltuk a kiillénbdz6 abiotikus stresszhatasoknak a redukalt
(GSH) és oxidalt (GSSG) glutation mennyiségére es a két forma aranyara kifejtett
hatasat (Kocsy és mtsai., 2004a). H6 hatdsara nagymértékben nétt a GSH/GSSG
arany a hidegérzékeny Penjalinanban, mig a hidegtiré Z7-ben nem valtozott.
Ozmotikus stressz kovetkeztében a GSH/GSSG arany csak a Penjalinanban
emelkedett.

E kisérletekben mértiik egy masik, a sejt redox allapotanak szabalyozasaban
résztvevé molekula, a tioredoxin h mennyiségének (Western analizis) abiotikus
stresszhatasok &ltal eléidézett valtozasait is (Kocsy és mtsai., 2004a). A GSH-hoz
hasonloan, a hidegtiré genotipusban alacsony, a hidegérzékenyben magas
hémersékleten volt nagyobb a tioredoxin h mennyisége.

Mivel a kukorica nevelési igényei a sz6jahoz hasonloak és a kukoricas
kisérletink a fitotronban rendelkezésre all6 legkisebb névénynevelé kamrat is
csak félig foglalta el, a szarazsagtirési kisérletekbe a szojat is bevontuk. A
stressztiirésben fontos szerepet jatszd prolint csokkent, illetve magasabb
koncentracioban termel6 transzformans szojavonalakban megallapitottuk, hogy a
prolinszint genetikai manipuldlasa hatdssal van az &ltalunk tanulményozott
reaktiv oxigénformak koézul a H,O, és a lipid-peroxidok szintjére (Kocsy és
mtsai., 2005).



3.3. A blza 5A kromoszomajanak szerepe az antioxidansok szintjének
szabalyozasaban

A blza 5A kromoszoémaja szamos, a stressztiirésben fontos szerepet jatszo
vegyllet felhalmozddasara hatassal van. Kilonbdz6 stressztirési  buza
genotipusokbdl eléallitott 5A kromoszoma szubsztiticids vonalakat felhasznalva
sikertlt kimutatni, hogy a buza 5A kromoszémaja nem csupan a hidegkezelés
altal elsidézett, hanem a ho- és az ozmotikus stressz kdvetkeztében fellépé GSH-
szintvaltozasra is hatassal van (Kocsy és mtsai., 2004 b és 2004c).

Buza 5A kromoszoma delécids vonalak segitségével probaltuk meghatarozni
az abiotikus stresszek altal indukalt GSH-felhalmozodasért felelés gén
kromoszOman beldli helyét. A legkisebb delécidt tartalmazé 15-6s vonalban az
alacsony hémersékleten kivitelezett ozmotikus stressz kdvetkeztében alacsonyabb
volt GSH szintje és a GSH/GSSG arany a masik két vonalhoz képest. Ez a
jelenség ugy magyarazhato, hogy a kromoszoma hianyzo végén olyan gén van,
mely hatassal van egy, a megmarad6 részen elhelyezkeds, a GSH-szintézist
befolyasolo génre.

Az 5A kromoszoméra rekombinans buzavonalakban az antioxidansok
stressz altal eldidézett koncentraciovaltozasait ¢sszehasonlitva megallapitottuk
azt, hogy a kromoszoma mely régidi felelosek a glutation S-transzferdz és a
katalaz aktivitdsanak, valamint a glutation mennyiségének ozmotikus stressz és
hidegkezelés hatasara bekdvetkezé valtozasaért (Soltész és mtsai., 2005).

Eltéré fagytirési 5A kromoszéma szubsztitdciés vonalak hideg Altal
eloidézett  transzkripcids mintazat  valtozasait =~ cDNS-macroarray-jel
0sszehasonlitva sikerult megallapitanunk, hogy az antioxidansok kézil a glutation
S-transzferaz génjének expresszidjara van hatassal ez a kromoszoma. Az
expresszié novekedése a hidegkezelés kovetkeztében nagyobb volt a fagytiiré
CS(Ch5A) szubsztiticidban a CS(Tsp5A)-hoz képest (4. dbra). Az eredményeket
Northern-analizissel is alatdmasztottuk.
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4. dbra. A hidegkezelés hatasa a glutation S-transzferdz génjének expressziojara
buzéban. CS: mérsékelten fagyérzékeny recipiens, CS(Tsp5A): fagyérzékeny 5A
szubsztitucids vonal, CS(Ch5A): fagytiiré 5A szubsztitlcids vonal.

3.4. Akilonbozd vegyszeres kezelések hatasa a glutation és a PARP mennyiségére

A GSH-szintézist butionin-szulfoximinnel fokozatosan gatolva csokkenteni
tudtuk a GSH mennyiségét és a kukorica névények stressztirését. A PARP-ot
kilonbdz6  koncentracioju  aminobenzamiddal gatoltuk a leghatékonyabb
koncentracid kivalasztasa céljabol.

Vizsgaltuk a kulonbdz6 vegyszeres kezelesek hatasat a PARP-ra és az
antioxidansokra kukoricdban. A PARP-ot gatl6 aminobenzamid &tmenetileg
csokkentette a tiolok mennyiségét is, a glutationszintézist gatlo butionin-
szulfoximint alkalmazva pedig a PARP fehérje mennyisége is kisebb lett. Az
alkalmazott novényi szabalyozoanyagok kozil a szalicilsav csokkentette a
glutation és a PARP fehérje szintjét, mig az abszcizinsav nem befolyésolta

A hidegtiiré Z7 és a hidegérzékeny Penjalinan kukoricavonalakat kiilénbdz6
vegyszerekkel kezelve a redukalt glutation koncentraciojanak jelentds
emelkedését tapasztaltuk (5. abra). Az abszcizinsavas (ndvekedésszabalyozo) és
NaCl-os (ionos ozmotikum) kezelést és a folyamatos sotétben (korai Gregedés)
torténé nevelést kovetéen a Penjalinanban tobbszorése volt a glutation
koncentracidja a Z7-ben mert érteknek. A szalicilsav (ndvekedésszabalyozo),
H,O, (reaktiv oxigénforma), polietilénglikol (nem ionos ozmotikum),
aminobenzamid (PARP-gatlo) kezelés esetében a Z7-nél volt magasabb a
glutation-tartalom.
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5. dbra. Az egy hetes abszcizinsav (0,1 mM, ABS), szalicilsav (0,5 mM, SS),
hidrogénperoxid (1 mM, HP), NaCl (200 mM, s0), polietilén-glikol (15 %, PEG)
és aminobenzamid (1 mM, ABE) kezelés és a folyamatos sotét hatasa a redukalt
glutation mennyiségére a hidegtiir6 Z7 és a hidegérzékeny Penjalinan (Pe)



kukoricagenotipusokban. K1, K2 és K3 — kontroll névények a kezelés kezdetén, 3
és 7 nap utén.

4. Kovetkeztetések

1. Osszefliggést talaltunk a glutation és a PARP szintjének
szuboptimalis hémérsékletek altal el6idézett valtozasa kozt.

2. Abiotikus stresszek kovetkeztében a glutation szintje eltéréen
valtozik a hidegérzékeny és a hidegttiré kukoricavonalban.

3. A blza 5A kromoszoméja hatadssal van az antioxidansok
mennyiségének abiotikus stresszek altal eldidézett valtozasara.

4. A kilonbozo vegyszeres kezelések eltéré mertékben valtozatjak

meg a glutation koncentraciojat a hidegtiré és a hidegérzékeny
kukoricavonalban.

A kisérletek folytatdsaként a vizsgalt paraméterek stressz indukalta valtozasait
tobb érzékeny és tolerans genotipusban Kkivanjuk 0sszehasonlitani, hogy
megallapithassuk, alkalmasak-e a stressztiiré genotipusok kivalasztasara.
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