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1. Bevezetés

A globalis felmelegedés okozta klimavaltozas egyre inkabb kihat az élovilagra és az emberi
tevékenységekre, és befolyasolja a novénytermesztést is. A gyorsan valtozo kérnyezeti hatasok
megnehezitik az él6lények, igy a ndvények alkalmazkodasat és talélését is. Stressznek
nevezhetjiik azokat a kdrnyezeti hatasokat, amelyek megakadalyozzak a novény sajat genomja
altal biztositott lehetéségek megfeleld kihasznalasat (Taiz €s mtsai., 2015). A természetben
tobbféle biotikus és abiotikus stressz fordul eld, mint példaul patogénfertdzések, szarazsag,
fény-, h6-, nehézfém- és sostressz, melyek gyakran egyidejlileg hatnak a ndévényekre, igy
befolyasolva azok novekedését, fejlodését, szaporodasat és terméshozamat (Suzuki és mtsai.,
2014). A ndvények a helyhez kotott életmodjukbol adddoan, rugalmas molekularis és
fiziologiai alkalmazkodoképességet fejlesztettek ki a kiilonbozé negativan hatd kornyezeti
stressz kivédésére (Yoshida és mtsai., 2015). Ennek kovetkeztében a ndvények szamtalan
stresszhelyzetben képesek helytallni, de tobb kornyezeti tényezd egyiittes hatasa, vagyis a
kombindlt stressz, probara teszi a novények alkalmazkodoképességét. Kutatasok kimutattak,
hogy a kedvezétlen kornyezeti feltételek kombinacidja nagyobb kart okozhat a novényekben,
mint az egyesével fellépd hatasok (Rizhsky és mtsai., 2004b; Suzuki és mtsai., 2014). A
héstressz és a szarazsag kombinacidja akar letélis is lehet a ndvényekre, hiszen a szérazsag a
1égzényilasok zarodasahoz vezet, ezaltal azonban csokken a parologtatds, mely a levelek
felszini hdmérsekletét csokkentené a hdstressz soran (Rizhsky és mtsai., 2004b). Kombinalt
stressz soran nem csak az egyedi stresszre jellemz6 gének aktivalodnak, hanem akar egy
teljesen mas génexpresszios mintazat is megjelenhet, mely eltér6 metabolikus valtozasokat
eredményezhet a névényekben (Rasmussen ¢s mtsai., 2013; Sewelam és mtsai., 2014; Georgii
és mtsai., 2017). Példaul a so- és hdstressz kombinacidja olyan specifikus metabolikus
valtozasokat okozhat, amely hatassal van az ionegyenstlyra, vizhaztartasra, fotoszintetikus
aktivitasra és a stresszvalaszban szerepet jatsz6 anyagcseretermékek termelésére, azonban ezek
nem kifejezetten csak a so6- vagy csak a hostresszre jellemzoek (Rivero €s mtsai., 2014).
Megfigyelték azt is, hogy s6-, mannitol- és héstressz kombinacioja alatt, altalaban a so- és
hdstresszre indukalodo gének expresszioja magasabb, mig az ozmotikus stresszre indukal6do
géneké alacsonyabb. A kutatasok alapjan elmondhatd, hogy a kombinalt stressz altal kivaltott
valasz nem csak az egyedien hato stressz altal kivaltott stresszvalaszok 0sszegzddése (Sewelam
¢€s mtsai., 2014), illetve az egyedi stresszvalaszokra jellemzd transzkript szintli valtozasokbol
nem lehet egyértelmiien kovetkeztetni a kombinalt stressz esetén fellépd transzkript

valtozasokra (Rasmussen és mtsai., 2013). Tobb vizsgalat kimutatta, hogy a névényekben
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végbemend epigenetikai valtozasok szerepet jatszanak olyan kornyezeti stressz kivédésében,
mint példaul a szarazsag, so-, hideg- és hostressz (Kim és mtsai., 2015). llyen epigenetikai
valtozasok lehetnek a kromatin modosulasok. Ezek foként DNS metilacioval, valamint a
hisztonfehérjék acetilacio-, metilacio-, foszforilacio- vagy akar szumoildciojaval valosulhatnak
meg. Valo6szintileg mar nem kell sok idonek eltelnie, hogy az epeigenetikai valtozasok szerepét
a kombinalt stresszben is kimutassak.

A napjainkban felgyorsulo6 klimavaltozas miatt, nélkiilozhetetlenek a kombinalt stresszel
kapcsolatos alapkutatasok, illetve az ott kapott eredmények mieldbbi hasznositasa. Kutatdsom
soran a csoportban azonositott hdsokk faktor A4A (HSFA4A) jellemzését folytattam,
Arabidopsis thaliana modellnévény segitségével, mely soran kimutattam, hogy e transzkripcios

faktor fontos szerepet tolt be az egyedi és a kombinalt stresszvalasz kialakitasaban.

1.1. Arabidopsis thaliana (ladfii) modellnévény

A Tudfi, tudomanyos nevén Arabidopsis thaliana, a keresztesviraguak csaladjaba tartozo,
egynyari, szaraz gyepeken el6forduld, sok magot (5-10,000) hozé gyomndvény (Simon, 1994),
mely tobb elényos tulajdonsaggal rendelkezik, ami miatt modellnévényként hasznaljak a
novénybiologiai kutatasokban. A Kifejlett Arabidopsis ndvény kis mérete és rovid életciklusa
lehetévé teszi a nagyobb volumenti laboratoriumi kutatasok kivitelezését. A legelterjedtebb
Arabidopsis 6kotipus a Columbia, melynek teljes genomszekvenciajat 2000-ben készitették el
az Arabidopsis Genome Initiative 2000 program keretén beliil. A ludfii kromoszoémaszama
alacsony (n=5), a zarvatermé novények kozott a genom mérete az egyik legkisebb, kb. 135
megabazis (Greilhuber és mtsai., 2006). Mindemellett az A. thaliana o6riasi elénye a nagyszamu
utdd és 6nbeporzas, ami a genetikai mutacios kisérletekben rendkiviil fontos. Az Arabidopsis
genomja alacsony metilaltsagi (6-7%) foka mellett viszonylag kevés ismétlodé (20-25%)
szekvenciat tartalmaz (Meyerowitz, 1992). Jelenleg kortilbelil 27,000 génrdl tudunk, mely
37,000 kiilonbozo fehérjét kodol. A ludfii hatékony Agrobacterium-kozvetitett genetikai
tultermeld novények), illetve kiillonbdzd T-DNS inszercids génmutaciok izolalasat (Koncz és
mtsai., 1992; Clough és Bent 1998; Koncz és mtsai., 2012). Az Arabidopsis thaliana modellen
végzett kutatdsok soran nyert ismeretek sokszor hatékonyan felhasznalhatok a

mezOgazdasagban és iparban egyarant.



1.2. Homérsékleti stressz

A homérsékleti stressz az egyik leggyakrabban eléforduld negativ kdrnyezeti hatas az
¢l6lények élete soran. A novények mar a Kis hdmérsékleti ingadozasokra is érzékenyek, és ezek
a valtozasok hatassal lehetnek a novekedésiikre és fejlodésiikre (Lee és mitsai.,, 2012).
Alapvetden kétféle homérsékleti stresszt kiilonboztethetiink meg, az alacsony homérsékletit,
mely lehet hideg vagy fagyas stressz, illetve a magas homérsékletit, vagy masnéven héstresszt
(Shinozaki és mtsai., 2015). A legtobb névénynél a hidegstressz 20°C alatti hdmérséklet esetén
jelentkezik, mely soran megjelennek a hideg altal okozott karosodasok, mint példaul a csokkent
membranfluiditas, melynek velejaroja a membranfehérjék rendellenes mitkodése (Chinnusamy
¢s mtsai., 2007). Nulla fok alatti hémérsékletnél mar fagyas stresszrdl beszéliink, ekkor az
apoplasztikus viz megfagy, mely egyfajta védelmet nyujt a citoplazmaban talalhato
sejtalkotoknak, ugyanakkor csokkenti a vizpontencialt, mely a sejtek kiszaradasahoz vezethet.
Egy hosszabb fagyas stressz soran jégkristalyok alakulhatnak ki a sejteken beliil, mely a
membranok és sejtszervecskék fizikai karosodasat okozzak (Shinozaki és mtsai., 2015). A
novények hideg akklimatizacio segitségével probaljak elkeriilni a fagyas stresszt, mely
folyamat soran alacsony, de nem fagypont alatti homérsékleten, olyan mechanizmusokat
inditanak be, amelyek novelik a fagytoleranciat (Xin és Browse, 2000). Arabidopsisban a
legjobban tanulméanyozott hideg akklimatizacids rendszer a CBF/DREB jelatviteli kaszkad,
mely transzkripcids, poszt-transzkripciés és poszt-transzlacios szabalyozasokon alapszik
(Chinnusamy és mtsai., 2007). A kaszkad legfontosabb elemei a CBF1 és CBF2 gének
(Chinnusamy és mtsai., 2003), illetve a szabalyozo szerepet betolt6 DREB1b, DREBIc és
DREB.a transzkripcios faktorok (Liu és mtsai., 1998). A hidegstressz indukalt CBF rendszert
tobb transzkripcids faktor szabalyozza, mint az ICE1, ICE2 és CAMTA3 (Chinnusamy ¢és
mtsai., 2003), ezenkiviil, a MYB96 transzkripcios faktor 6sszekapcsolja az abszcizinsav (ABA)
¢és a hidegstressz altal indukalt jelatviteli utakat (Lee és Seo, 2015). A leghjabb kutatasok
kimutattak, hogy az ERF105 transzkripcios faktoron keresztiil az etilén jelatviteli tnak is
szerepe van a hidegre adott stresszvalaszban, melynek mikddése hideg-indukalt és
kapcsolatban van a CBF rendszerrel (Bolt és mtsai., 2017).

A hostressz sulyosabb kovetkezményekkel jar, hiszen mar az optimalisnal egy kicsit is
magasabb homérséklet jelentdsen befolyasolhatja a novények fejlédését és szaporodasat, ezaltal
a terméshozamot (Mittler ¢és Blumwald, 2010). A magas hdémérséklet noveli a
membranfluiditast, mely a membranok csokkent integritasat és karosodasat okozza, ami a

sejtlégzés valamint a fotoszintézis leallasahoz vezethet (Taiz és Zeiger, 2010; Shinozaki és
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mtsai., 2015). A hoéstressz emellett befolyasolja az RNS és a fehérjék stabilitasat, eldsegiti a
hibas fehérje szerkezetek és a fehérje aggregatumok kialakulasat, illetve fokozza az enzimek
rendellenes miikodését és a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) felhalmozodasat (Larkindale és
Knight, 2002; Lee és mtsai., 2012). A hdstressz altal kivaltott stresszvalasz gyors és olyan
védelmi mechanizmusokat foglal magaba, melyek konzervaltak az eukariota szervezeteken
beliil (Anckar és Sistonen, 2011). A hdstressz elsddleges szabalyozoi a hésokk faktorok (HSF),
melyek a gyors stresszvalasz soran els6sorban a hdsokk proteineket (HSP) aktivaljak. A hésokk
proteinek, molekularis chaperonként miikodve, megovjak a fehérjéket a denaturalodastol és
megakadalyozzak a fehérje aggregatumok képzddését (Ohama ¢és mtsai.,, 2016).
Molekulasulyuk alapjan 6t hdsokk protein kiilonithetd el: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 és
kis HSP (Al-Whaibi, 2011; Park és Seo, 2015). A HSP-k f6leg a citoplazmaban fordulnak eld,
de jelenlétiiket kimutattdk a sejtmagban, mitokondriumban, kloroplasztiszban és az
endoplazmatikus retikulumban is (Park és Seo, 2015). A szarazsaghoz hasonldan, a héstressz
is aktivalja a DRE/CRT elemeket koto transzkripcios faktorokat, mint a DREB2A, ami a
stresszvalaszban szerepet jatszd gének expresszidjat szabalyozza (Sakuma és mtsai., 2006).
Ugyanakkor kimutattdk, hogy a DREB2A miikddése, ezaltal a célgének aktivacidjaban betdltott
szerepe, fligg a fehérjében taldlhatdé NRD (negativ szabdlyoz6 domén) régid foszforilaltsagi
allapotatol (Sakuma €s mtsai., 2006; Mizoi €és mtsai., 2019). A stresszvalasz kialakitasdban a
foszforilacié mashol is szerepet jatszik. Arabidopsisban a legjellemzdbb hdstressz-aktivalt
kindz az MPK6, mely a MAPK (mitogén-aktivalt protein kinaz) kaszkad része és tobbek kdzott
a hostressz-indukalt programozott sejthalal szabalyozasaban is részt vesz (Li és mtsai., 2012b).
Ezenkiviil a novényi hormonok, mint az ABA, szalicilsav €s etilén, is meghatarozé szerepldk a
hostressz elleni védelemben (Larkindale és Huang, 2004). Az ABA, a légzonyilasok
szabalyozasa mellett (Vysotskaya és mtsai., 2010), a hésokk faktorok génexpresszidjara is

hatassal lehet (Chauhan és mtsai., 2011).

1.3. Sostressz

A terméfoldek sotartalmanak novekedése az egyik legjelentdsebb kornyezeti stressz,
amely stlyos karokat okoz a mezdgazdasagban. A talaj szikesedésének kovetkeztében a 21.
szazad kozepére a novénytermesztésre alkalmas teriiletek akar 50%-a is eltlinhet (Wang ¢és
mtsai., 2003). A talaj sotartalmanak novekedését az esézések, a parolgas és az erozid altal
kialakitott természetes szikesedés mellett, féleg az ember altal alkalmazott intenziv locsolas €s

a parolgas egyiittes hatasa okozza (Mahajan és Tuteja, 2005; Garg és Manchanda, 2008). A sos
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talajok meghatarozoan NaCl-ot és Na SOjs-ot tartalmaznak, de szamottevé mennyiségben lehet
jelen CaCl;, MgCl;, CaSOs ¢és MgSOs is (Szabolcs, 1974), melyek nem csak a
haszonnovényekre, de a természetben el6fordulé mas névényekre is negativ hatassal vannak
(Parihar és mtsai., 2015). A természetben elkiilonitiink sotiird és soérzékeny ndvényeket, azaz
halofitakat és glikofitakat (Taiz és mtsai., 2015). A NaCl felhalmozodasnak van a legnagyobb
karosito hatasa, mely az ozmotikus stressz mellett ion toxicitast idéz el6 a novényekben (Kader
¢s Lindberg, 2010). A natrium-klorid okozta ozmotikus stressz kovetkeztében novekszik a
gyokérsejtek vizpotencialja, mig a talajé csokken, ezért a novények nem képesek a viz és az
abban oldott 4svanyi anyagok felvételére, ezaltal a sejtek vizhianyos allapotba keriilnek és
kiszaradhatnak, illetve anyagcsereproblémak jelentkezhetnek (Mahajan és Tuteja, 2005; Taiz
és mtsai., 2015). Ugyanakkor a Na* és C1 ionok bejutnak a sejtekbe, ahol karos hatassal vannak
a membranokra, az enzimek miikodésére, a citoplazmaban végbemend anyagcserefolyamatokra
és a fotoszintézisre. Masodlagos hatas a ROS felhalmozddas, ami gatolja a novények fejlodését
¢s novekedését, illetve a megfelelé védémechanizmusok beindulasa nélkiil azok halalahoz
vezethet (Kader és Lindberg, 2010; Taiz és mtsai.,, 2015). A sostressz soran foként a
kloroplasztiszban és a mitokondriumban keletkeznek ROS-ok, mint a szuperoxid anion,
hidrogén-peroxid és hidroxilgyokok, melyek oxidativ karosodast okoznak (Masood és mtsai.,
2006). A K* ionoknak fontos szerepe van a ndvények metabolizmusaban és kofaktorként
elengedhetetlen bizonyos enzimek miikodéséhez, azonban sostressz soran a K*/Na* arany
egyensulya felborul, befolyasolva a sejtek megfeleld miikodését. Normal koriilmények kozott
sejtekben (Kader és Lindberg, 2010). A Na" ionok a nem-szelektiv kation csatorndkon (NSCC)
és a magas affinitdst kalium transzportereken (HKT) keresztiil jutnak be a sejtekbe. A Na*
felvételben az LCT1, KUP/HAK/KT és az AKT csalddba tartozé transzporterek is szerepet
jatszhatnak. A megfelel6 K*/Na* arany fenntartasahoz a NHX1 (Na*/H* exchanger) és SOS1
(Salt Overly Sensitive) Na*/H™ antiporterek sziikségesek, melyek a vakudlumba és a sejten
kiviili térbe juttatjak a felesleges Na* ionokat. Mindkét antiporter aktivalasiban részt vesz a
Ca?*, ami az NHX1-et kozvetleniil, a SOS1-et viszont az SOS jelatviteli utvonalon keresztiil
aktivalja. A SOS rendszerben a SOS3 kalcium-koté fehérje €s a SOS2 protein kinaz is részt
vesz: a sostressz soran felhalmozodé Ca?* a SOS3 fehérjén keresztiil aktivalja a SOS2 kindzt,
ami a SOS1 antiportert foszforilalja és aktivalja. Az NHX1 miikodését az ABA is befolyasolja
(Lee és mtsai., 2004; Shinozaki és mtsai., 2015). A ndvényi hormonok, mint az ABA, auxin,
citokinin, etilén, jazmonsav, szalicilsav és brasszinoszteroidok is fontos szerepet jatszanak a

sostressz kivédésében, aktivalva a kiillonbozo stresszgéneket és jelatviteli utakat, mint példaul
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a MAPK kaszkadot, ugyanakkor képesek szabalyozni a transzportereket és az antioxidans
rendszert is (Fahad és mtsai., 2015). A sosztessz altal is kialakitott oxidativ karosodas
enyhitésére a novények enzimatikus €s metabolikus antioxidans rendszereket hasznalnak
(Prochazkova és Wilhelmova, 2007; Munns és Tester, 2008). Az antioxidans rendszerhez
tartozo glutation transzferazok (GST) tobb stresszvalaszban is szerepet jatszanak, fenntartva az
aszkorbat és glutation egyensulyt, ezéltal a sejtek megfeleld redox allapotat. Paradicsomban
kimutattak, hogy a glutation transzferazoknak fontos szerepe van a sotolerancia €s a szalicilsav-
indukalt stresszvalasz kialakitdsaban (Csiszar és mtsai., 2014).

Erdekességképpen elmondhatd, hogy a kiilséleg adagolt etanol noveli az Arabidopsis
novények sotoleranciajat, olyan ROS-indukalt gének aktivaciojan keresztiil, mint a ZAT10 és
ZAT12. Ezen faktorok a ROS detoxifikacioban szerepet jatszo enzimek (APX1, APX2)
miikodését szabalyozzak. (Nguyen és mtsai., 2017).

1.4. Ozmotikus stressz

A novények novekedésének és fejlodésének egyik legfobb korlatozd tényezdje az
ozmotikus stressz, hiszen ezt tobb abiotikus stressz is eldidézheti, mint a szérazsag, alacsony
homérséklet vagy akar a talaj megnovekedett sotartalma is (Lee és mtsai.,, 2004). Az
ozmotikusan aktiv anyagok, mint példaul natrium-klorid, talajban torténd felgyiilemlése a
novények gyokérsejtjeinek vizpotencial novekedését eredményezik, ennek kovetkeztében
vizhianyos allapot 1ép fel, ami a sztomak zarédasahoz, a levélfeliilet csokkenéséhez vezethet.
Ezenkiviil megfigyelhet6 a csokkent fotoszintetikus aktivitas és a reaktiv oxigén szarmazékok
felhalmozodasa, melyek végiil a sejtek rendellenes miikodéséhez és halaldhoz vezethetnek
(Taiz és mtsai., 2015). A szérazsag szintén ozmotikus stresszt képes kivaltani, mely beindithatja
a sztomazarddast. A novények bizonyos mértékig képesek alkalmazkodni a megvaltozott viz
hozzaféréshez, ez azonban egy sor jellegzetes élettani és biokémiai valtozassal jar (Yoshida és
mtsai., 2006). A stresszvalasz soran tobb védofehérje (pl. detoxifikacios és metabolit enzimek,
LEA (Late Embryo Abundant) és dehidrin) €s ozmoprotektans molekulak (pl. prolin, glicin-
betain ¢és mannitol) felhalmozo6dasa figyelhetd meg (Hare és mtsai., 1998; Taiz és mtsai., 2015).
Ozmotikus stressz hatasara tobb jelatviteli ut is aktivalodik, mely a masodlagos hirvivé
molekuldk, mint a Ca?, a reaktiv oxigén szdrmazékok és az inozitol-foszfatok
megemelkedéséhez vezet, melyek tovabbitjak a keletkezett jelet, majd foszforilacios
kaszkadokon (MAPK, CDPK - kalcium-fiiggé protein kinaz) és foszfatazokon keresztiil
beinditjak a célgének expresszidjat. A jelatviteli utak lehetnek ABA-fiiggoek (pl. RD29B,
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RD22), illetve ABA-fiiggetlenek (pl. ERD1, COR15A), melyek koziil néhanyat az alacsony
hémérséklet is befolyasol (Shinozaki és Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Az ozmotikus
stresszvalaszban  kiilonbozd transzkripcidés faktorok (DREBI/CBF, MYB, MYC),
iontranszporterek (AtHKT1), protein kinazok (SnRK2) és egyes foszfatazok (ABI1, ABI2)
vesznek részt (Seki és mtsai., 2003). A sztomazasrédas folyamata szintén végbemehet ABA-
fliggo és fiiggetlen modon egyarant. Abszcizinsav jelenlétében az SRK2E/OST]1 protein kindz
felszabadul az ABI1 foszfataz gatlasa alol €s miikddése soran beindul a sztdmazarodas
folyamata, mig ABA hidnyaban az enyhe ozmotikus stressz kozvetleniil képes indukalni a
miikodését (Yoshida és mtsai., 2006). Yoshida és mtsai., (2015) kimutattdk, hogy az ABA
jelatvitelben résztvevé SRK2D/E/I kinazok az AREB1, AREB2 ¢s ABF3 mellett az ABF1 bZIP
tipusi AREB/ABF transzkripcios faktor miikodésére is hatassal vannak ozmotikus stressz

soran.

1.5. Reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) és oxidativ stressz

A reaktiv oxigén szarmazékok keletkezése az aerob folyamatok természetes velejardja,
azonban a kedvezétlen kornyezeti feltételekkel termelddésiik fokozodhat €s masodlagos
stresszt, azaz oxidativ karosodast okozhatnak. A ROS-oknak, azonban nem csak karositd
hatasuk van, hiszen a névények aktivan termelik 6ket, és mint jelmolekulak részt vesznek a
programozott sejthalalban, az abiotikus stresszvalaszban, a patogének elleni védelemben és
kiilonbozd jelatviteli utakban (Mittler, 2002). A reaktiv oxigén szarmazékok az oxigén
részleges redukalasabol szarmaznak, igy létrejohet szinglet oxigén (*O2), hidrogén-peroxid
(H202), szuperoxid (O27), hidroxil (HO") és perhidroxil (HO2™) anion, melyek a sejtek oxidativ
karosodasat eredményezhetik (Asada és Takahashi, 1987; Asada, 2006). A ROS-ok fébb
keletkezési helyei a kloroplasztiszok (PSI és PSII fotokémiai rendszerek) és a mitokondriumok
(I és III komplexek), ezenkiviil a peroxiszomék és a plazmamembranban talalhato NADPH
oxidazok miikodése soran is termelddik szinglet oxigén, hidrogén-peroxid és szuperoxid anion
(Asada, 2006; Shinozaki és mtsai., 2015). A reaktiv oxigén szarmazékok felezési ideje valtozo,
¢€s ez hatassal van a sejten beliil és kiviil megtett tavolsagukra, ezaltal a jelatvitelben betoltott
szerepiikre. A fotoszintézis és mitokondrialis 1égzés sordn keletkezé ROS-ok példaul szerepet
jatszanak a sejtmagi retrograd jelatvitelben (Shinozaki és mtsai., 2015). A hidrogén-peroxid,
melynek felezési ideje a leghosszabb, masodlagos hirvivoként fontos szerepet tolt be a stressz-
jelatvitelben, igy alapvetd a megfelelé molekuléris valasz kialakitdsaban szamos biotikus €s

abiotikus stresszkoriilményben (Volkov és mtsai., 2006; Baxter és mtsai., 2014; Mittler és
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Blumwald, 2015). Kimutattak, hogy a reaktiv oxigén szarmazékok nemcsak az egyedi
stresszekben, de a kiilonb6z6 kombinalt stressz kivédéséhez sziikséges stresszvalasz
kialakitasaban is elengedhetetlenek (Choudhury és mtsai., 2017). A ROS-ok, ugyanakkor
magas reakcioképességiiknek koszonhetden, karosithatjak a membranokat (lipidperoxidacio),
a nukleinsavakat (DNS és RNS) és a proteineket, melyet sejthalal kovethet (Mittler, 2002). A
legtobb kornyezeti stressz ROS felhalmozodast és ennek kovetkeztében az oxidativ stressz
kialakulasat eredményezheti. A ROS felhalmozodas mértéke nagyban fiigg a ROS termelés és
ROS semlegesités kozotti egyensulytol (Mittler és mtsai., 2004). Szarazsag €s sostressz idején
a megfeleld ROS homeosztazis fenntartasa kifejezetten fontos a névények tuléléséhez, féleg ha
ezek mellé magas hémérséklet vagy fény is tarsul (Miller és mtsai.,, 2010). A ROS
semlegesitésre ¢€s a megfeleld egyensuly fenntartdsira a novények kifejlesztettek egy
antioxidans védelmi rendszert, melynek enzimatikus és nem-enzimatikus komponensei is
vannak (Shinozaki és mtsai., 2015). Az antioxidans rendszer miikodése fligg a kornyezeti
feltételektol (fényintenzitas, homérséklet, stb.), a stressz erdsségétdl és hosszatol, illetve a
sejtek és szovetek alkalmazkodoképességétol (Miller és mtsai., 2010). A legfontosabb nem-
enzimatikus antioxidansok az aszkorbinsav (C-vitamin), redukalt glutation (GSH), a-tokoferol
(E-vitamin) és karotenoidok, ugyanakkor a poliaminok ¢és a flavonoidok is szerepet jatszanak a
ROS-ok elleni védelemben. Az enzimatikus antioxidans védelem f6bb szerepldi a szuperoxid-
dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), aszkorbat-peroxidaz (APX) enzimek, illetve a
peroxiredoxinok (PrxR) (Apel és Hirt, 2004; Dietz és mtsai., 2006; Shinozaki és mtsai., 2015).
A ROS detoxifikacio soran a GSH glutation-diszulfidda (GSSG), mig az aszkorbinsav
monodehidroaszkorbatta ¢és dehidroaszkorbatta oxidalodik, majd az aszkorbat-glutation
cikluson keresztiil visszaalakulnak redukalt molekulakkd. Ez a mechanizmus féleg a
kloroplasztiszban jatszodik le. A plasztiszokat a xantofillekhez tartozd zeaxantin is védi az
oxidativ karosodastol. Enzimatikus oldalrdl elséként a SOD aktivalodik, mely hidrogén-
peroxidda alakitja a szuperoxid aniont, majd a CAT és APX atalakitja a hidrogén-peroxidot
vizzé. A glutation-peroxiddz (GPX) miikddése soran a hidrogén-peroxidbdl szintén viz
keletkezik, melyhez GSH-t hasznal. Kozvetett modon az aszkorbat-glutation ciklus enzimjei,
mint a glutation-reduktaz (GR), dehidroaszkorbat-reduktaz (DHAR) és monodehidroaszkorbat-
reduktaz (MDAR) is részt vesznek a ROS semlegesitésben (Mittler, 2002; Shinozaki és mtsai.,
2015). A GPX a hidrogén-peroxid detoxifikacidja mellett, a sejtek redox-homeosztazisat is
szabalyozza a tiol/diszulfid és a NADPH/NADP" (redukalt/oxidalt nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat) egyenstly fenntartasaval (Bela és mtsai., 2015). Az 1. Tablazat és a 2.
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Tablazat az antioxiddns enzimek miikddési helyét, illetve az antioxidansok és antioxidans

enzimek miikodését kivalto stresszeket mutatjak be.

1. Tablazat. Az antioxidans enzimek miikodési helye. (Shinozaki és mtsai., 2015 alapjan)

Antioxidans enzim Rovidités Szubcellularis lokalizacio

Citoszol, mitokondrium, plasztid,

Azkorbat-peroxidaz APX peroxiszéma
Katalaz CAT Peroxiszéma
Dehidroaszkorbat-reduktaz DHAR Citoszol
Glutation-reduktaz GR Citoszol, mitokondrium, plasztid
Glutation-peroxidaz GPX Citoszol, mitokondrium, plasztid
Monodehidroaszkorbat-reduktaz MDAR Citoszol, mitokondrium, plasztid
Peroxiredoxin PrxR Kloroplasztisz, mitokondrium

Szuperoxid-dizmutaz SOD Citoszol, peroxiszoma, plasztid,

mitokondrium

Az abiotikus ¢és foleg biotikus stresszvalasz kialakitasaban jellemzden a plazmamembran
lokalizalt NADPH oxidézok altal termelt ROS-ok vesznek részt (Torres és Dangl, 2005).
Kimutattak, hogy tobb olyan résztvevd van a jelatviteli utakban, melyek képesek érzékelni a
ROS valtozast. Ilyen ROS-indukalt jelatviteli komponens példaul a MAPK kaszkad, kiemelten
a kaszkadban résztvevd AtANP1 és NtNPK1 MAP3K kinazok, illetve az AtMPK3/6 és
Ntp46MAPK MAP kinazok (Kovtun és mtsai., 2000; Samuel és mtsai., 2000). Elesztében
végzett kutatasok alapjan azt feltételezik, hogy egy két-komponensii hisztidin-kinaz receptor
képes érzékelni a hidrogén-peroxidot, ami a jelet tovabbitja a MAPK kaszkad felé, melyen
keresztiil aktivalodnak az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo transzkripcids faktorok
(Singh, 2000). Arabidopsisban, a patogén fert6zés soran termelddé ROS elsésorban az MPK3,
MPK4 és MPK6 kinazokat aktivalja (Siddhi és Sinha, 2015). Tébb ROS aktivalt MAPK
kaszkadot azonositottak Arabidopsis modellben, melyek koziil a MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 a
patogén (Asai €s mtsai., 2002), mig a MEKK1-MKK2-MPK4/6 az abiotikus ¢€s biotikus (Teige
¢s mtsai., 2004; Furuya és mtsai., 2014) stresszvalaszban jatszik szerepet. Ugyanakkor nem

csak a ROS van hatassal a MAP kindz kaszkadra, hanem megfigyelhetd egy feedback
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mechanizmus kozottiik, azaz a MAPK kaszkad képes negativan és pozitivan is befolyasolni a

ROS termel6dést (Siddhi és Sinha, 2015).

2. Tablazat. Kérnyezeti hatasok, melyek hatassal vannak az antioxidansok €s antioxidans enzimek mitkodésére
(Shinozaki és mtsai., 2015 alapjan).

Antioxidans vagy enzim Kivalto stressz

E vitamin Szarazsag

Szarazsag, magas CO,, magas fényerdsség, 6zon,

Aszkorbat-peroxidaz ,
Paraquat, s6

Katalaz Hideg
. Hideg, szdrazsag, y-sugarzds, héstressz, magas
Glutation & &Y ’g &
CO,, 6zon, SO,
Glutation-reduktaz Hideg, szdrazsag, magas CO,, 6zon, Paraquat, s6
zarazsag, mel 5zon, K-, P-, Ca-, Mg-, Fe, Mn-
Poliaminok Szarazsag, meleg, ozon, K-, P-, Ca-, Mg-, Fe, ’

S- és B hidny
Hideg, magas CO,, erés fény, megnovekedett O,,
6zon, Paraquat, s6, SO,

Szuperoxid-dizmutaz
A novényi hormonok, mint az auxin, abszcizinsav, szalicilsav és brasszinoszteroidok, a
NADPH oxidazok aktivalasan keresztiil képesek a H202 termelést befolyasolni, ezaltal szerepet
jatszanak a ROS-jelatvitelben (Bartoli és mtsai., 2013; Considine és Foyer, 2014). A ROS és a
hormonok kézti kapcsolat, illetve az altaluk aktivalt Ca?* és MAPK kaszkadnak kdszénhetden
a ROS-jelatvitel nem csak az abiotikus és biotikus stresszvalaszban, de a novények
novekedésében ¢€s fejlodésében is szerepet jatszik (Mittler és mtsai., 2011; Considine és Foyer,
2014).

1.6. Hésokk transzkripcios faktorok

A hosokk faktorok (HSF) széles korben elterjedtek a névényvilagban, hiszen mig mas
¢l6lényben egy vagy csak néhany gén kodol hésokk faktort, addig a ndvények sokkal nagyobb
géncsaladdal rendelkeznek: Arabidopsisban 21 (Nover és mtsai., 2001), rizsben 25 (Chauhan
¢s mtsai., 2011), mig repcében 64 (Zhu és mtsai., 2017) HSF gén talalhato. A ndvényekben, a
hosokk faktorok fontos szerepet toltenek be a hdstressz kivédésében, aktivalva a hdsokk
proteineket (HSP), azonban ujabb kutatasok szerint mas karosito hatasok elleni védekezésben
is részt vesznek (Shinozaki és mtsai., 2015). Arabidopsisban, szerkezetiik alapjan 3 osztalyt (A,
B és C; 1. Abra) és ezen belill 14 csoportot kiilonitiink el. A HSF-ok rendelkeznek egy

konzervalt DNS-k6té és oligomerizacios régioval, illetve egy szintén konzervalt sejtmagi
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lokalizacios szignallal (NLS). Az A osztalyban megfigyelheté még egy vagy tobb aromas,
hidrofobikus és savas aminosavakban gazdag aktivator motivum (AHA) és egy sejtmagi export

szignal is (NES) (1. abra; Nover és mtsai., 2001).

DBD oD NLS AHA1l AHA2 NES
A osztaly [ ) | ' B _ 0
B osztaly | | | [
Cosztily | | | | B

1. Abra. Az Arabidopsis hdsokk faktorok osztalyozasa szerkezetiik alapjan (Nover és mtsai., 2001; Pérez-
Salamo, 2014 doktori dolgozata alapjan). DBD — DNS kot6 régid, OD — oligomerizacios régio, NLS — nuklearis
lokalizacios szignal, AHA1, AHA2 — aktivator motivum, NES — nuklearis export szignal.

A legtobb HSF az A osztalyba tartozik, melyek az AHA motivumoknak kdszonhetden
transzkripcios aktivitassal rendelkeznek (Nover és mtsai., 2001; Miller és Mittler, 2006). Az
aktivator motivum jelenléte ellenére, megfigyeltek transzkripcids gatldssal rendelkezd A-tipust
hdsokk faktort is, mint a HSFA5 (von Koskull-Déoring és mtsai., 2007), ami a HSFA4-tipust
hésokk faktorokkal heterooligomert képez, és gatld hatassal van azok miikodésére (Baniwal és
mtsai, 2007). A B osztaly tagjaiban nincs jelen AHA régi6, azonban megfigyelheté egy
konzervalt LFGV gatl6 motivum, ezért valoszinlileg transzkripcids represszorként miikodnek
(Czarnecka-Verner és mtsai.,, 2004). A C osztalyban eddig csak egy hdésokk faktort
Cavalcanti és mtsai., 2012).

Stressz hianyaban, a HSF-ok a citoszolban helyezkednek el, ahol komplexeket alkotnak
a hdsokk proteinekkel (példaul a HSP90-el). Stressz hatasara ezek a komplexek szétesnek, majd
a hésokk faktorok trimert képezve a sejtmagba keriilnek. Itt, felismerik a célgének
promoterében talalhaté hdsokk elemeket (HSE), melyet egy palindrom transzkripcids faktor
(TF) koté régid (5°-AGAANnTTCT-3") alkot, és ezekhez kapcsolodva aktivaljdk a
génexpressziot, ezaltal a stresszvalaszt (Akerfelt és mtsai., 2010; Anckar €s Sistonen, 2011). A
2. Abra a hésokk faktorok feltételezett, stressz altali aktivalodasat és a hdsokk elemek kotését
mutatja be.

A novényi hosokk faktorok nemcsak a magas homérsékletre adott valaszt, hanem mas
kornyezeti hatas altal kivaltott reakciot, illetve a ndvények fejlédését is képesek szabalyozni

(Scharf és mtsai., 2012; Albihlal és mtsai., 2018). Genomszint{i vizsgalatok kimutattak, hogy
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egyes novényi HSF-ok nem csak a hdsokk proteinek és a chaperonok, hanem olyan gének
expressziojat is képesek szabalyozni, amelyek szerepet jatszanak a transzkripcidban, fehérje
bioszintézisben, metabolizmusban, fejlédésben és a jelatvitelben (Busch és mtsai., 2005). Az
utobbi években koriilbeliill ezer HSFA1b célgént azonositottak Arabidopsisban, illetve
kimutattak egy olyan 27 db, HSFAlb-altal szabalyozott, transzkripcids faktorbol alld
hierarchikus jelatviteli halozatot, amely 1780 tovabbi gén aktivitasat iranyitja (Albihlal és
mtsai., 2018).

P 5 %
° Q‘é 7 % z
: o
-~ 0
S
< \
&%

Génexpresszié

5 P |
HSE (5’-AGAANNTTCT-3') 3

2. Abra. A novényi hosokk faktorok feltételezett aktivacioja és miikodése (Shinozaki és mtsai., 2015 alapjan).
HSF — hésokk faktor, HSP — hdsokk protein, P — foszfat, HSE — hésokk elem.

A ROS-indukalt Arabidopsis HSFA4A transzkripcios faktor szamos, a stresszvalaszban
szerepet jatszO gén expresszidjat eldsegiti, amelyek kozott ZnF, MYB és WRKY-tipusu
transzkripcids faktorok is megtaldlhatok (Pérez-Salamo €s mtsai., 2014). A HSFA4A kedvez6
hatasat kiillonboz6 stressz soran nemcsak Arabidopsisban, hanem mas fajokban is leirtak.
Kimutattak, hogy a HSFA4A taltermelése rizs novényekben kadmium toleranciat (Shim és
mtsai., 2009), mig napraforgdban (Carranco és mtsai., 2017) és repcében (Lang és mtsai., 2017)
széarazsagtiirést eredményez. Repce novényekben, a BNHSFA4A génexpresszioja fokozddik
széarazsag ¢s hostressz hatasara, mely aldtdmasztja azt az feltevést, miszerint ez a transzkripcids

faktor részt vehet tobb, egyiittesen hato stressz kivédésében is (Zhu és mtsai., 2017).
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A hosokk faktorok tobb olyan poszt-transzlacios modositdsokon mehetnek keresztiil,
mint foszforilaci6, acetilacié vagy szumoilacid, melyek befolyasoljak azok aktivitasat €s
stabilitasat (Akerfelt és mtsai., 2010). Kimutattak, hogy a huméan HSF1 transzkripcios faktor
MAP-kinaz tipustt ERK1 (extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz 1) és GSK3 (glikogén
szintaz kinaz 3) altali foszforilacioja gatolja a faktor miikodését és a hésokk valaszt normal
koriilmények kozott (Chu és mtsai., 1996). A gatld hatasu foszforilacio eldsegiti a HSP90-es
fehérjékkel valdo kolcsonhatast, ugyanakkor elengedhetetlen a szumoilacidhoz is, mely
egylittesen gatolja a HSF1-fliggd gének aktivitasat (Hietakangas és mtsai., 2003; Wang ¢és
mtsai., 20006). Ellentétben az ERK1 vagy GSK3 hatasaval, a CaMKII (kalcium/kalmodulin-
fiiggd protein kinaz I1) vagy PLK1 (polo-tipusu kinaz 1) kinazok hiperfoszforilacioja stimulalo
(Holmberg és mtsai., 2001; Kim és mtsai., 2005). Az éleszté HSF1 is hiperfoszforilalodik
hostressz hatdsara, mely az aktivalodas eldfeltétele, illetve nélkiilozhetetlen a célgének
promoterében talalhatéo HSE-k felismerésében (Hashikawa és Sakurai, 2004). Novényekben, a
valtozatos és nagy HSF és protein kinaz géncsalddoknak kdszonhetden, a hésokk faktorok
foszforilacioja sokkal Osszetettebb. Akarcsak az allati rendszerekben, tigy a névényekben is
megfigyelhet6 a HSF foszforilacié negativ vagy pozitiv hatasa. Arabidopsisban, a ciklin-fiiggd
CDC2 kinaz foszforilalja a HSF1 faktort, ami megakadalyozza annak DNS-hez val6 kotédését
(Reindl és mtsai.,, 1997). Paradicsomban, egy kalcium-fiiggd, ho aktivalt MAP-kinaz
foszforilalja a HSF3 faktort ami serkenti annak aktivitasat (Link és mitsai., 2002).
Arabidopsisban a kalmodulin-k6té protein kinaz 3 (CBK3) kolcsonhat és foszforilalja a
HSFALl-et, elésegitve a hdsokk elemek kotését ¢s a HSP gének transzkripciods aktivalasat (Liu
¢és mtsai., 2008). Kimutattak azt is, hogy a hdstressz aktivalja az Arabidopsis MAP-kinaz 6-ot
(MPKG®6), mely komplexet képez a HSF2 faktorral és foszforilalja azt (Evrard és mtsai., 2013).
Az Arabidopsis HSFA4A transzkripcios faktor szuszbtratja az MPK3 ¢és az MPK6 MAP
kinazoknak, azonban a MAP kinazok altali foszforilacio bioldgiai vagy molekularis funkcioja

nem tisztazott teljesen (Pérez-Salamo €s mtsai., 2014).

1.7. Mitogén-aktivalt protein kinazok (MAPK)

A novények novekedéséhez és fejlodéséhez elengedhetetlen a megfeleld és jol koordinalt
kommunikacio a sejtek, a szovetek és a szervek kozott. Eukariotakban a kornyezet-sejt, illetve
a sejt-sejt kozotti kapcsolatok kiilonb6zé receptorokon keresztiil valosulnak meg. Ezek kozé

tartoznak a receptor-szert protein kinazok (RLK), melyek az érzékelt jelet a mitogén-aktivalt
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protein kinaz (MAPK) kaszkad iranyaba tovabbitjak (Xu és Zhang, 2015). A MAPK kaszkadok
konzervalt jelatviteli modulok az eukariota szervezetekben, melyek harom f6 kinaz tipusbol
allnak: MAPK kinaz kinaz (MAP3K), MAPK kinaz (MAP2K) és MAP kinaz (MAPK, MPK),
melyek muiikodése egymas hullamszerti foszforilaciojan alapszik (Colcombet és Hirt, 2008;
Opdenakker és mtsai., 2012). A MAP3K szerin/treonin kinazok foszforilaljak a tirozin- és
szerin/treonin-tipust MAPK kindzokat, ezek pedig aktivaljak a szerin/treonin-tipusi MAP
kindzokat, melyek valtozatos célpontokat foszforildlhatnak, mint példaul transzkripcios
faktorokat, splicing faktorokat, mas kinazokat és egyéb szabalyozo fehérjéket (Mishra és mtsai.,
2006). Az Arabidopsis thaliana genomjaban 60-80 gén kédol MAP3K, 10 gén MAP2K és 20
gén MAPK tipusu kindzokat. Mas novényeken végzett kutatdsok hasonl6 MAPK kaszkadba
tartozd kindz eloszlast talaltak (Hamel és mtsai.,, 2006). A MAP3K a legnagyobb és a
legvaltozatosabb csoport a MAPK kaszkadbol, és két alcsoportba sorolhatd: a MEKK-tipusu
(pl.: ANP1/2/3 és MEKK1 kinazok) és a RAF-szertli kindzokra (pl.: CTR1 és EDR1 kinazok).
A MEKK alcsoportnak tulajdonithato a MAPKKK funkcid, azonban a RAF-szeri kinazok ilyen
fajta mikodése még nem tisztazott. A MAP2K csoport rendelkezik a legkevesebb taggal,
azonban tobb MAP kinazt képes aktivalni, ami arra utal, hogy tobb jelatviteli utvonal is ezen a
ponton agazhat el. A csoporton beliil négy alcsoportot (A-D) azonositottak, amelyek koziil, a
D alcsoport kivételével, a legtobb részt vesz valamilyen forméaban az abiotikus stressz, a
patogén és hormonalis valasz kialakitasaban, illetve a sejtosztodas szabalyozasaban. A MAP
kindzoknak két tipusa ismert: a TEY és TDY aminosav motivumokat tartalmazé kinazok. A
TEY-n beliill harom csoport kiilonithetd el, az A, B és C, melyek koziil az A csoport tagjai, mint
az MPK3 és MPK6, a kornyezeti stressz- €s hormonalis valaszban jatszanak szerepet, mig a B
csoport tagjai, mint az MPK4, a kornyezeti stresszvalaszban €s a sejtosztodasban vesznek részt.
A C csoport kevésbé ismert, de a cirkadian ritmussal hozhat6 Gsszefiigésbe. A TDY -tipust
kindzok alkotjdk a D csoportot, melyek szerkezetben eltérnek a masik harom csoporttol, és
valosziniileg a gombafertdzések €s a sebzés indukalja a miikodésiiket (Ichimura és mtsai., 2002;
Colcombet és Hirt, 2008; Opdenakker és mtsai., 2012). A MAPK foszforilacios kaszkadon
alapuld jeltovabbitas fontos a sejtvalaszban, de ugyanennyire fontos a jel altal 1étrehozott valasz
csillapitasa is. A MAP kinazok negativ szabalyozo6i a tirozin foszfatazok (PTP), szerin/treonin
foszfatdzok (PSTP, példaul a PP2C csalad) és a kettds foszfatdzok (DSP), mint az MPK-
specifikus foszfatdzok (MKP), melyek defoszforilacid segitségével fejtik ki hatasukat
(Lumbreras és mtsai., 2010).

A MAP kinazok fontos szerepet toltenek be a biotikus és abiotikus stresszvalasz

kialakitasaban és a ROS jelatvitelben. A 3. Abran egy ROS-indukalt, MAPK kaszkadon
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keresztiili sejtvalasz sematikus jelatviteli utja lathat6 (Siddhi és Sinha, 2015). Arabidopsisban
az egyik legfontosabb MAP kinaz kaszkad modul a bakteridlis- és gombafertdzéskor aktivalodo
MEKK1-MKK4/MKK5-MPK3/MPKG6 kaszkad, ami az FLS2 flagellin receptortol érkezd jelen
keresztiil aktivalja a WRKY22 ¢s WRKY29 transzkripcids faktorokat (Asai és mtsai., 2002).
Egy masik fontos MAPK modul a MEKK1-MKK2-MPK4/MPKG6 kaszkad, ami a patogénhatas
mellett, abiotikus stressz (pl.: s, hideg, szarazsag és sebzés) soran is aktivalodik (Nakagami €s
mtsai., 2005). Az Arabidopsis MAP kinazok koziil az MPK3, MPK4 és MPK6 kinazokat
ismerik legjobban. Ezeket a MAP kinazokat elsésorban a kiilonb6z6 kornyezeti stresszhatasok
aktivaljak (Colcombet és Hirt, 2008).

Biotikus stressz Abiotikus stressz

ﬁé Pl Dﬁ

MAPKKK

MAPKK

H

MAPK MPK3, MPK4, MPK6

1

H

Sejtvalasz

3. Abra. A MAP kinaz kaszkid ROS-indukalt miikodése (Siddhi és Sinha, 2015 alapjan). NADPH —
nikotinamid adenin dinukleotid foszfat.

Az MPK3 és MPK6 kinazok szerepe kulcsfontossagu a sejtszintli stresszvalaszban, hiszen a
patogén rezisztencia és az abiotikus stressztolerancia kialakitasa mellett képesek szabalyozni
az oxidativ, az etilén és az ABA jelatviteli utakat is (Li és mtsai., 2012a; Rasmussen és mtsai.,

2012; Su és mtsai., 2017; Bigeard és Hirt, 2018; Sun és mtsai., 2018). Foszforilacios aktivitasuk
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révén képesek befolyasolni a jelatvitelben résztvevo transzkripcids faktorok aktivitasat. Ilyen
TF-ok lehetnek a patogén valaszban részt vevé WRKY 33 és ERF6 (Mao és mtsai., 2011; Meng
¢és mtsai., 2013), az oxidativ stresszvalaszt szabalyozo ZAT10 (Nguyen és mtsai., 2012b), az
ABA jelatvitelben szerepet jatszo MYB44 (Nguyen és mtsai., 2012a), vagy az ICE1, ami a
hidegtolerancia kialakitasaban vesz részt (Li és mtsai., 2017). Az MPK3 és MPK6 kinazok
szerepet jatszanak a hosokk faktorok foszforilacidjaban is (Pérez-Salamé és mitsai., 2014;
Pitzschke, 2015).
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2. Célkitiuzés

Munkam célja, hogy a csoportunkban azonositott HSFA4A transzkripcios faktor jellemzését

folytassam, ezaltal jobban meg tudjuk érteni a faktor stresszvalaszban bet6ltott szerepét.

e Génexpresszid valtozasanak tanulmanyozasa Arabidopsis névényekben kiilonb6zo
stressz kortilmények kozott.
e Sajat promoteres, YFP-hez kapcsolt HSFA4A génkonstrukcid expresszioja transzgenikus
Arabidopsis névényekben.
- A génkonstrukcio segitségével a fehérje szint valtozasanak vizsgalata tobbféle
stressznek kitett novényekben.
- A HSFA4A-YFP fzids fehérje sejten beliili lokalizacidjanak vizsgélata.
- A HSFA4A-YFP alkalmazasaval a HSFA4A fehérje promoter kotésének
vizsgalata ChIP technika segitségével.
e A HSFA4A MPK4 kinaz altali foszforilacidjanak felderitése, in vivo és in vitro
foszforilacids helyek azonositasa.
e Foszforilaciot imitalo és kizardé mutans HSFA4A elkészitése.
- A foszforilacid6 multimerizacidban betoltott szerepének vizsgalata BiFC
technikaval.
- A vad tipusu és mutans HSFA4A tultermelésének hatasa a tilélésre és oxidativ
karosodasra so-, ho- és kombinalt stresszben.

e Pontosabb modell kidolgozasa a HSFA4A stressz jelatvitelben betdltott szerepérdl.
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3. Anyagok és médszerek
3.1. Novényi anyagok és novénynevelés

A munkank soran minden kisérlethez Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) dkotipusu
novényeket hasznaltunk, mint vad tipusd (wt) vonalat. A moddositott géneket és
génkonstrukciokat is ebben az 6kotipusban fejeztettiik ki, igy 1étrehozva a tultermelé pERS-
HSFA4A-S309D és a pHSFA4A::HSFA4A-YFP génkonstrukciot hordozo transzgenikus
novényeket. A kisérletek soran ezek mellett még a Pérez-Salamoé és mtsai. (2014) altal leirt
PER8-HSFA4A tultermeld ndvényt is hasznaltunk. A kisérletekhez, a csirdztatas elétt minden
esetben a magokon feliileti sterilizalast végeztiink: 70% etanol 1 perc, majd 5% Domestos 15
perc és végiil steril vizzel 5Sx atmostuk a magokat. A tulélés teszthez a csirandvényeket miianyag
halén (SEFAR, 07-20/13) neveltiik, a konnyebb athelyezés céljabol. A novényeket minden
esetben in vitro steril koriilmények kozott neveltikk Y2 MS taptalajon (2 MS — Murashige ¢és
Skoog (Duchefa), 0,8% agar (Duchefa) és 0,5% szachar6éz (Molar Chemicals Kft), Koncz és
mtsai., 1994), 22°C hémérsékleten, 8h fény/16h sotét fényciklussal, illetve 100 uE m? sec?
fényintenzitast hasznaltunk (normal vagy kontroll koriilmények). Az 6sztradiol indukalhato
pERS promoter alkalmazasa esetén a tultermeld, illetve a kontrollként hasznalt Col-0 vad tipusu
novényeket stresszkezelés eldtt 24 oraval S5uM 0Osztradiol ((17p)-estra-1,3,5(10)-triene-3,17-
diol, Sigma-Aldrich) és 0,01% Silwet keverékével permeteztiik le, hogy az indukalhatd
promotert a kezelések eldtt indukaljuk. Ilyenkor a stresszkezelések sordn hasznalt taptalajba is

5 uM osztradiolt tettiink, ezaltal biztositva a magas és allandé expresszids szintet.

3.2. Stresszkezelések

A Kkisérletek soran tobbféle stresszkoriilményt (stresszkezelés) is alkalmaztunk, ahol
minden esetben folyékony % MS taptalajt, 8h fény/16h sotét fényciklust és 100 pE m™ sec™
fényintenzitast hasznaltunk. A stresszkoriilmények a kisérletek soran a kovetkezok voltak: (1)
sOstressz, mely soran a taptalajt 100 mM vagy 150 mM NaCl (Molar Chemicals Kft) soval
egészitettiik ki (hdmérséklet 22°C) (2) hdstressz, mely sordn nappali hdmérsékletnek 37°C, mig
¢jjelinek 30°C hasznaltunk, illetve (3) kombinalt stressz, mely soran a s6- és hdstresszt

egyszerre alkalmaztuk.
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3.3. Génkonstrukciok létrehozasa

A fehérje lokalizacio, illetve a DNS kolcsonhatas és transzkripcids szabalyozas
vizsgalatahoz 1étrehoztuk a HSFA4A teljes hosszisagi ¢cDNS C-terminalis végén YFP-vel
jelolt valtozatat, melynek kifejezddését a HSFA4A gén (AT4G18880) 2kb hosszi promoter
szakasza szabalyozta. A pHSFA4A::HSFA4A-YFP konstrukcié (4A. Abra) megalkotiséhoz a
pPCV-HSFA4A-YFP vektorbol BamHI-Hindlll emésztéhelyeket hasznalva ujra klonoztuk a
HSFA4A-YFP génfazids szakaszt a pENTRY-BS plazmidba (pENTRY-BS-pHSFA4A), mely
tartalmazta a HSFA4A gén promoterét (Pérez-Salamé és mtsai., 2014). A kapott fragmentumot,
szekvenalas utan, a pMDC99 binaris Gateway vektorba (Curtis és Grossniklaus, 2003) juttattuk
Gateway LR Clonase reakcioval.

A HSFAA4A foszforilaciot imitalé mutans valtozatanak eldallitasahoz a Ser309 (szerin
309) aminosavat kicseréltiik aszpartatra (Asp309). A HSFA4A ¢DNS in vitro mutageneziséhez
kétlépéses PCR (Polimeraz lancreakcio) reakciot végeztiink, melyhez a templat a pET28-
HSFA4A vektor volt, és a 1épések hasonloak voltak, mint a nem-foszforilalodo HSFA4A-
S309A mutans létrehozasanal (Pérez-Salamo és mitsai., 2014). Els6 1épésben a HSFA4A-
S309D ¢és T7 primer part hasznaltuk a PCR reakcidhoz, majd a keletkezett mega primert a T7
primerrel kombinalva megcsinaltuk a masodik PCR reakciot. Az igy kapott PCR fragmentumot
a pBluescript IT SK+ plazmidba klonoztuk a BamHI és Hindl1l emésztohelyekre, majd a kapott
kloénokat megszekvendltuk. A hiba mentes és a mutaciot tartalmazé6 HSFA4A-S309D cDNS-t
(S309D — a szerin (S) 309 aminosav cseréje aszpartatra (D)) a pENTR2b Gateway vektorba
ligaltuk a BamHI és Xhol emészt6helyekre, majd Gateway LR clonase reakcioval létrehoztuk
a PER8-HSFA4A-S309D osztradiol indukalhatd taltermeld konstrukciot (4B. Abra), a
pERS8GW (Papdi és mtsai., 2008) binaris vektort hasznalva. A kész binaris vektorokat
Agrobaktérium kozvetitett transzformacioval juttattuk a vad tipust Arabidopsis Col-0

novényekbe.

A pHSFA4A HSFA4A cDNS  YFP polAnos
1 kb
B pPER8 (XVE) HSFA4A cDNS polAnos

4, Abra. A Kkisérletek soran hasznalt génkonstrukciék. A) A pHSFA4A::HSFA4A-YFP és B) a pERS-
HSFA4A/HSFA4A-S309D génkonstrukcidok sematikus térképe. A muticio helyét a sarga csillag jeloli. pHSFA4A
— HSFA4A gén promoter, HSFA4A cDNS — a HSFA4A gén komplementer DNS-e, YFP — sarga fluoreszkald
fehérje, polAnos — poli A vég és nopalin-szintdz terminator, pER8 (XVE) — dsztradiol indukalhatd promoter.
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A bimolekuléris fluoreszcens komplementacidhoz (BiFC) sziikséges génkonstrukciok
eléallitasahoz PCR reakcioval, a HSFA4A-HindIIl és HSFA4A-Smal-NoStop primereket
hasznalva, felszaporitottuk a HSFA4A-S309A és HSFA4A-S309D fragmentumokat, melyhez
a templatok a pENTR2b-HSFA4A-S309A (Pérez-Salam6 és mtsai., 2014) és az Ujonnan
1étrehozott pENTR2b-HSFA4A-S309D vektorok voltak. A kapott terméket a pBluescript Il
SK+ plazmid Hindlll-Smal emésztéhelyekre klonoztuk, majd ellenérzésképpen szekvenaltuk
Oket. Az ellen6rzott fragmentumokat atvittiik a Hindl1 és Smal helyeket hasznalva a pSATI1A-
NEYFP-N1 (p35S-nYFP) és pSATIA-CEYFP-N1 (p35S-cYFP) BIFC vektorokba
(http://www.bio.purdue.edu/people/faculty/gelvin/nsf/index.htm, 5. Abra). A sikeres fuziot az

osztott YFP-vel (N és C terminalis végek) szekvenalassal ellendriztiik. Az igy kapott
konstrukciokat, pSATI1A-HSFA4A-S309A-nEYFP-N1 (p35S-HSFA4A-S309A-nYFP) és
pPSAT1A-HSFA4A-S309A-CEYFP-N1 (p35S-HSFA4A-S309A-cYFP), pSAT1A-HSFA4A-
S309D-nEYFP-N1 (p35S-HSFA4A-S309D-nYFP) és pSATIA-HSFA4A-S309D-cEYFP-N1
(p35S-HSFA4A-S309D-cYFP),  Arabidopsis  sejtkultarabol ~ készitett  protoplaszt
transzformdciora hasznaltuk. Mindegyik konstrukcid p35S konstitutiv promoterrel (karfiol
mozaik virus 35S promoter, CaMV35S) rendelkezett, mely a fazios fehérje folyamatos
kifejezddését biztositotta.

A klonozashoz a Gateway Cloning System-et (Invitrogene by Thermo Fischer Scientific)
vagy a FastDigest emésztd enzimeket €s T4 DNS ligazt (Thermo Scientific) hasznaltuk a gyartd
hasznalati utmutatojat kovetve. A kétlépeses PCR reakciokhoz Phusion High-Fidelity DNS
polimerazt (Thermo Scientific) hasznaltunk. A munkam soran hasznalt oligonukleotidok listaja

a Fiiggelék F1. Téblazatdban szerepelnek.

3.4. Arabidopsis novények transzformalasa és szelekcidja

A Dbinaris vektorok T-DNS-ébe épitett kiillonbozé génkonstrukciokat Agrobaktérium
kozvetitette genetikai transzformacioval juttattuk be az Arabidopsis Col-0 novényekbe. A 4-6
hetes viragz6 Arabidopsis ndvényeket 5% szacharoz, 0.01% Silwet L77 tartalmu
Agrobaktérium oldatba meritettiilk, majd egy ¢éjszakan at lefedve taroltuk (Clough és Bent,
1998). Ezt a 1épést 7-10 nap mulva megismételtiik az Ujonnan megjelend viragokkal, a
transzforméci6 hatékonysaganak novelése céljabol. Elviragzas utdn az érett magokat
begytijtottiikk, majd antibiotikumos szelekcidval kivalogattuk a transzformans vonalakat. A

feliilet sterilizalt magokat Y2 MS taptalajon az alabbi antibiotikumok jelenlétében csiraztattuk:
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Hygromicin 15-20 mg/l, Claforan-Karbenicillin 200-200 mg/l. Az antibiotikum rezisztens
novények megjelenéséig normal koriilményekre helyeztiik a Petri csészéket, majd az tiveghazba

valo kitiltetést kdvetden, az érett magokat papirzacskoban fogtuk fel.

3.5. Tulélés teszt

A pER8-HSFA4A (HSFox-wt) és pER8-HSFA4A-S309D (HSFox-m) konstrukciokat
expresszalo transzgenikus novények stressztiirését tulélés teszttel vizsgaltuk, mely soran a
csirandvényeket tiz napig normal koriilmények kozott neveltiikk, majd 24, illetve 48 6ras s6 (100
vagy 150 mM NaCl), h6 (37°C/30°C nappal/éjjel), illetve kombinalt (sostressz és hdstressz
egyidejii alkalmazdsa) stressznek tettiik ki 6ket. A meghatarozott idejii stresszkezelés utan a
novényeket ismét normal koriilményre helyeztiik, majd tiz nap elteltével (regeneracios ido)
kiszamoltuk a talélo és halott (teljesen klorotikus, zold levelek nélkiil) novények szazalékos
aranyat. A tuléld novényeket két kategdridba soroltuk: ép (erdteljes novekedés, 1) zold
levelekkel) és karosodott (lassan novo, kicsi novények és/vagy klorotikus levelekkel). A

kisérletek soran Col-0 ndvényeket hasznaltunk kontrollnak.

3.6. Lipidperoxidacio

A lipidperoxidaciot a malondialdehid (MDA) tartalom meghatarozasaval mértiik,
melyhez a TBARS (tiobarbitursav reaktiv anyagok) tesztet hasznaltuk (Hodges és mtsai., 1999).
A mérésekhez tiz napig normal koriilmények kozott nevelt novényeket két napig kontroll és
stresszkoriilmények (100 és 150 mM NaCl, hdstressz: 37°C nappal/30°C éjjel, illetve ezek
kombinacioja) kozott novesztettiink, majd tobb parhuzamos mintat gyijtottiink, melyeket
folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottunk, és -80°C taroltunk felhasznalasig. A ndvényi
mintakat (100 mg) RETCH késziilékkel tartuk fel egy csapagygolyo segitségével, majd 1 ml
0,1%-0s TCA-val (triklorecetsav) homogenizaltuk, és 5 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk.
Inkubacié utan, a mintakat 15 percig centrifugaltuk 13000 rpm-en, majd 200 pl iiledékmentes
feliiliszot Osszekevertiink 800 pl 20%-os TCA ¢és 0,5% TBA keverékével (TBA -
tiobarbitursav), és 30 percig forraltuk. Ezutan a mintakat jégen lehtitottiik, majd 5 perc
centrifugalas (13000 rpm) utan megmértiik az elegyek abszorbancigjat 532 és 600 nm-en,
Multiskan Go spektrofotométer (Thermo Fischer Scientific) segitségével. Az MDA-TBA
komplexek szazalé¢kos mennyiségét a kovetkezd képlettel szamoltuk ki: X(%) = 100 x (Assz2 —
Aso0) (Zsigmond ¢és mtsai., 2012).
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3.7. Intracellularis lokalizacio

A HSFA4A-YFP fuzios fehérje intracellularis lokalizacidjanak meghatarozasdhoz ot
napos PpHSFA4A::HSFA4A-YFP transzgenikus csiranovényeket hasznaltunk, melyeket
Olympus FV1000 konfokalis 1ézerpasztdzé mikroszkoppal vizsgaltunk. A csirandvényeket
targylemezre helyeztiik, melyen egy vékony réteg (megkozelitdleg 1-2 mm) 2 MS taptalaj
(kontroll) volt, amit sostressz esetén 100 mM NaCl-al egészitettiik ki. A kiszaradas elkeriilése
végett felhasznalasig a targylemezt nedves kornyezetben tartottuk. A YFP jel nyomon
kovetéséhez a csirandvények gyokerét vizsgaltuk, az intracelluléris valtozas észleléséhez pedig
Ot percenként fotdt készitettiink ugyanarrol a gyokérsejtrél 30 percen keresztil. A
fluoreszcencia intenzitasanak valtozasat a citoplazmaban és a sejtmagban ImageJ2 szoftverrel

analizaltuk (https://imagej.net/ImageJ2). A gyokérszorok sejtmagjainak lathatova tételéhez

crer

Kontroll ndvénynek minden esetben Col-0 hasznaltunk.

3.8. Bimolekularis fluoreszcens komplementacio (BiFC) és fehérje detektalas

A BiFC probat Pérez-Salamo6 €s mtsai. (2014) alapjan kiviteleztiik. A protoplasztokat
Arabidopsis  sejtkultarabol  allitottuk  eld, majd PEG (polietilén-glikol, Duchefa)
transzformalassal juttattuk be a konstrukciokat a protoplasztokba (Mathur és mtsai., 1995). A
protoplasztokat 20 pg (10-10 ug) p35S-HSFA4A-n/cYFP (HSFA4A-wt, Pérez-Slamo és
mtsai., 2014), p35S-HSFA4A-S309A-n/cYFP (HSF-S309A) vagy p35S-HSFA4A-S309D-
n/cYFP (HSF-S309D) génkonstrukciokkal transzformaltuk. Negativ kontrollnak PEG kezelt,
p35S-n/cYFP vagy p35S-HSFA4A-cYFP/p35S-nYFP  konstrukciokkal —transzformalt
protoplasztokat hasznaltunk. Huszonnégy oOra 22°C-0S inkubacié utan a fluoreszcenciat
Olympus FV1000 konfokalis 1ézerpasztazoé mikroszkoppal vizsgaltuk, majd a YFP jelerdsséget

ImageJ2 (https://imagej.net/Imagel2) szoftverrel elemeztiik. A fazios fehérje jelenlétének

vizsgalatara Western blot analizist végeztiink a transzformalt protoplasztokbol szarmazo
fehérjekivonatokon. Ehhez 6sszegytijtottiik a protoplasztokat, majd 1xSDS pufferrel (SDS —
natrium-dodecil-szulfat, 5xSDS puffer: 10% SDS, 20% béta-merkaptoetanol, 50% glicerin,
0,315 M Tris-HCI, pH 6,8; 0,03-0,05% bromfenolkék) felforraltunk, hogy feltarjuk a sejteket.
A fehérjéket 8%-0s (w/v) SDS-PAGE-el (PAGE — Poliakrilamid gélelektroforézis) méret
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szerint elvalasztottuk, majd Western blot probat végeztiink anti-GFP egér monoklonalis
ellenanyaggal (Roche), amely a cYFP-jelolt fehérjéket ismeri fel.

Az 5. Abra a BiFC kisérletekhez hasznalt konstrukciok megalkotisahoz hasznalt
alapvektorokat mutatja be.

4358 bp \ 4031 bp

5. Abra. A klénozashoz hasznalt BiFC vektorok. A modositott HSFA4A-t a multiklénozé hely Hindlll és Small
emésztbhelyeire klonoztuk. AmpR — ampicillin rezisztencia gén, CaMV 35S — karfiol mozaik virus 35S promotere,

NEYFP, cEYFP — az osztott EYFP N- és C-terminalis végei, ori — replikacios origd, kék négyzet — multiklonozo
hely.

\ PSAT1A-nEYFP-N1 : ; PSAT1A-cEYFP-N1

3.9. Nem-denaturaléo PAGE, SDS-PAGE és Western blot analizis

A nem-denaturalé poliakrilamid gélelektroforézishez tiz napos transzgenikus
Arabidopsis (P HSFA4A::HSFA4A-YFP) és Col-0 novényekbdl (100 mg) fehérjét izolaltunk, a
kovetkez6 pufferrel: 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% TritonX-100 és 1xProtease
Inhibitor Cocktail (Sigma Aldrich, Merck). A mintak teljes fehérje tartalmat Bradford
modszerrel hataroztuk meg. Az igy kapott fehérje mintakhoz (100 pg fehérje), melyeket a

dithiothreitolt (DTT) adtunk, majd 10 percig inkubaltuk szobahémérsékleten. A DTT kezelt
fehérjéket 7%-os (w/v) poliakrilamid gélen méret szerint szétvalasztottuk, majd
elektroblottolassal Immobilon-P (Merck Millipore) membranra vittiikk Western blot analizishez.

Az SDS-PAGE-hez az elébbiekben leirt mddon izolaltunk fehérjét, majd a feltart fehérje
mintakbol 25ug-ot 1XSDS pufferrel forraltunk, 8%-os (w/v) poliakrilamid gélen méret szerint
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elvalasztottunk ¢és elektroblottolassal Immobilon-P membranra vittik. A Western blot
analizishez a membranokat egy oran keresztiil IXTBST blokkolo pufferben (50 mM Tris-HCI
pH 8,0; 150 mM NaCl, 0,05% Tween-20, 5% sovany tejpor) inkubaltuk. Ezutan 1,5 éran
keresztiil egérben termeltetett anti-GFP (Roche, 1:2000 higitdsban) ellenanyagot tartalmazo
IXxTBST blokkol6 pufferben inkubaltuk, majd 3 x 10 percig mostuk a membranokat 1xXTBST
pufferben. Masodlagos ellenanyagként peroxidaz kapcsolt anti-egér ellenanyagot (Pierce,
1:5000 higitasban) hasznaltunk 1,5 6ran 4t, majd ismét 3 x 10 perc mosas kovetkezett. A fehérje
detektalashoz Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate (Merck Millipore)

reagenst €s Fusion FX5 kamera rendszert (Vilber Lourmat) hasznaltunk.

3.10. Kromatin Immunprecipiticio (ChIP)

A HSFAA4A fehérje promoter kotését harom, olyan gén promoterén teszteltiik, melyek
hosokk elemeket (HSE) tartalmaznak: ZAT12 (AT5G59820), HSP17.6A (AT5G12030), és
WRKY30 (AT5G24110). A kromatint tiz napos kontroll és stresszkezelt (6h 150 mM NaCl, 6h
37°C ¢és ezek kombinacidja) pHSFA4A::HSFA4A-YFP génkonstrukciot expresszald
novényekbdl izolaltuk az ABCAM ChIP protokollt (https://www.abcam.com/), illetve Haring

¢s mtsai. (2007) cikkét kovetve. A ChIP kisérletekhez az immunprecipitaciot Dynabeads
Protein G (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) gyongyhoz hozzaadott anti-GFP (Roche)
ellenanyaggal végeztiik, mig a kontroll kisérletek esetében nem adtunk a gyongyokhoz anti-
GFP ellenanyagot. A reverse cross-linket és a DNS tisztitast az ABCAM ChIP protokoll alapjan
végeztilk. Az igy kapott DNS fragmentumokon gqPCR (kvantitativ polimeraz lancreakcio)
reakciot végeztiink, olyan primer parokkal, melyek a célgének HSE-t tartalmazd promoter
szakaszat hasznaltuk, amely nem tartalmaz hdsokk elemet. A qPCR reakciokbol szarmazo
adatokat a TUA3-on végzett qPCR reakcio adatokkal normalizaltuk. A HSFA4A transzkripcios
faktor promoter kotését a kontroll génhez viszonyitott relativ dusulasként fejeztiik ki (Aleksza

¢s mtsai., 2017).
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3.11. RNS izolalas és kvantitativ PCR (QPCR) reakcié

Az RNS kivonashoz 100 mg Arabidopsis névényi anyagot, illetve Nucleospin Plant RNA
Kit-et (Macherey-Nagel) hasznaltunk. A mintakban maradt DNS-t TURBO DNA-free™ Kit-
el (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific) tavolitottuk el. A ¢cDNS atirashoz 1 pg RNS-t és
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kitet (Applied Biosystems by Thermo Fischer
Scientific) hasznaltunk. A qPCR-hez a mintakat Maxima SYBR Green qPCR Master Mix-el
(Thermo Scientific) kevertiik 6ssze és ABI 7900 Fast Real Time System (Applied Biosystems)
PCR berendezéssel analizaltuk, a kovetkezé programot alkalmazva: 95°C 10 min, 40 ciklus:
95°C 15 s és 60°C 1 min. Minden kit esetében a gyartd hasznalati utmutatdjat kovettiik. A
GAPDH2 (AT1G13440) referencia génnel normalizalt adatokbol a génexpressziot a 2" (AACY

modszerrel szamoltuk ki (Czechowski €s mtsai., 2005), majd a relativ expressziot abrazoltuk.

3.12. Fehérje foszforilacio in vitro tesztelése

A foszforilacios vizsgalatokhoz minden génkonstrukciot (His6-MPK3, MBP-HSFA4A,
MBP, GST-MPK4) BL21DE3 Rosetta sejtekben (Novagen) expresszaltattunk. A GST-MPK4
konstrukciot Dr. Doéczi  Roberttol  (Agrartudoményi  Kutatokdzpont, Martonvasar,
Magyarorszag) kaptuk. A fehérjék tisztitdsdhoz affinitas kromatografiat hasznaltunk, kovetve
a gyartd hasznalati itmutatojat, illetve a GST-MPK4 esetében Doczi és mtsai. (2007) altal
leirtakat. A fehérje mintakat egy éjszakan at dializaltuk, a kovetkez6 pufferben: 50 mM NacCl,
10% glicerin, 2 mM B-merkaptoetanol, 10 mM Tris-HCI pH 7,5. A tisztitott fehérje mintakat
SDS-PAGE segitségével ellendriztiik, majd in vitro foszforilacios probat végeztiink Pérez-
Salamo és mtsai. (2014) alapjan. A foszforilacids reakciohoz 1-2 pg fehérjét adtunk és a
kovetkez6 puffert hasznaltuk: 20 mM Tris-HCI pH 8.0, 5 mM MgClz, 1 mM DTT, 185 kBq [y-
32P] ATP. A reakciot egy 6ran at szobahémérsékleten (23-25°C) inkubaltuk. Ezutan a mintakat
12% (w/v) SDS-PAGE megfuttattuk, majd a poliakrilamid gélt Coomassie Protein Staining
Solution-al (Thermo Scientific) festettiik. Az autoradiografiat AGFA Medical X-ray Blue
Filmmel (AGFA) végeztiik.
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3.13. Az MPKA4 foszforilacios helyek in vitro azonositasa a HSFA4A fehérjén

A tomegspektrografiahoz a foszforilacios probat a fent leirtak alapjan végeztiik, azzal a
kivétellel, hogy a radioaktiv ATP-t nem-radioaktiv 1 uM ATP-vel (Thermo Scientific)
helyettesitettiik. A reakcidé utdn a mintakat SDS-PAGE segitségével elvalasztottuk, majd
Coomassie Protein Staining Solution-al (Thermo Scientific) megfestettiik a poliakrilamid gélt.
Az MBP-HSFA4A fuziés fehérje méretének megfelelé savot kivagtuk a poliakrilamid gélbél,
majd tomegspektrografias elemzésre kildtik (www.szbk.u-

szeged.hu/services proteomics research.php).

A kivagott fehérje savokon tripszinnel in-gel 6 o6ras emésztést végeztek 37°C-on a kovetkezd

protokoll alapjan: https://msf.ucsf.edu/protocols.html. Az emésztett mintakat két részre

osztottak majd az egyiken Fe(III)-IMAC foszfopeptid dusitast végeztek Ficarro és mtsai. (2009)
alapjan, és mindkét mintat Orbitrap Elite (Thermo Scientific) tomegspektrofotométerrel
analizaltak. A dusitott mintakban 1évé foszfopeptideket a Protein Prospector adatbazis
segitségével azonositottdk, mig a nem-dusitott mintdkat a relativ foszforilacid kiszamolasara

hasznaltak, a kdvetkezd képlettel (Pinnacle programmal):

FP el FP csucs tertilet % 100
e =
JeLo FP cstcs teriilet + nem — FP cstcs tertilet

Rovidités: FP: Foszfopeptid

3.14. In vivo foszforilacios helyek meghatarozasa

A HSFA4A in vivo foszforilacios helyek azonositasahoz tiz napos, sokezelt (150 mM
NaCl, 6h) és kontroll pHSFA4A::HSFA4A-YFP novényekbdl izolaltunk fehérjét. A kisérlethez
500 mg novényi anyagot gyljtottiink, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk ¢&s
TissueLyzer 30Hz géppel homogenizaltuk. A teljes fehérje izolalasshoz a MACS® Technology,
Miltenyi gyarto altal biztositott Lizis puffert hasznaltuk, amelyet a kovetkezokkel egészitettiink
ki: 1mM DTT, 1 mM PMSF, 1x Sigma Protease Inhibitor Cocktail, 3 mM pNPP, 1 uM MG132.
A fehérje extraktumokon (3 mg/IP) anti-GFP kapcsolt magneses gyongyok (50 nm, MACS®
Technology, Miltenyi) segitségével immuntisztitast, oszlopon térténd tripszin emésztést, majd

tomegspektrometrias elemzést végeztiink (Horvath és mtsai., 2017).
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3.15. Adatelemzés és bioinformatikai médszerek

A Kkisérletek sordn hasznalt fehérjeszekvencidkat a Phytozome adatbazisbol

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)  toltottik le. A  tObbszoros szekvencia

illesztéshez EBI Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) szolgaltatast

hasznaltuk. A mikroszkdpos képelemzéseket Imagel2 programcsomaggal

(https://imagej.net/Imagel2) végeztiik. A HSFA4A transzkripcios faktor altal kotott promoter

régiokat az AthaMap online feliilet (http://www.athamap.de) segitségével hataroztuk meg. Az

adatok statisztikai elemzését Microsoft® Excel® Version 14.7.7, mig a képfeldolgozast Adobe
Photoshop CS5.1 programokkal végeztiik.
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4. Eredmények

4.1. A HSFA4A génexpresszio és fehérje szint valtozasa stresszkoriilményekben

A hosokk faktorok széles korben elterjedtek a ndvényvilagban, és az évek soran kideriilt,
hogy nem csak a magas hémérséklethez, hanem mas extrém koriilményekhez vald
alkalmazkodasban is fontos szerepet téltenek be (Shinozaki és mtsai., 2015). Korabbi kisérletek
mar kimutattak, hogy a HSFA4A gént szamos abiotikus (s6, ozmotikus, oxidativ, hideg, meleg,
nehézfém) és biotikus (bakterialis- és gombafert6zések) stressz indukalja (Pérez-Salamo és
mtsai., 2014), azonban egyidejlileg hato kedvezétlen koriilményekben, azaz a kombinalt
stresszben ezt még nem vizsgaltak. Ennek kideritésére Arabidopsis Col-0 novényeket so, ho és
kombinalt stresszel kezeltiink, mely soran kiilonb6z6 idépontokban mintat gyiijtottiink, majd
génexpresszids vizsgalatokat végeztink (6. Abra). A kontroll koriilmények kozott nevelt
novényekben a transzkripcidé az elsd hat ordban kb. 1,5-szeresére emelkedett, majd 24 6ra
elteltével visszaesett a nulla id6pont szintjére. A megfigyelt expresszios valtozas valosziniileg
a kezelések soran hasznalt folyékony taptalajra torténd athelyezéssel jaro fizikai hatasoknak
tudhaté be, azonban ennek ellenére minden kezelés szignifikdns eltérést okozott a

génexpresszio szintjén.
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6. Abra. Génexpresszios vizsgalatok. A HSFA4A gén expresszids mintdzata Arabidopsis Col-0 novényekben so-
(150 mM NacCl, 0, 2, 6 és 24h), h6- (37°C nappal/30°C éjjel, 0, 2, 6 és 24h) és kombinalt (s6- €s hostressz
kombindlésa, 0, 2, 6 és 24h) stresszkezelés utan. A nulla 6rahoz viszonyitott relativ expressziot és a standard hibat
abrazoltuk, ahol a Oh = 1. A kontrollhoz viszonyitott szignifikanciat Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol * esetén
p<0,05, mig ** esetén p<0,01. Kontroll — kontroll kériilmény, S6 — séstressz, H6 — hdstressz, S6+HO — kombinalt
stressz.
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Sokezelés hatasara 2,5-3-szoros novekedést figyeltink meg, mely mar két 6ra utan
megjelent és hat ora elteltével is jelen volt, mig a 24 6ras mintaban ez mar csak kétszeres volt.
A hékezelés két és hat 6ra utdn nem volt hatassal a génexpressziora, azonban 24 ora elteltével
tobb, mint haromszorosara emelte a transzkripciot. A kombinalt stressznek, a héstresszhez
hasonldan, az els6 hat 6raban szintén alig volt hatasa, de az utolso idépontban négyszeresére
emelte a HSFA4A expresszios szintjét. Erdekes modon az altalunk hasznalt hé- és kombinalt
stressz csak egy hosszabb idé utan fejtette ki hatasat a HSFA4A génexpresszidjara, ezzel
szemben a sostressz mar a kezelés elején is (6. Abra).

A génexpresszio mellett a fehérje szintben torténd valtozasok és annak Osszhangja a
transzkripcidval egyarant fontos a megfeleld stresszvalaszhoz. Mivel nem allt rendelkezésre
anti-HSFA4A ellenanyag, a kisérletek soran egy YFP-vel jelolt génkonstrukcid segitségével
vizsgaltuk a fehérjeszint in vivo valtozasat. Olyan binaris vektort hoztunk Ilétre, mely
tartalmazta a HSFA4A gén YFP-jelolt valtozatat, illetve az igy keletkezett génfaziot a HSFA4A
sajat 2 kb hosszl promotere segitségével (pHSFA4A::HSFA4A-YFP) fejeztettiik ki. A kapott
génkonstrukciot vad tipusu Arabidopsis novényekbe juttattuk, majd a transzgenikus
ndvényeket hasznalva, kétféleképpen probaltuk vizsgalni a fehérje mennyiségi valtozasat. Az
elsd kisérleti rendszerben a ndvényeket tobb idépontban stresszkezeltiik, mintat gy{jtottiink,
majd fehérjét izolaltunk ¢és egyenld mennyiségben poliakrilamid gélen méret szerint
elvalasztottuk €s Western blot analizist végeztiink. A masodik megkdzelitésben kontroll
koriilményben ¢és kétoras sokezelés utdn vizsgaltuk a transzgenikus novények gyokerét
konfokalis mikroszkopia segitségével. A konnyebb megfigyelés érdekében az Otnapos
csiranovényeket egy vékony réteg taptalajjal beboritott targylemez segitségével vizsgaltuk.

A Western blot technika segitségével minden esetben sikeriilt kimutatni a HSFA4A-YFP
fuzios fehérje jelenlétét a transzgenikus novényekben, mig a Col-0 ndvényekben ez
természetesen nem volt jelen. A kisérletek soran a transzkripcios vizsgalatokhoz hasonlo
eredményeket kaptunk. Kontroll kériilmények kozott nem vagy csak egy nagyon enyhe valtozas
volt megfigyelhet6 a fehérje szintben. A stresszkezeléseknek kitett novényekben a HSFA4A-
YFP nagyobb mennyiségben volt jelen. A sokezelés, a génexpressziohoz hasonloan, mar az
elsé két ora utan megemelte a fehérje szintet, ami magas maradt 24 oran keresztiil. A ho és
kombinalt stressz esetében ez elsd hat 6raban nem figyeltiink meg valtozast, azonban 24 ora
elteltével mindkét stresszkezelés megemelte a HSFA4A-YFP tartalmat (7. Abra). A hd és
kombinalt stresszkezelés sordn kapott eredmények is 6sszhangban allnak a génexpresszios

vizsgalatok soran kapott adatokkal.
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A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a HSFA4A transzlacioja, és ennek

megfelelden a fehérje szintje 6sszhangban van a HSFA4A gén indukcidjaval.
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7. Abra. Western blot kisérletek. A HSFA4A-YFP fuziés fehérje detektalasa 10 napos pHSFA4A::HSFA4A-
YFP génkonstrukciot hordozo transzformans novényekben A) kontroll és sostressz (150 mM NaCl, 0-24h), illetve
B) héstressz (37°C nappal/30°C éjjel) és kombinalt s6- és héstressz koriilmények kozott. Mindegyik kezelés soran
megfigyelhetd a HSFA4A-YFP erésodése. A fuzios fehérjét Western blot soran anti-GFP ellenanyaggal mutattuk
ki. Kontroll — kontroll koriilmények, 150 mM NaCl — sostressz koriilmények, HO — héstressz, S6 + H6 — kombinalt
stressz, Col-0 — Arabidopsis Col-0 minta, 0 — kezdeti, nulla idépontban szedett minta, 30m — 30 perc, 2h, 4h, 6h,
24h -2, 4, 6, 24 6ra utan szedett minta.

Mikroszkopos vizsgalatok segitségével is kimutathatdo volt a HSFA4A-YFP fuzids
fehérje a transzgenikus novényekben. Kontroll koriilmények kozott a HSFA4A-YFP fuzios
fehérje eloszlasa leginkabb a gyokércsucs sejtjeiben, a megnyulési és differenciacios zonaban,
illetve a gyokérszorokben volt megfigyelhetd. A YFP fluoreszcencia egyarant jelen volt a sejtek
citoplazmajaban €s sejtmagjaban is. A sejtmagi lokalizacié kimutatasara a gyokérszéroket
propidium-jodiddal festettiik, mely soran a kapott fluoreszcencia jel megegyezett a HSFA4A-
YFP fluoreszcencia jellel. Szerettiik volna megtudni, hogy a sokezelés milyen hatassal van a
HSFA4A-YFP fluoreszcencia intenzitas valtozasara, ezért két 6ras 100 mM NacCl kezelésnek
vettettiik ala a transzgenikus HSFA4A-YFP konstrukciot tartalmazé novényeket. A sokezelés
hatasara a fluoreszcencia meger6sodott a gyokérsejtek sejtmagjaban €s citoplazmajaban is,

azonban ez hangsulyosabb volt a sejtmagokban (8. Abra). A sokezelés soran tapasztalt
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HSFA4A-YFP ftazios fehérje fluoreszcencia emelkedése Gsszhangban volt a Western blot
kisérletek soran tapasztalt emelkedéssel. Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy néhany 6ras
sostressz megemelte a HSFA4A-YFP fehérje mennyiségét a kontroll koriillményekhez képest,
¢s ez a valtozas kimutathat6 volt Western blot és konfokalis mikroszkopia technika segitségével

is (7. Abra, 8. Abra).

tikus zona
Gyokérszér

csucs

Gyokér- Merisztéma-

Megnyulasi
zéna

Kontroll 100 mM NacCl

8. Abra. A HSFA4A-YFP fuziés fehérje detektilasa konfokalis 1ézerpasztazé mikroszképpal gyokérben. A
HSFA4A sejtmagi lokalizacidjanak bemutatasara a gyokérszort propidium-jodiddal (PJ) festettiik. A megnytlasi
z6na kontroll és s6 (100 mM NaCl, 2h) kezelés mellett lathato, két ora sokezelés utan a YFP-jel megerésodik.
Méretskala: 20 pm. Kontroll — kontroll kériilmény, 100 mM NaCl — sokezelés.

4.2. A HSFA4A transzkripciés faktor sejtmagi felhalmozodasa

Az eddig végzett kisérletek soran megallapitottuk, hogy a HSFA4A-YFP fuzids fehérje,
stressz és stresszmentes kornyezetben egyarant megtaldlhato a citoplazmaban €s a sejtmagban
iS. Néhany oras sostressz hatasara megemelkedik a HSFA4A-YFP fuzids fehérje szint, mely a
sejtmagban hangstlyosabb. Ismert, hogy a hésokk faktorok, tigynevezett ingazo fehérjék,
melyek hé vagy mas stresszkoriilmények hatdsara a citoplazmabol a sejtmagba vandorolnak
(Scharf és mtsai., 1998; Heerklotz és mtsai., 2001; Akerfelt és mtsai., 2010). A HSFA4A fehérje
sejten beliili lokalizacidjanak valtozasa, és hogy az milyen gyorsan megy végbe egy rovidebb
stressz hatasara eddig nem volt ismert. A citoplazmabdl a sejtmagba torténd transzlokalizacid

megfigyeléséhez az eddig is hasznalt, HSFA4A-YFP fehérjét termeld transzgenikus novények
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gyokerét vizsgaltuk kontroll és sostresszelt koriilmények kozott. A megfigyelésekhez
konfokalis mikroszkdpot hasznaltunk, és ez esetben a megnytlasi zonan beliil csak egy-egy
sejtre fokuszaltunk (9A. Abra).

A
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9. Abra. Sejtmagi lokalizacié. A) A HSFA4A transzkripcids faktor gyors felhalmozodasa sostressz (100 mM
NaCl) hatasara a sejtmagban. A gyokereket sokezeltiik, majd a HSFA4A-YFP-b6l szarmazd fluoreszcenciat
meghatarozott iddpontokban figyeltilk meg az egyediilallo sejtekben. A nyil a sejtmag helyét jeloli. Méretskala:
20 um. B) A HSFA4A-YFP fluoreszcencia intenzitds szamszeriisitett kiértékelése a citoszolban és a
sejtmagban. A citoszol 0 idépontjdban mért fluoreszcencia értékéhez viszonyitott relativ fluoreszcenciat és a
standard hibat abrazoltuk, ahol a 0 idépont = 1. Soékezelés hatdsara a sejtmagban megndvekszik a fluoreszcencia,
mig a citoszolban alig valtozik. A szignifikanciat Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol * esetén p<0,05, mig **
esetén p<0,01. Kontroll, K — kontroll kériilmény, NaCl, S — sokezelés.
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Kontroll kériilményekben nem tapasztaltunk valtozast a HSFA4A-YFP fluoreszcenciaban, sem
a citoplazmaban sem a sejtmagban, de sokezelés hatasara a HSFA4A-YFP gyors, erds ¢és
ideiglenes sejtmagi felhalmozodasat figyeltiik meg (9A, B. Abra). A sostressz hatasara a
HSFA4A-YFP sejtmagi felhalmozodasa 20 percen beliil megtortént, majd a fluoreszcencia
fokozatosan visszanyerte az eredeti mintazatat. A citoplazmaban azonban csak egy enyhe YFP-
jel erdsodést figyeltiink meg a stresszkezelés 20-25. percében (9B. Abra). Eredményeink arra
utalnak, hogy sostressz idején a HSFA4A-YFP sejtmagi felhalmozddasa egy gyorsan, perceken
beliil megvaldsuld folyamat és valoszinlileg a gyors stresszvalaszban van szerepe. Eddigi
eredményeinkre alapozva valdsziniisithetjiik, hogy a sejtmagban toérténd gyors HSFA4A-YFP
faziés fehérje feldusulasa a génaktivacio és a de novo protein bioszintézis el6tt torténik meg,
azonban ez nem zarja ki az ijonnan termelddo fehérjék felhalmozodasat egy hosszabb sostressz

ideje alatt (8. Abra).

4.3. A HSFA4A fehérje promoter kotése

A hdsokk faktorok, kiilonféle stresszkoriilmények kozott képesek felismerni és megkdotni
a célgének promoterében talalhat6 hdsokk elemeket (HSE), €s aktivalni e gének transzkripciojat
(Miller és Mittler, 2006). Pérez-Salamo6 és mtsai. (2014) munkdjuk soran tobb olyan gént
azonositottak, melyek expresszids mintdzata megvaltozott a HSFA4A taltermelésének
kovetkeztében, mely azt feltételezi, hogy ezek a gének kozvetlen vagy kozvetett célpontjai
ennek a hdsokk faktornak. Pérez-Salamo és mtsai. (2014) génexpresszids adataira €s az altalunk
végzett promoter analizisre alapozva (AthaMap), kivalasztottunk harom olyan gént, melyek
promoterei tobb HSE-t is tartalmaznak, ezaltal akar a HSFA4A kozvetlen célpontjai is lehetnek
(10. Abra): HSP17.6A (egy kis h3sokk protein), ZAT12 (egy cink-ujj TF) és WRKY30 (WRKY-
tipust transzkripcios faktor). A lehetséges célpontok kivalasztasa soran a stresszben betoltott
szereplik is fontos volt. A HSP17.6A a hé és ozmotikus stressz (Sun és mtsai., 2001), mig a
ZAT12 és a WRKY30 a s6 és oxidativ stressz (Davletova és mtsai., 2005b; Scarpeci és mtsai.,
2008, Scarpeci és mtsai., 2013) kivédésében vesznek részt.

A promoter kotés in vivo teszteléséhez kromatin immunprecipitacios (ChIP) kisérletet
végeztiink, melynek alapja a kromatin izolalds és az immunprecipitacido (IP) utan kitisztitott
DNS-en végzett qPCR, mellyel a hdsokk elemeket tartalmazé fragmentumok dusulasat lehet
meghatarozni. A fragmentumok duasulasa a YFP-vel jelolt HSFA4A transzkripcids faktor

promoter kotésébol szarmazik.

39



A ChlIP-hez kontroll és stresszkezelt pHSFA4A::HSFA4A-YFP transzgenikus
novényeket hasznaltunk. A kivalasztott gének HSE-t tartalmaz6 promoter régioira specifikus,
gPCR-ben hasznalhatoé primerparokat terveztiink, melyek csak azt a szakaszt amplifikaljak,
amely tartalmaz hésokk elemet (10. Abra). Ugyanakkor a TUA3 gén promoterén
kivalasztottunk egy olyan régiot, amely nem tartalmaz hdsokk elemeket, igy ezt nem-specifikus

kontrollként hasznaltuk a ChIP soran.
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10. Abra. A ChIP soran vizsgalt célgének promotere. A HSFA4A altal kotott ZAT12, HSP17.6A és WRKY30
gének promotereinek sematikus térképe az AthaMap alapjan. A promoter régiot és a mellette 1év6 géneket -1000-
t61 +200 bp-ig abrazoltuk. A fekete vonal az 5° szekvenciat, a piros az 5° UTR régiot, a narancssarga az exonokat,
mig a lila az intronokat jeldli. A HSE motivumokat kék téglalapokkal, illetve a hozzatartozé célszekvenciakat
felette abrazoltuk. A szaggatott vonalas piros nyil a transzkripcido kezdetét, mig a ChIP soran amplifikalt
célrégiokat kék kettds nyil mutatja.

A kisérletek soran minden esetben sikeriilt kimutatni a HSFA4A transzkripcios faktor
kiilonbozé promoterekhez vald kotését. A hd és a sokezelés is szignifikansan novelte a relativ
dusulast, azonban mig a hdkezelés mind a harom gén esetében nagyjabol hasonlé modon emelte
a promoterkotést, addig a sokezelés jobban erdsitette a ZAT12 és WRKY 30 gének promoterének
kotését, mint a HSP17.6A promoterét. A kombinalt stressz 20-szoros novekedést eredményezett
a promoter kotésben a ZAT12 ¢s WRKY30 gének esetében, mig a HSP17.6A promoter kotése a
héstresszhez hasonlé volt. A stresszkezelések soran megfigyeltek alapjan elmondhato, hogy a

HSFA4A transzkripcios faktor kotddése a HSP17.6A gén HSE elemeket tartalmazd promoter
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crer

régidjahoz, jellemzd6en inkabb a héstresszre emelkedik meg. A TUA3 gén promoter kotése, az
elvartaknak megfelel6en, nem valtozott a kezelések hatasara, vagyis a HSFA4A nem volt képes

a promoter kotésére (11. Abra).
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11. Abra. Promoter kotés vizsgilata ChIP technikaval. A HSFA4A promoter kotését ChIP technikaval
vizsgaltuk, pHSFA4A::HSFA4A-YFP génkonstrukciot hordozo transzgenikus ndvényeken. A novényeket
sokezeltik (150 mM NaCl, 6h), hékezeltiik (37°C, 6h), illetve ezek kombinaciojat (kombinalt stressz, 6h)
hasznaltuk. Az eredményeket relativ dusulasként és a hozzatartoz6 standard hibaval abrazoltuk, melyhez a
referencia gén (TUA3) promoterén kapott értéket 1-nek vettiink. Az dbran lathato, hogy a kiilonbozo stresszkezelés
nagyobb dusulast eredményez. A TUA3 promoter szakaszon kapott ChIP értékekhez viszonyitott szignifikanciat
Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol * esetén p<0,05, mig ** esetén p<0,01. ZAT12, HSP17.6A és WRKY30 — cél
promoter régiok, TUA3 — referencia promoter régio, Kontroll — kontroll koriilmények, H6 — hékezelés, So —
sokezelés, H6+S6 — kombinalt stressz.

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a HSFA4A transzkripcios faktor képes
kozvetleniil megkotni a harom célgén promoterében talalhatdo hdsokk elemeket, és ezaltal
kozvetleniil szabdlyozhatja azok transzkripcids szintjének valtozasat. A promoter kotés

erdsségét a stressz tipusa €s a célgén stresszben betoltott szerepe is befolyasolhatja.

4.4. MAP kinaz 4 (MPK4) foszforilacio in vitro koriilményekben

A fehérjék poszt-transzlacios modositasa, mint a foszforilacio, szumoilacié vagy
ubikvitinacio, befolyasolja azok aktivitasat, mikodését vagy akar degradaciojat is. Csoportunk
korabban mar kimutatta, hogy az MPK3 és MPK6 képes in vitro foszforilalni a HSFA4A
fehérjét, illetve sikeriilt azonositani 6t olyan aminosavat, melyek ezen MAP kinazok célpontjai

lehetnek természetes koriilmények kozott is. A korabbi kisérletek eredményel alapjan arra
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kovetkeztettiink, hogy a foszforilacios helyek koziil a Ser309 (szerin 309) aminosav a dominans
foszforilacios célpontja a fent emlitett két kindznak (Pérez-Salamé és mtsai., 2014). A
tovabbiakban annak akartunk utanajarni, hogy az azonositott kindzok mellett milyen mas MAP
kinaz vehet részt a HSFA4A foszforilacigjaban. A ndvények tobb MAP kinaz kaszkadon
alapul¢ stressz-jelatviteli uttal rendelkeznek, melyek koziil az MPK4 kinazhoz kapcsolodik az
egyik legismertebb szabalyozasi rendszer. Az MPK4 jelviteli ut, tobbek kozott szerepet jatszik
a patogének elleni védelemben és a ROS homeosztazis fenntartasaban (Pitzschke és mtsal.,
2009; Déczi és Bogre, 2018). Az eldzetes eredmények ismeretében kivancsiak voltunk, hogy
van-e kapcsolat a HSFA4A transzkripciods faktor és a MPK4 kozott, foszforilalja-e a kinaz ezt
a transzkripcids faktort. Eredményeink kimutattak, hogy a HSFA4A transzkripcids faktort az
MPK3 kinaz mellett az MPK4 kinéz is foszforilalja in vitro koriilmények kozott (12. Abra).

5 & His-MPK3
+ + | GST-MPK4
* + | MBP-HSFA4A
# ¥ MBP
-116
MBP-HSFA4A - . —
GST-MPK4 - S | - 66

MBP -

His-MPK3 - * -45

12. Abra. A HSFA4A fehérje in vitro foszforilaciéja. Az MBP-jelolt HSFA4A proteint foszforilalta mind a His-
MPK3, mind a GST-MPK4 MAP kinaz is. MBP-HSFA4A — malt6z-kot6 fehérjével jelolt HSFA4A, His-MPK3 —
polihisztidin jelolt MPK3, GST-MPK4 — glutation S-transzferaz jelolt MPK4, MBP — malt6z-kot6 fehérje

Az in vitro foszforilacié radioaktiv kimutatasa mellett tomegspektrometrias mérésékkel
is teszteltiik a HSFA4A MPK4 altali foszforilacigjat. A mérések soran a kovetkezd aminosavak
foszforilacigjat sikeriilt Kimutatni: Thr124, Ser198, Ser239, Ser309, Thr396 és Ser397 (13.
Abra). Az azonositott foszforilacios helyek koziil négy megegyezik a Pérez-Salamé és mtsai.
(2014) munkaja soran azonositott és az MPK3 altal foszforilalt aminosavakkal (Ser198, Ser239,
Ser309, Thr396). A tomegspektrometrias mérések soran végzett szamitasok segitségével
kimutattuk, hogy az MPK4 80%-ban képes foszforilalni a fellelhetd Ser309 helyeket, azaz az

MPK3 és MPK6 kinazokhoz hasonldan szintén ezt a foszforilacios helyet részesiti elényben.

42



Ezzel szemben a t6bbi szerin vagy treonin csoportot az MPK4 sokkal kisebb, csak 0,1-8%-0s

ardnyban foszforilalja (13. Abra).

Aminosav hely Detektalt foszforilacié Jel %
T124 KPVHSHSLPNLQAQLNPLpTDSER 0.1
5198+ TMVSFVSOVLEKPGLALNLpSPCVPETNER 0.4
5239+ TCVVVREEGSTpSPSSHTR 8.0
5239+ EEGSTpSPSSHTR 4.5
5309+ LKSPPpSPR 79.9
T396%* NVNAITEQLGHLpTSSER 0.3
T396%* NVNAITEQLGHLpTSSERS 1.0
S397 NVNAITEQLGHLTpSSERS 0.2

13. Abra. Tomegspektrometriaval (MS — mass spectrometry) in vitro azonositott foszforilacios helyek listaja.
A foszforilalt aminosavak piros betlikkel vannak jelélve. Az MPK4 kinaz altal in vitro foszforilalt MBP-jelolt
HSFA4A transzkripcios faktort in-gel emésztették tripszinnel, majd tomegspektrometrias vizsgalatokat végeztek.
A %-os értékek nem abszollt foszforilacids aranyt mutatnak.

4.5. In vivo foszforilaciés helyek azonositasa

Az in vitro koriilmények kozott végzett foszforilacios kisérletek mellett, fontosnak
tartottuk azt, hogy in vivo rendszerben is tanulmanyozzuk a HSFA4A lchetséges
foszforilacigjat. Az igy azonositott foszforilacios helyeket Osszehasonlitottuk az in vitro
vizsgalatok soran kapott adatokkal, illetve bioinformatikai modszerekkel megnéztiik azok
eloszlasat és konzervaltsagat a HSFA4-tipusu névényi hésokk faktorok kozott. Az in vivo
kisérletekhez a HSFA4A-YFP fehérjét az eddig is hasznalt pHSFA4A::HSFA4A-YFP
transzgenikus novényekbdl tisztitottuk ki. A kontroll és sokezelt (150 mM NaCl, 6 ora)
novényekbdl kinyert fehérje mintakon immunprecipitaciot végeztiink, majd a Szegedi Biologiai
Kutatékozpont Proteomikai Kutatécsoport laboratoriuma tomegspektrometriaval azonositotta
a foszforilacios helyeket (14. Abra). A Ser239 és Ser309 foszforilaciojat mindkét kisérletben
sikeriilt kimutatni. Erdemes megjegyezni, hogy a Ser309 az in vitro vizsgalatok soran is a
legfontosabb MPK4 foszforilaciés célpontnak bizonyult (15. Abra, 3. Tablazat). Szintén
sikeriilt kimutatni a Ser112 és a Ser306 aminosavak in vivo foszforilaciojat (14. Abra), azonban

ezeket a helyeket nem foszforilaltak a MAP kinazok az in vitro kisérletek soran (13. Abra).

43



Aminosav hely Detektalt foszforilacio

S112 RKPVHSHpSLPNLQAQLNPLTDSER
S112 KPVHSHpSLPNLQAQLNPLTDSER
S239 TCVVVREEGSTpSPSSHTR
S239 EEGSTpSPSSHTR

$306,S309  LKpSPPpSPR
$306 LKpSPPSPR
$309 LKSPPpSPR

14. Abra. In vivo foszforilacios helyek meghatirozasa. A HSFA4A-YFP fuzios fehérjét pHSFA4A::HSFA4A-
YFP transzgenikus ndvényi mintabol immunprecipitaltuk, majd tomegspektrometridval hataroztdk meg a
foszforilacios helyeket. A kék betiik a foszforilalt aminosavakat jelolik.

A két foszforilacios kisérlet 0sszehasonlitasa alapjan elmondhato, hogy a Ser239 és Ser309
valoban a MAP kinazok elsddleges foszforilacids célpontjai lehetnek. Szamitdgépes becslések
alapjan valdszintisithetd, hogy a masik két azonositott aminosavat mas protein kindzok
foszforilaljak, mint a PKA, CDK, CK1, CK2 ¢és GSK3 (3. Tablazat). Az eredmények alapjan
azt mondhatjuk, hogy a HSFA4A egy Osszetett poszt-transzlaciés szabalyozason megy
keresztiil, és a MAPK tipusu protein kinazokon kiviil mas kindz csoportok is képesek

foszforilalni és befolyasolni a miikodését.

MDENNHGVSSSSLPPFLTKTYEMVDDSSSDSIVSWSOSNKSFIVWNPPEF
SRDLLPRFFKHNNFSSFIROLNTYGFRKADPEQWEFANDDFVRGOPHLMK

NIHRRKPVHSHSLPNLQAQLNPLTDSERVRMNNQIERLTKEKEGLLEELH
KOQDEEREVFEMQVKELKERLQHMEKRQKTMVSFVSQVLEKPGLALNLSPC
VPETNERKRRFPRIEFFPDEPMLEENKTCVVVREEGSf:}sSHTREHQVE
QLESSIAIWENLVSDSCESMLQSRSMMTLDVDESSTFPESPPLSCIQLSV
DSRLKSPE:}RIIDMNCEPDGSKEQNTVAAPPPPPVAGANDGFWQQFFSE
NPGSTEQREVQLERKDDKDKAGVRTEKCWWNSRNVNAITEQLGHLTSSER
S

15. Abra. A HSFA4A aminosav szekvenciaja. Az MPK3 (Pérez-Salamé mtsai., 2014) és MPK4 (ez a tanulmény)
altal in vitro koriilmények kozott foszforilalt aminosavak piros betlivel, mig az immunprecipitalt mintakbol
azonositott foszforilacios helyek kék betiivel vannak jelolve. A mindkét, in vitro és in vivo, kisérletben azonositott
foszforilacios helyeket kék szinnel bekeretezve jeloltik. A zdld betik a feltételezett MAPK kihorgonyzo
motivumot (RKRRFPR) jeloli. A konzervalt DNS-ko6té régio ala van huzva.
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3. Tablazat. A HSFA4A foszforilacios kisérletek osszegfoglalasa. A foszforilacios hatékonysagot ,,+7-al
jeloltiik. A ndvekvd hatékonysagot (+), +, ++, +++ jeleztiik. A HSFA4A foszforilacids predikcidkat két weboldal
ezk6zével csinaltuk: NepPhos3.1 server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) és GPS 3.0 prediction tool
(http://gps.biocuckoo.org/index.php). Az MPK4 in vitro és in vivo foszforilacios kisérleteket ebbe a tanulmanyban
végeztiik, mig az MPK3 és MPKG6 in vitro foszforilacios kisérleteket egy el6z6 publikacioban irtuk le (Pérez-
Salam¢ és mtsai., 2014).

invitro in vitro invitro in vivo NetPhos prediction GPS3.0 Prediction
amino acid MPK3 MPK6 MPK4 Mass Spec. minimum score: 0.5 minimum score: 6
S9 + PKA CK1
S10 + PKC
S11 +
S12 +
S65 + PKC
S66 +
S110 +++
S112 +++ PKA, CDC2, DNAPK CK1, NEK, TLK
T124 +) CK2
S198 + (+) GSK3
S237 ++ GSK3 STE
T238 + ++
S239 + ++ ++ MAPK MAPK, CK1, CDK
S241 + CK2
S242 + TK, STE
S306 + CDKS5, RSK, GSK3, MAPK MAPK
S309 +++ +++ +++ +++ MAPK, GSK3 MAPK
S322 +
T327 +
T389 (+)
T396 + + + CK2
S397 +) (+)
S401 (+)

4.6. A HSFAA4-tipusu TF-ok foszforilacidja a novényekben

A foszforilacios helyek Osszehasonlitdo elemzéséhez tobbszords aminosav szekvencia
illesztés segitségével megvizsgaltuk 27 novényfaj 33 HSFA4-tipust transzkripcios faktorjanak

aminosav sorrendjét (F1. Abra, F2. Tablazat). A szekvencia analizis eredményeként

a Thr124, Ser306 és Thr396 helyek a legtobb fehérjében konzervaltak. Erdekes, hogy a Ser198,
Ser239 és Ser309 aminosavak csak a kaposztafélék (Brassicaceae) csaladjaba tartozo, kozeli
rokonfajok (A. thaliana, Arabis halleri, Capsella rubella, Brassica rapa ¢és Eutrema
salsugineum) HSFA4A-tipusu proteinjeiben van jelen. Meglepé modon a Thr396 foszforilacios
hely hianyzik az Arabidopsis HSFA4C és masik 6t HSF rokon fehérjébdl a Brassicaceae
fajokon beliil (16. Abra, F1. Abra, F2. Tablazat). A konzervalt MAPK koté régio minden
HSFA4-tipusu fehérjében jelen van (15. Abra, F1. Abra). Az eredmények ramutattak arra, hogy

a konzervalt foszforilacios helyek jelen vannak a legtobb novényi HSFA4-tipusu transzkripcios
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faktorban, ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy az MPK3, MPK4 és MPK6 kinazok és a
HSFA4 transzkripcios faktorok kozotti foszforilacios kapcesolat fontos szerepet tolthet be a

Brassicaceae csaladban.
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16. Abra. A 25 novényfajban azonositott HSFA4-tipusi fehérje filogenetikai faja. A filogenetikai fa 27
novényfaj 33 HSFA4-tipusu fehérje, Arabidopsis thaliana fajban azonositott, MAP kinaz altal foszforilalt
aminosav helyeket hasonlitja 6ssze (a foszforilacié jelenlétét ,, X”-el jeloltiik). A kaposztafélék (Brassicaceae)
csaladjaba tartozé fajokat bekereteztiik.

4.7. A foszforilacio és a redox allapot hatasa a HSFA4A fehérje multimerizaciojara

A hésokk faktorok trimerizacioja fontos szerepet jatszik a hésokk elemek felismerésében
¢s az azokhoz vald kapcsolodasban, ami elengedhetetlen a célgének transzkripcios
aktivalasahoz (Miller és Mittler, 2006; Akerfelt és mtsai., 2010). T6bb modell is azt sugallja,

hogy a foszforilacionak is fontos szerepe van a hésokk faktorok miikodésében (Shinozaki és
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mtsai., 2015), igy elképzelhetd, hogy szerepe van a trimerek kialakulasaban, stabilitasaban, a
HSE felismerésben, illetve befolyasolhatja a HSF-HSE kotodés stabilitasat. Korabban mar
sikerdilt in vivo kimutatni a HSFA4A intramolekularis dimerizaciojat, amiben fontos szerepet
toltenek be a konzervalt redox érzékeny cisztein csoportok, amik stabilizaljak a fehérjék kozti
interakciot (Pérez-Salamo és mtsai., 2014). Korabbi eredmények szerint a HSFA4A részt vesz
a ROS felhalmozodassal jaro so, fény és oxidativ stresszvalaszban (Davletova és mtsai., 2005a;
Pérez-Salamo6 és mitsai., 2014). Az eldzetes eredmények alapjan valdsziniisithet6, hogy a
sejtekben megvaltozott redox-egyensuly hatassal lehet a HSF multimerizaciora is. A HSFA4A
fehérje in vivo multimerizacidjanak vizsgalatahoz Gsszfehérjét tisztitottunk a HSFA4A-YFP-t
termeld transzgenikus névényekbdl, majd nem-denatural6 poliakrilamid gélen elvalasztottuk a
kiilonboz6 molekulasulyu fehérjéket, és Western hibridizacioval anti-GFP ellenanyaggal
detektaltuk a YFP-jelolt fehérjéket. A nem kezelt fehérje mintdban egy megkozelitéleg 200-
250 kDa méretii fehérje komplexet figyeltiink meg, mig a DTT kezelt mintaban, redukald
kozegben, csokkent a komplex jelének eréssége és egy Kisebb, 70-80 kDa molekulasulya savot
észleltiink, mely megfelel a YFP-jelolt HSFA4A monomer fehérje méretének (17. Abra). Az
eredmények alapjan elmondhato, hogy a HSFA4A nagyobb komplexek formajaban van jelen

az Arabidopsis novényekben, melyek stabilitasat a sejtek redox allapota képes befolyasolni.
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17. Abra. Lehetséges HSFA4A-YFP multimer pHSFA4A::HSFA4A-YFP génkonstrukciéval transzformalt
Arabidopsis novényekben. A fehérje extraktumokat DTT-vel kezeltiik, majd nem-denatural6 poliakrilamid gélen
elvalasztottuk a fehérjéket. Az elvalasztott fehérjéket elektroblottolassal membranra vittikk at, majd anti-GFP
ellenanyaggal detektaltuk a fuzios fehérjét. Ezutan a membrant Ponceau Red-el festettiik. 130 és 250 kDa kozott
a feltételezett multimer, illetve 70 és 100 kDa kozott HSFA4A-YFP monomer. Kontroll — nem DTT kezelt minta,
25 mM DTT — DTT kezelt minta.
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Az eddigi eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a Ser309 helyen torténd
foszforilacionak szerepe lehet a HSFA4A fehérje mikodésében, esetleg annak
multimerizacidjaban. A Ser309 foszforilaci6 funkcidjanak tanulmanyozasa érdekében
helyspecifikus mutagenezis segitségével modositottuk a szerin aminosavat alaninra, illetve
aszpartatra. Az alanin cserével egy nem-foszforilalodé mutanst (HSF-S309A), mig az aszpartat
cserével egy foszforilaciot imitalo mutanst (HSF-S309D) hoztunk 1étre. Az igy kapott mutans
¢s a vad tipusu HSFA4A (HSFA4A-wt) valtozatokat fehérje-fehérje kdlcsonhatas vizsgalatara
alkalmas vektorokba klonoztuk, majd bimolekuléris fluoreszcens komplementéacio (BiFC)
segitségével in vivo vizsgaltuk a fehérje dimerizaciot. A kisérletek soran Arabidopsis eredetii
protoplasztokba transzformaltuk a fent emlitett vektorokat, és megfelelé kontrollok mellett
konfokalis mikroszkoppal detektaltuk az estleges YFP fluoreszcenciat. A mikroszkopia soran
mindharom HSFA4A véltozattal (vad tipusi HSFA4A, HSF-S309A és HSF-S309D mutans)
transzformdlt protoplasztokban észleltink YFP fluoreszcencidt, mely a fehérjék
dimerizacidjara utal. A kontroll protoplasztok esetében, melyeket csak iires BiFC vektorokkal
vagy tres BiFC ¢és HSFA4A-wt vektorokkal transzformaltunk, nem tapasztaltunk
fluoreszcenciat (18A. Abra). Az észlelt fluoreszcencia intenzitasokat szamszerisitettiik, hogy a
kdlcsonhatasok intenzitasat megbecsiiljiik. Az 6sszehasonlitasbol kidertilt, hogy a HSF-S309A
mutans 30%-al gyengébb, mig a HSF-S309D mutans 50%-al erésebb fluoreszcencia intenzitast
adott, mint a vad tipusd HSFA4A (18B. Abra). A transzformalt protoplasztokban termelt fuzios
fehérjék mennyiségének Osszehasonlitasa érdekében Western blot technikaval teszteltik a
HSFA4A-YFP protein abundancidjat. A kontroll minta kivételével, minden esetben sikeriilt
kimutatni a faziés fehérjék jelenlétét a transzformalt protoplasztokban (18C. Abra). Az
eredmények alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a HSFA4A foszforilacidja az S309-es helyen

ugyan nem esszencidlis, azonban pozitivan képes befolyasolni a dimerizéciot.
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18. Abra. Multimeriziciés kisérletek. A) BiFC kisérletek soran megfigyelt protoplasztok képe. A vizsgalatok
soran tobbféle kontrollt hasznaltunk (fels6 sor, PEG kezelt protoplasztok, iires vektorral vagy iires és cYFP-jelolt
HSFA4A vektorral transzformalt protoplasztok), illetve a protoplasztokat n/cYFP-jelolt HSFA4A (HSFA4A-wt)
nem modositott és mutans (HSF-S309A, HSF-S309D) valtozataival (also sor) transzformaltuk. Méretskala: 10 um
B) A BiFC kisérletek soran kapott fluoreszcencia jelek szamszeriisitett kiértékelése. A relativ fluoreszcenciat és a
standard hibat abrazoltuk, ahol 1 egyenlé a nem moédositott p35S-HSFA4A-n/cYFP konstrukciokkal transzformalt
protoplasztokbol szarmazo YFP jellel. A szignifikanciat Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol * esetén p<0,05, mig
** esetén p<0,01. C) Western blottal ellendriztiik a fuzids fehérjék termelédését a transzformalt protoplasztokban,
melyhez anti-GFP ellenanyagot hasznaltunk. Kontroll — PEG kezelt protoplasztok, vektor — p35S-n/cYFP,
vektor+HSF — p35S-nYFP és p35S-HSFA4A-cYFP, HSFA4A-wt - p35S-HSFA4A-n/cYFP, HSF-S309A — p35S-
HSFA4A-S309A-n/cYFP, HSF-S309D — p35S-HSFA4A-S309D-n/cYFP génkonstrukciokkal transzformalt
protoplasztok.

4.8. A foszforilaciét imital6 HSFA4A mutans szerepe a stresszvalaszban

Tobb korabbi kutatas is ravilagitott arra, hogy a HSFA4A taltermelése megndveli a
stressztlirést kiilonb6z6 karos koriilménynek kitett Arabidopsis novényekben (Pérez-Salamo és
mtsai., 2014; Faragd és mtsai., 2018), azonban az nem ismert, hogy a HSFA4A foszforilacidja
hogyan befolyasolja a stressz szembeni valaszt. A tultermelés és a foszforilacid hatasat kétféle
transzgenikus Arabidopsis novény segitségével vizsgaltuk, az egyik a nem moddositott pER8-
HSFA4A (HSFox-wt), mig a masik a foszforilaciot imitaldé mutans, pER8-HSFA4A-S309D
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(HSFox-m) taltermelé vonalak voltak. A talélés teszt soran a taltermeld és a Col-0 magokat
Kicsiraztattuk és tiz napig neveltiik kontroll koriilmények kozott, majd két vagy négy napig so,
vagy ho, illetve kombinalt stresszkezeléseknek tettiik ki a novényeket. A stressz kezelés utan a
novényeket visszahelyeztiik normal novekedési koriilmények kézé. Tiz nap regeneracios ido
utan megszamoltuk a talélé (ép és karosodott) és a halott novényeket (19. Abra). A két és
négynapos hdstressz onmagaban nem volt szignifikans hatassal a novények tilélésére, szinte
100%-ban életben maradtak. A kétnapos hdstressz utan ugyanakkor kevesebb tultermeld
novény karosodott, mint vad tipust. A soOstressz tulélésre gyakorolt hatasa fliggott a kezelés
erdsségétdl, a 100 mM NaCl koncentracid esetében két nap utan minden ndvény talélt és ép
volt, azonban a négynapos stresszkezelés utan az ép novények aranya 20% ala csokkent, mig a
HSFox-m novények kozil szignifikdnsan tobb maradt épen, de a karosodottak kdzott nem volt
kombinalésa esetén, a két HSFA4A valtozat taltermelése egyértelmiien kedvezd hatassal volt a
stressztiirésre, ezaltal pedig a talélésre. A magas sokoncentracid esetén a taltermeld novények
50%-a, mig a Col-0 novényeknek csak a 15%-a tudott teljesen regeneralodni. A letalitas
szempontjabol forditott volt az ardny: a taltermeldk 15-20%-a, mig a vad tipusnak 40%-a
pusztult el a kétnapos stresszkezelés utan. A négynapos sostressz utan nem maradt ép novény,
azok nagy része karosodott. A négynapos so6 kezelés utan a vadtipusti novények 35-40%-a
elpusztult, mig a tultermeld ndvények esetében szignifikansan kisebb, 15-18% volt a letalitas
(19A, B. Abra). A kétnapos kombinalt stressz (100 mM NaCl és hostressz) utan a tiltermeld
novények 15%-a regeneralddott és ép maradt, azonban a vad tipusii ndvények esetében csak
karosodott és halott novényeket talaltunk. A négynapos kombinalt stressz utan 10% vad tipusa
¢és 30-40% taltermelé névény maradt életben, ezek nagyobb része sulyosan karosodott (19A,
B. Abra). Kontroll kériilmények kozott minden névény talélt, de a 150 mM NaCl kezeléssel
kombinalt hdstressz utan nem maradt €16 novény, ezért ezeket nem abrazoltuk. Az altalunk
alkalmazott stresszkoriilmények kozott, mindkét HSFA4A forma (nem modositott HSFA4A és
HSFA4A-S309D mutans) taltermelése hasonld eredményt adott, azaz mindkét forma hasonld
mddon volt képes a stressztlirést pozitivan befolydsolni. Az eredményeink alapjan
elmondhatjuk, hogy a HSFA4A tultermelése nem csak az egyedien hato so- és héstressz, de

kombinalt stressz sordn is képes megnovelni a novények talélését.
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19. Abra. A HSFA4A taltermelése. A HSFA4A transzkripcios faktor tultermelése Arabidopsis Col-0
novényekben jobb stressztiirést eredményez két- vagy négynapos s6- (100 mM, 150 mM NaCl), hé- (37°C nappal
€s 30°C éjjel) és kombinalt stressz (so- és héstressz kombinalasa) esetén. A) A vad tipusu és tultermel$ Arabidopsis
Col-0 novények novekedése stresszkezelés utan. B) Az ép, karosodott és halott novények eldfordulasa (%-ban)
standard hibaval, a két- és négynapos stresszkezelések utan. A kontroll (mind egészséges és tilélt) és 150 mM so-
¢és héstressz kombinalt (mind halott) koriilmények kozott nevelt ndvények eloszlasat nem abrazoltuk. A
szignifikanciat Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol * esetén p<0,05, mig ** esetén p<0,01. Col-0 — Arabidopsis
Col-0, HSFox-wt — nem modositott pPER8-HSFA4A taltermelé, HSFox-m — mutans pER8-HSFA4A-S309D
tultermeld novények, H6 — hdstressz, 100 mM NacCl és 150 mM NaCl — sostressz, 100 mM NaCl+H6 — kombinalt
stressz, 2d, 4d — 2 és 4 napos stresszkezelés.
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Elettani szempontbol is megvizsgaltuk a vad tipust és mutans HSFA4A génvaltozatok
hatasat, és megmértiikk a stresszkezelések utdn fellépd oxidativ kérosodas mértékét. A
kiilonboz6 kedvezodtlen kornyezeti koriilmények reaktiv oxigén szarmazékok keletkezéséhez
vezetnek, melyek a névények oxidativ karosodasat eredményezhetik. A ROS-ok hatasara megy
végbe a lipidperoxidacid, mely soran a membranok karosodnak ¢és malondialdehid (MDA)
keletkezik. Az MDA mennyiségének mérésével kovetkeztetni lehet a karosodas mértékére,
ezért a vadtipusu és tultermeld novényekben (HSFox-wt és HSFox-m) a so6-, h6- és kombinalt
stressz soran felhalmozodott ROS altal okozott oxidativ karosodast TBARS teszt segitségével
mértilk meg. A lipidperoxidacidé mértéke a vadtipusi ndvényekben a stresszkezelések
erOsségének megfeleléen novekedett. A HSFA4A taltermeld novények esetében a lipid
peroxidacio mértéke a Col-0 novényekhez képest altalaban alacsonyabb vagy hasonldé mértéki
volt (20. Abra).

* %

)

]

S
1

*%
*k

(=Y

i

(=]
1

*% *

O Col-0
B HSFox-wt

100 1 B HSFox-m

w
o
1

Lipidperoxidacio (%

Kontroll H6 100S6 100S6+H& 15056
Kezelesek

20. Abra. Lipidperoxidacié mértéke a vad tipusu és tiltermeld novényekben stresszkezelés utan. A kontroll
koriilményekhez viszonyitott szazalékos valtozas és standard hiba van dbrazolva. A 150 mM sostressz €s hdstressz
kombinacidja nincs abrazolva, mert a ndvények elpusztultak. A szignifikanciat Student t-teszttel szamoltuk ki, ahol
* esetén p<0,05, mig ** esetén p<0,01. Col-0 — Arabidopsis Col-0, HSFox-wt — nem modositott pER8-HSFA4A
tultermeld, HSFox-m — mutans pER8-HSFA4A-S309D taltermeld ndvények, Kontroll — kontroll koriilmény, H6
— hostressz, 100S6 — 100 mM NaCl séstressz, 100S6+HS — 100 mM NaCl sostressz kombinacidja hdstresszel,
150S6 — 150 mM NaCl sostressz.

Az enyhébb sokezelés (100 mM NaCl) és a hostressz soran a HSFox-m esetében szignifikansan
alacsonyabb mértékii maradt a lipidperoxidacio, mely hasonlé volt a kontroll kdriilmények
soran mért értékekhez. A kéttipusi HSFA4A taltermelése jelentdsen csokkentette a
lipidperoxidacié mértékét magas s6 (150 mM NaCl) és kombinalt stressz (100 mM NaCl és

hostressz) soran. A sokezelésnél kozel 50%-kal, mig a kombinalt stressz esetében majdnem
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30%-kal csokkentette az oxidativ karosodast (20. Abra). A kombinalt stressz (150 mM NaCl és
hdstressz) esetén nem tudtunk lipidperoxidaciét mérni, mert a ndvények elpusztultak.
Eredményeink arra utalnak, hogy a HSFA4A taltermelése nem csak egyedi, hanem kombinalt
stressz soran is képes csokkenteni az oxidativ kdrosodas mértéket, illetve enyhébb stressz

koriilmények kozott a foszforilacionak is szerepe lehet az oxidativ karosodas mérséklésében.
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5. Eredmények megvitatasa

A novényeknek a kedvezétlen kornyezeti feltételekre kialakulo élettani vagy fejlodési
valaszat egy Osszetett jelatviteli rendszer szabalyozza, melyben az informacié az
ioncsatornakon, a MAP kindz kaszkddon, a hormonokon és mésodlagos hirvivé molekuldkon,
mint a Ca?*-on keresztiil jut el a transzkripciés faktorokig, melyek a célgének miikodését
szabalyozzék. Ilyen transzkripcids faktorok lehetnek példaul a MYB, MYC, ICE, bZIP, WRKY
¢s természetesen a HSF-tipusu faktorok is. A hdsokk faktorokat korabban elsdsorban a
héstresszel hoztak dsszefligésbe, azonban szamos kutatas ravilagitott arra, hogy a névényekben
a sokféle HSF sokkal valtozatosabb szerepet tolt be, mint az allatokban vagy élesztdben. A HSF
variansok a kiilonbozo stresszvalaszokat szabalyozzak. Miikodésiik és aktivitasuk, tobbek
kozott transzkripcids €s poszt-transzlacios szinten, a sejten beliili transzporttal és mas
fehérjékkel torténd interakciokkal befolyasolhatd (Akerfelt és mtsai., 2010; Scharf és mtsai.,
2012). Munkam soran a HSFA4A transzkripcios faktornak a jellemzését folytattam, hogy a

kornyezeti stresszben betoltott szerepét jobban megértsiik.

5.1. HSFA4A a transzKkripciotol a sejtmagi lokalizacioig

Korabbi munkak kimutattak, hogy a HSFA4A tobbféle abiotikus stresszvalaszban is részt
vesz, szerepe van a sé-, oxidativ-, nehézfém- és héstressz tolerancia kialakulasaban (Pérez-
Salam¢ és mtsai., 2014; Lin és mtsai., 2018). Azonban egyedi vagy kombinalt stresszben
betoltott pontos szerepe vagy a sejten beliili lokalizacidjanak valtozasa nem volt teljes
mértékben tisztazott. Annak érdekében, hogy jobban megismerjilk a HSFA4A szabalyozasat,
kiilonb6z6 stresszkezeléseket alkalmazva tanulmanyoztuk a génexpressziojat, a fehérje
mennyiségének valtozasat €s sejten beliili lokalizaciojat. Kimutattuk, hogy sokezelés hatasara
a HSFA4A génexpresszidja mar néhany ora alatt megemelkedik, mig h6 és kombinalt stressz
esetében inkabb egy hosszabb, markansabb hatds sziikséges az indukcidjdhoz. Hasonlo
eredményeket kaptunk a fehérje mennyiségének vizsgalata sordn is, melybdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a HSFA4A fehérje mennyiségét elsGsorban a transzkripcio
szabalyozza. Lathatjuk, hogy a HSFA4A tobb tipusu stresszre is reagal, azonban, hogy e
kedvezétlen koriilmények milyen transzkripcios faktorokon keresztiil szabdlyozzdk a
génexpressziojat, az nem ismert. Az internetes adatbazisok, ChIP-seq és DAP-seq adatai arra
utalnak, hogy tobbféle csaladba tartozd transzkripcids faktorok képesek a HSFA4A
promoteréhez kapcsolodni. A szabalyozo fehérjék kozott lehetnek a HSFA1B, bZIP, WRKY,
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C2H2, MYB ¢és mas HSF-tipusa faktorok is (O’Malley és mtsai., 2016; Albihlal és mtsai.,
2018).

A kiilonboz6 karos kornyezeti hatdsok, mint s6 és hdstressz, vagy ezek kombinacidja
befolyasoljak a HSFA4A transzkripcids szabalyozasat, illetve befolyasoljadk a fehérje
mennyiségi valtozasat is. Ugyanakkor a transzkripcios faktor aktivitasa fiigg annak sejten beliili
térbeli helyzetétél, a masodlagos modositasoktol, illetve a sejt belsejében uralkodd
kortilményektol. A hésokk faktorok aktivitasat a citoplazma és a sejtmag kozti import €s export
kozotti egyensuly is szabalyozza (Scharf és mtsai., 2012). A stressz soran keletkez6 ROS-0kK,
mint a H2O2, képes stabilizalni a HSF-ok aktiv trimer formajat (Miller és Mittler, 2006; von
Koskull-Déring és mtsai., 2007), ezaltal a sejtekben torténd redox valtozasok is hatassal vannak
a faktorok miikodésére. Konfokalis mikroszkopia segitségével megfigyeltiik, hogy a HSFA4A
stressz hianyaban a gyokérsejtek citoplazmajaban és sejtmagjaban egyarant jelen van, viszont
néhany perces sokezelés gyors sejtmagi felhalmozodashoz vezetett. Ez megegyezik tobb mas
kutatas eredményével, melyek szerint az inaktiv HSF-ok f6leg a citoplazmaban lokalizalodnak,
majd stressz hatdsdra megtorténik a sejtmagi import, ahol a célgének promoter régidiban
talalhatd6 HSE-hez kapcsolodva aktivaljak azokat (Scharf és mtsai., 1998; Heerklotz és mtsai.,
2001; Scharf és mtsai., 2012). Erdemes megemliteni, hogy a sejtmagi lokalizacios szignal a
legkonzervaltabb része a ndvényi HSF aminosav szekvenciaknak (F1. Abra). A novényekben
nem ismert a sejtmagi transzport folyamata, azonban az allati modelleken végzett kutatasok
arra utalnak, hogy specialis transzport fehérjék segitségével jutnak be a sejtmagba ezek a
faktorok (Wang és Lindquist, 1998). Scharf és mtsai. (1998) paradicsomban kimutattak, hogy
a hdsokk faktorok megfeleld transzportjaban fontos szerepet jatszanak az A1 ¢és A2 tipusu HSF-
ok, igy ezek a transzkripcids faktorok nagyobb komplexek forméjaban is jelen lehetnek a
novényi sejtekben. Ezt tamasztjak ala eredményeink is, amelyek megerésitették, hogy a
HSFA4A nagyobb komplexek formajaban van jelen a transzformans Arabidopsis novények
sejtjeiben. Redukald kornyezetben ezeknek a komplexeknek a mennyisége csokkent, mig a
HSFA4A monomereké pedig novekedett. Feltételezhetjiik, hogy a komplex alkotoi kiilonb6z6
hésokk proteinek (Shinozaki és mtsai., 2015), HSFA4A multimerek, mas hésokk faktorok és a
transzportot segitd fehérjék lehetnek (Scharf és mtsai., 1998; Baniwal és mtsai., 2007).

Elmondhato, hogy a HSFA4A transzkripcids faktor nem csak a kései, de a korai, gyors
stresszvalaszban is  fontos szerepet jatszik. Valdésziniisithetd, hogy bizonyos
stresszkoriilmények, mint a ho és sostressz, mas jelatviteli utakon szabalyozzak a HSFA4A gén
transzkripcigjat, illetve kombinalt stressz soran az egyik jelatviteli ut altal létrehozott valasz

feliilirhatja vagy befolyasolhatja a masikat. Ezenkiviil kimutattuk a HSFA4A fehérje gyors,
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stressz-indukalt sejtmagi lokalizaciojat, illetve azt, hogy a sejtek redox allapota hatassal lehet a

HSFA4A ¢s mas fehérjék kozotti kolcsonhatasokra, amely befolyasolhatja aktivitasat.

5.2. A HSFAA4A transzKkripcids faktor része a MAP Kkinaz jelatviteli atnak

A reaktiv oxigén szarmazékok fontos szerepet toltenek be a ndvények életében, melyek
természetes koriilmények kozott is jelen vannak, azonban stressz sordn felhalmozodasuk
fokozodik és oxidativ karosodast eredményeznek (Apel és Hirt, 2004; Choudhury és mtsai.,
2017). A novények a megfelelé ROS egyensuly létrehozasaval és fenntartasaval probaljak
Kikiiszobolni a karositdo hatasokat, melyhez specialis méregtelenitési rendszert hoztak 1étre
(Miller és mtsai., 2010). A ROS-0k azonban sokszor elengedhetetlenck a megfelel6 jelatvitel
¢s sejtvalasz kialakitasaban, mint ahogy az a MAPK kaszkadon keresztiili sejtvalaszban is
megfigyelhetd (Shinozaki és mtsai., 2015). Arabidopsisban a hidrogén-peroxid masodlagos
hirvivoként képes aktivalni a két legfontosabb MAPK kaszkadon alapul6 jelatviteli utat, az
MKK4/5 - MPK3/6 és MKK 1/2 — MPK4 utakat (Nakagami és mtsai., 2006; Colcombet és Hirt,
2008; Smekalova és mtsai., 2013). Korabban mar kimutattuk, hogy a HSFA4A foszforilacios
célpontja az MPK3 és MPK6 kinazoknak, melyek elsdsorban a Ser309-et foszforilaljak (Pérez-
Salamé és mtsai., 2014). Ujabb foszforilacios kisérletekkel sikeresen kimutattuk, hogy az
MPK4 kinaz is tobb aminosav csoporton képes foszforilalni a HSFA4A fehérjét, melyek koziil,
hasonloképpen, mint az MPK3/6 esetében, a Ser309-es foszforilacios hely lehet a legfontosabb.
A mostani és a korabbi eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a ROS indukalt és MAP kinaz
kaszkad altal kozvetitett jelet a HSFA4A képes tovabbitani az MPK3/4/6 kinazok altali
foszforilacid segitségével. Rayapuram és mtsai., (2018) nemrég kimutattik, hogy a fent emlitett
harom MPK kinaz szubsztrat specificitasa a célfehérjén talalhaté, meghatarozott aminosav
kombinaciobol, (Ser/Thr)Pro (Ser — szerin, Thr — treonin, Pro — prolin), adédik. A Ser198,
Ser239 és Ser309 kornyezetében megtaldlhatd az ilyen szekvencia kombinacid. Az altalunk
azonositott foszforilacios helyek konzervaltak a Brassicaceae csaladban talalhato HSFA4-
tipust faktorokban is. A konzervalt MAPK kihorgonyzé (Pitzschke, 2015; Doczi és Bogre,
2018) és DNS-koto régio, illetve a foszforilacios helyek bioinformatikai vizsgalata alapjan
elmondhato, hogy a HSFA4-tipusu transzkripcios faktorok MAP kinazok altali foszforilacioja
evolucidsan konzervalt a kétszikiiekben. Erdekes, hogy ritkan fordul elé, hogy az MPK3/6 és
az MPK4 kinazoknak ugyanazok a foszforilacios célpontjai (Leissing és mtsai., 2016; Doczi és
Bogre, 2018). Az MPK3 ¢és MPK6 inkabb pozitiv szabalyozdja a stresszvalasznak, mig az
MPK4 esetében a negativ szabalyozéds is megfigyelhetd (Pitzschke ¢és mtsai.,, 2009).
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Ugyanakkor adataink ¢és Pérez-Salamo és mtsai. (2014) alapjan elmondhat6, hogy a HSFA4A
mindharom MAP kinaz célpontja lehet a stresszvalasz soran. Ezenkiviil olyan foszforilacios
helyeket is sikeriilt azonositani az in vivo tesztek segitségével, melyek nem a MAP kinazok
célpontjai, vagyis mas csoportokba tartozo kinazok is foszforilalhatjak a HSFA4A faktort és
befolyasolhatjak mikodését.

5.3. Az azonositott foszforilacios helyek lehetséges szerepei

Az in vitro és in vivo foszforilacios kisérletek soran tobb olyan aminosavat sikeriilt
azonositani, melyek a HSFA4A konzervalt régioi kozelében helyezkednek el, ezaltal szerepiik
lehet ennek aktivitasaban. Ezek, a szintén konzervalt foszforilacios helyek a Ser112, Thr124,
Ser198, Ser239 és Thr396, melyek vagy a DNS-koté és oligomerizacids régid, a sejtmagi
transzportban szerepet jatszo régiok, vagy a MAPK kihorgonyzé hely kozelében talalhatoak.
Pontos szerepiiket a megfeleld kisérletek nélkiil nehéz megmondani, ugyanakkor a névényi
rendszerekben végzett kutatdsok inkdbb a foszforilacio hatasat, mintsem a foszforilacios hely
pontos helyét és annak szerepét vizsgaljak. A DNS-kot6 régio kozelében torténd foszforilacio
hatasa hasonloképpen kevés irodalmi adattal rendelkezik. Reindl és mtsai. (1997) kimutattak,
hogy a Ser csoportokon toérténd foszforilacio negativ hatassal van az AtHSF1 DNS kotésére in
vitro, de pontos foszforilacios helyet nem azonositottak. Liu és mtsai. (2008) bizonyitottak,
hogy az AtCBK foszforilacidja fontos az AtHSFAla hdsokk elemekhez valo kotddésben,
azonban a foszforilacid pontos helyét itt Sem azonositottak. Azonban sziiletett néhany kutatas,
melyben azonositottak az adott foszforilacios hely szerepét. Evrard és mtsai. 2013-ban
kimutattak, hogy az AtHSFA?2 faktor nukleéris lokalizacios szignal kozelében talalhatdo Thr249
MPK6 altali foszforilacidja pozitivan befolyéasalja a sejtmagi transzportot. Human, allat és
¢leszté rendszerekben tobb kutatas sziiletett a DNS-kotd régio kozelében taldlhato
foszforilacios helyek szerepérdl (Hirata és mtsai. 1993; Desclozeaux és mtsai. 1998; Sopko és
Stuart 2003; Nieto és mtsai. 2007), azonban ezek alapjan nem lehet egyértelmii kovetkeztetést
levonni. Ugyanakkor inkabb az a jellemz6bb, hogy a DNS-k6t6 domén kozeli Ser vagy mas
hely foszforilacigja géatolja a DNS kotést, mig a tavolabbi Ser vagy Thr helyeken torténd

foszforilacio serkenti a8 HSF-0k vagy mas TF-ok mitkodését.
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5.4. A HSFA4A tultermelése javitja a novények stressz toleranciajat

Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a HSFA4A tultermelése tobbféle stresszel szemben
ellenallobba teszi az Arabidopsis névényeket, fokozva azok antioxidans rendszeriik miikodését,
ezaltal csokkentve a ROS-ok altali oxidativ karosodas mértékét (Pérez-Salamé és mtsai., 2014),
azonban a HSFA4A hatasa kombinalt stressz esetén nem Volt ismert. Kisérleteink ramutattak,
hogy a foszforilacionak is szerepe lehet a HSFA4A miikddésében, ezért a vad tipus mellett, egy
konstitutiv foszforilaciot mimikalé mutans valtozatat is tultermeltettiik ennek a transzkripcios
faktornak Arabidopsis névényekben. Vizsgalataink soran egyedi és kombinalt s6 és hdstresszt
alkalmaztunk, mivel a kombinalt stressz el6fordulasa gyakoribb a természetben. Kimutattuk,
hogy a vad és mutans HSFA4A tultermelése képes nagyobb tilélést biztositani a transzformans
novényeknek, illetve csokkenti azok oxidativ karosodasanak mértékét, nemcsak egyedi, de
kombindlt s6 és hdstressz esetében is. A MAP kinaz foszforilacionak legtobb esetben nem volt
drasztikus hatasa az ellenalloképességre, de bizonyos stresszkoriilmények kozott
befolyasolhatja az oxidativ karosodas mértékét. Eredményeink alapjan elmondhato, hogy a
HSFA4A fontos szerepet tolt be a kombinalt stressz kivédésében is, elsésorban az oxidativ
kéarosodas csokkentése révén. Mas kutatasok is hasonld eredményre jutottak. A HSFAlb
tultermelése Arabidopsis és repce (Brassica napus) novényekben javitotta az abiotikus és
biotikus stresszekkel szembeni ellenalloképességet, ami magasabb terméshozamot
eredményezett (Prandl és mtsai., 1998; Bechtold és mtsai., 2013; Jung és mtsai., 2013). A repce
BCHSFA1 gént expresszaldo transzgenikus dohany ndvényekben hO stressz hatdséara
megemelkedett a hé-indukalt gének expresszidja és az antioxidans enzimek aktivitasa, ami a
hétolerancia javulasat eredményezte (Zhu és mtsai., 2018). Egy masik kozleményben leirtak,
hogy a HSFA2-t tiltermelé Arabidopsis névények a termotolerancia mellett, s6 és ozmotikus
stresszel szemben is ellenallobbnak bizonyultak (Ogawa és mtsai., 2007; Yabuta, 2016).

Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan kijelenthetjiik, hogy méas hésokk faktorokhoz

hasonloan a HSFA4A is fontos szerepet jatszik a h6 és mas kornyezeti stressz kivédésében.

5.5. A HSFA4A egy fontos szabalyozé egység a stresszvalaszban

A HSFAA4-tipusu transzkripcios faktorokat tobb olyan stresszel hoztak dsszefiiggésbe (pl.
sO-, nehézfém- és szarazsag), melyek megnovekedett ROS szintet és oxidativ karosodast
eredményeznek (Shim és mtsai., 2009; Lang és mtsai., 2017; Li és mtsai., 2018). Pérez-Salam¢

¢s mtsai. (2014) kordbban kimutattdk, hogy a HSFA4A génexpresszidja megemelkedik
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hidrogén-peroxid hatasara, illetve ennek a hésokk faktornak a thltermelése hatassal van
kiilonb6zé ROS-indukalt gének expresszidjara, ezaltal mérsékelve az oxidativ stressz hatésat.
Eredményeink ramutattak, hogy a HSFA4A szervesen részt vesz a stresszvalasz kialakitasaban
¢és képes csokkenteni az oxidativ karosodast kombinalt stressz esetében iS. A sostressz soran
megfigyeltiik a HSFA4A gyors sejtmagi transzportjat, mely arra enged kévetkeztetni, hogy ez
a TF olyan célgének aktivalasat eredményezi, melyeknek kozvetett vagy kdzvetlen szerepe van
a ROS-ok eltavolitasaban ¢és a sejtkarosodas kivédésében. A kozvetlen transzkripcids
szabalyozas lehetdségét olyan géneken vizsgaltuk, melyekrdl tudtuk, hogy génexpresszidjuk
megemelkedik a HSFA4A taltermelésének hatasara (Pérez-Salamo és mtsai., 2014). Kromatin
immunprecipitacio (ChlIP) segitségével kimutattuk, hogy a HSFA4A transzkripcids faktor
képes felismerni és kapcsolodni a HSP17.6A, ZAT12 és WRKY30 gének promoterében talalhato
hésokk elemekhez, és a kapcsolodas mértékét a so, ho €s kombindlt stresszkezelés befolyasolja.
A HSP17.6A egy chaperon fehérje, mely nélkiilozhetetlen a fehérjék karosodasanak
csokkentésében és megakadalyozasaban bizonyos stresszhatasok soran (Wang és mtsai., 2004).
A HSP17.6A taltermelése Arabidopsisban noveli a s6- és szarazsagtlirést (Sun és mtsai., 2001)
és a csirdazd magokban csokkenti az ABA érzékenységet (Papdi és mtsai., 2008). A ZAT12
transzkripcids faktor fontos szerepet tolt be a ROS jelatvitelben és eldsegiti az APX1 (aszkorbat
peroxidaz 1) gén transzkripcidjat, mely elengedhetetlen a sejt redox egyensulyanak a
kialakitasaban (Rizhsky és mtsai., 2004a; Davletova és mtsai., 2005a). A ZAT12 faktor a FIT
(Fer-tipusti  vashiany-indukalt transzkripcios faktor) fehérje miikodése soran keletkezd
hidrogén-peroxid érzékelésével csokkenti a vas felvételt (Le és mtsai., 2016). Paradicsom
novényekben a ZAT12 aktivalja a kis hdsokk proteinek és antioxidans enzimeket kodolo gének
expresszidjat és csokkenti a hostressz altal okozott oxidativ stressz hatasat (Shah és mitsai.,
2013). A WRKY -tipust transzkripcios faktorok foleg a patogén valasz kialakitasaban vesznek
részt (Eulgem és mtsai., 2000). A WRKY30 génexpresszidjat a s €és oxidativ stressz is
indukalja, mig taltermelése megndvekedett abiotikus stressztoleranciat eredményez (Scarpeci
¢és mtsai., 2013). Ezenkiviil a WRKY30 a szalicilsav jelatviteli uton keresztiil szabalyozza a
levelek oregedését is (Besseau és mtsai., 2012), illetve rizsben a szalicilsav és jazmonsav
hatasara segiti a gombafertdzések elleni védelmet (Peng és mtsai., 2012). A ZATI12 és
WRKY 30 transzkripciods faktorok tobb jelatviteli utvonal mitkddésében és stresszindukalt gén
aktivacidjaban is részt vesznek, ezaltal pedig képesek kialakitani egy széleskori, HSFA4A 4ltal
iranyitott stresszvalaszt. Mas hésokk faktorrol, mint példaul a HSFAT1b, is kimutattak, hogy
kozvetleniil szabalyozza a kornyezeti stressz kivédésében, illetve a novekedésben és

fejlodésben szerepet jatszo géneket. A HSFALb tobbek kozott a kovetkezd gének miikodését
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szabalyozza: AGO1 (az argonauta 1), AGL19 (agamous-szert 19), AP3 (apetala 3), ZFP8 (cink-
ujj protein 8), CDC48 (sejt osztodas ciklus 48), MYB77, bZIP28, WRKY?22, HSFB2a, HSFB2b,
PIN4 (Albihlal és mtsai., 2018). Cortijo és mtsai. (2017) megfigyelték, hogy a HSFA4A-hoz
hasonloan a HSFA1la faktor enyhe héstressz soran tobb transzkripcids faktor promoteréhez is
kapcsolddhat, ezaltal egy TF kaszkadot aktivalhat. Az azonositott transzkripciods faktorok koziil
érdemes megemliteni a stressz-érzékeny bZIP28, RAP2.4 és DREB2A-t, illetve a HSFB2 ¢és
HSFA7 csaladba tartozo HSFB2A/B-t és HSFA7A/B-t (Cortijo és mtsai., 2017).
Eredményeinkre tdimaszkodva, 6sszeségében elmondhato, hogy a HSFA4A tobb Gsszetett
¢és bonyolult jelatviteli Gt része, melyben, mint egy szabalyoz6 egység, képes 0sszekotni a ROS,
MAPK ¢és mas kindzok altal kozvetitett jelet a stresszvalasz kialakitdsaban résztvevo

transzkripcios faktorok és végrehaijté fehérjék népes taboraval (21. Abra).

\ﬂa?tres‘s‘?*
. MAP

{ A kindzok
i ROS ™
! Ismeretlen

=
MPK4 e
TF-k: HSF, bZIP, N kindzok
C2C2, MYB, MPKG

NP Sl

\%@/

HSFA4A
| Hsrada [ célgének

mas

Tk |ZAT2 | WRKY30 |

l 4
Stressz  / L. Yy 4 \ chaperonok

Védelmi mechanizmus, ROS eltavolitas,
Alkalmazkodas

21. Abra. A HSFA4A iltal kozvetitett stressz-jelatvitel és a transzkripcids szabalyozas feltételezett modellje.
A kornyezeti stressz, mint példaul a s6- vagy hdstressz reaktiv oxigén szarmazékokat general, ami aktivalja a MAP
kindzokat (MPK3/6 és MPK4). A stressz koriilmények kiilonb6z6 transzkripcios faktoron keresztiil (HSF, bZIP,
MYB) indukaljak a HSFA4A expresszidjat. A MPK3/6, MPK4 és mas kinazok foszforilaljak a HSFA4A-t, igy
szabalyozva annak aktivitasat és ezaltal a célgének indukciojat. A HSFA4A promoter elemekhez (HSE) valo
kotoédése olyan stressz-indukalhatd gének aktivalasat eredményezi, melyek fontos szerepet tdltenek be a
stresszvalaszban. Ilyenek a chaperonok (HSP17.6A) vagy mas transzkripcios faktorok, mint a ZAT12 és WRKY30,
melyek kozvetleniil vagy kdzvetve vesznek részt a stressztiirésben.
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Ko6szondm Dr. Ferhan Ayaydinnak a konfokdlis mikroszkopidban, illetve a Proteomikai
Laboratérium munkatarsainak a foszforilacid6 meghatdrozasaban nyujtott segitséget.
Ugyanakkor szeretném megkdszonni a csoport minden tagjanak a segitséget €s tdmogatast,
kiemelten Dr. Cséplé Agnesnek, Dr. Zsigmond Lauranak, Kirdly Annamarianak és Balla
Mariannak. Ezenkiviil, szeretném megkoszonni a csaladomnak, anyukamnak és batyamnak a
tanulmanyaim soran nyujtott timogatast.
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Agotanak a sok tiirelmet, a tAmogatast és a bizalmat, nélkiile nem jutottam volna el idaig.
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8. Osszefoglalo

A természetben, a gyakran egyidejlileg haté kornyezeti hatasok megnehezitik a helyhez
kotott novények novekedését, fejlodését és szaporodasat. Az evolucid soran a ndvények olyan
Osszetett szabalyozason alapuld mechanizmust fejlesztettek ki, mellyel akar a legextrémebb
kornyezethez is képesek alkalmazkodni és tGlélni azok karos hatasait. A karos kornyezeti
hatdsok kivédésére tobb stressz-indukalt jelatviteli ut aktivalodik, melyek Osszehangolt
miitkodése révén kialakul a stresszvalasz, ami a novények alkalmazkodasat eredményezi. A
stresszvalaszt kialakito jelatviteli utak tobb elembdl allnak, melyekben megtalaljuk a ndvényi
hormonokat, receptorokat, kinazokat, transzkripcios faktorokat és a stressz soran keletkez6
reaktiv oxigén szarmazékokat is. A transzkripcios faktorok kozott fontos szerep jut a hésokk
faktoroknak (HSF), melyek inaktiv formaban a citoplazmaban lokalizalédnak, majd stressz
hatasara aktivadlodnak és a sejtmagba jutva fejtik ki hatasukat a génexpresszidra. A
novényekben a hésokk faktorok, tobbféle jelatviteli rendszer komponenseiként, részt vesznek
a ho, so, szarazsag, nehézfém, illetve oxidativ stressz soran fellépd valasz szabalyozasaban. A
stressz sordn a hdsokk faktorok szabélyozzak a stressz-indukalt gének aktivalodasat, azaltal,
hogy a célgén promoterén talalhaté hdsokk elemekhez kapcsolodnak. Korabbi irodalmi
adatokbol tudjuk, hogy a h6sokk faktorok részt vesznek az egyedi stressztipusok soran fellépd
valaszok kialakitasaban, azonban kombinalt stresszben betoltott szerepiik kevésbé ismert.
Korabban mar kimutattuk, hogy az Arabidopsis HSFA4A szabalyozza a so6 és oxidativ
stresszvalaszt, illetve, hogy a MPK3/6 kindzok foszforilaljak, és a Ser309 aminosav a dominans
foszforilacios hely. Munkam soran folytattam a HSFA4A transzkripcios faktor jellemzését,
hogy felderitsiik szerepét a kombinalt stresszben és az altala szabalyozott stressz-jelatviteli
utvonalakban.

Génexpresszios és Western blot kisérletek segitségével sikeriilt kimutatni, hogy a
HSFA4A nem csak ho- és sostressz, de kombinalt ho és so stressz hatasara is aktivalodik, illetve
a fehérje mennyiségi valtozasa Osszhangban van a gén indukciojaval. Mikroszkdpos
vizsgalatokkal kimutattuk, hogy sokezelés hatasdra a YFP-jelolt HSFA4A mennyisége husz
percen beliill megndvekszik a gyokérsejtek sejtmagjaban, illetve két 6rds kezelés utan sokkal
erésebb fluoreszcencia figyelheté meg a sejtmagban és a citoplazmaban egyarant. Ezek alapjan
arra kovetkeztettiink, hogy a hatasoktol fliggéen a HSFA4A egyarant részt vesz a korai és kései
stresszvalaszban is.

A hésokk faktorok tobb poszt-transzlacidos modositason mennek keresztiil, mint példaul

a foszforilaciéo vagy szumoilacio, melyek meghatarozzak a HSF miikodését. Az MPK3/6
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mellett az MPK4 kindaz is foszforilalja a HSFA4A transzkripcids faktort, illetve e kindz esetében
is a Ser309-es aminosav bizonyult az elsédleges foszforilacios helynek. In vivo kisérletekkel is
sikeriilt kimutatni a MAP kindzok altal in vitro koriilmények kozott preferalt aminosav
csoportok foszforilaciojat, ugyanakkor olyan foszforilacios helyeket is azonositottunk, melyek
mas kinaz csaladok célpontjai lehetnek. Az adatok arra utalnak, hogy a HSFA4A egy Osszetett
foszforilacids szabalyozason megy keresztiil, melyben a MAP kindzokon kiviil egyéb kinazok
is részt vesznek.

A multimerizacio elengedhetetlen a HSF-ok miikddéséhez, hiszen trimereket alkotva
valnak aktivva és latjak el transzkripcids funkcidjukat a sejtmagban. A foszforilacié hatasat a
HSFA4A dimerizaciora bimolekularis fluoreszcens komplementacioval (BiFC) vizsgaltuk. A
kisérletekben egy pozitiv, illetve egy negativ foszforilaciés mutanst és vad tipusat HSFA4A-t
juttattunk Arabidopsis protoplasztokba, majd fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltuk a
transzformalt sejteket. A foszforilaciés mutansok létrehozasahoz a Ser309-es aminosavat
cseréltiik alaninra (nem foszforilalo, negativ foszforilacios mutans), illetve aszpartatra
(foszforilaciot imitalo, pozitiv foszforilaciés mutans). Sikeriilt kimutatni, hogy a foszforilacio
segiti a dimerizaciot, de nem abszolut sziikséges a 1étrejottéhez. A foszforilacio szerepe mellett
sikeriilt kimutatni azt is, hogy a sejtek redox allapota hatassal lehet a multimerizaciora, illetve
mas fehérjékkel torténd kolcsonhatasokra in vitro, mely szintén alatamaszthatja azt a
megfigyelést, miszerint a HSFA4A miikodését az oxidativ stressz is befolyasolhatja (Pérez-
Salam¢ és mtsai., 2014).

A vad tipusu és a pozitiv foszforilaciés mutans HSFA4A taltermelése Arabidopsis
novényekben kedvezd hatassal van a novények talélésére, illetve mérsékeli a lipidperoxidacio
mértékét so-, h6- és kombinalt stressz soran. Kisérletink alapjan elmondhatjuk, hogy mindkét
HSFA4A valtozat képes novelni a stressztlirést az oxidativ karosodas csokkentésével, illetve a
Ser309 foszforilacionak kedvezdbb hatasa lehet a tolerancia kialakulasara.

Pérez-Salamo ¢€s mtsai., (2014) kimutattak, hogy a HSFA4A taltermelése hatdssal van
tobb stressz-indukalt gén expressziojara, ugyanakkor most sikeriilt bizonyitani, hogy stressz
hatasara a HSFA4A mennyisége megnovekszik a sejtmagban. A hdsokk faktorok transzkripcids
aktivitasukat és az emlitett eredményeket figyelembe véve, kromatin immunprecipitacio (ChiP)
technikdt hasznalva, megvizsgaltuk néhany gén kozvetlen kapcsolatit a HSFA4A
transzkripcios faktorral. Kimutattuk, hogy a HSFA4A képes felismerni és megkotni a ZAT12
¢s WRKY30 transzkripcios faktor gének és a HSP17.6A kis hdsokk proteint kodold gén
promoterében talalhaté hésokk elemeket, és a promoter kotés so-, hé- és kombinalt stressz

hatasara emelkedett. A ZAT12 és WRKY30 transzkripcios faktorok és a HSP17.6A hdsokk
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protein is fontos szerepet toltenek be a stressz karos hatasainak kivédésében, melyek miikodését
a HSFA4A kozvetleniil képes szabalyozni.
Eredményeink alapjan, 6sszességében elmondhatd, hogy a HSFA4A transzkripcios faktor

Osszekapcsolja és szabalyozza a stresszvalasz kialakitasaban részt vevo jelatviteli at elemeit.

9. Summary

In nature, simultaneously acting environmental stress factors have deleterious impact on
plant growth, development and reproduction. During evolution, plants developed some
complex mechanisms, which can help the adaptation and survival in extreme conditions. To
cope with biotic and abiotic stresses, plants can activate several stress-induced signaling
pathways and develop the most suitable stress response for acclimatization. These signaling
pathways consists of many components, like plant hormones, receptors, kinases, transcription
factors and even reactive oxygen species formed during stress. Heat shock factors (HSFs), as
members of such signaling mechanisms, are involved in stress response establishment,
including heat, salt, drought and heavy metal stresses. In active form, HSFs are localized in
nucleus, where they can induce the expression of stress-related genes, through recognition of
and binding to heat shock elements (HSEs) found in the promoters of target genes. Their role
in individual stresses are relatively well studied, but their function in stress combination is not
known. Earlier, we showed that Arabidopsis heat shock factor A4A (HSFA4A) regulates
responses to salt and oxidative stresses, and is phosphorylated by MAP kinases MPK3 and
MPK®6, while the dominant phosphorylation site was the Ser309 residue. In this work, |
continued the characterization of HSFA4A to elucidate its role in combined stress and stress
signaling pathway.

We showed that HSFA4A is activated not only by heat and salt, but also by combined heat
and salt stress, and changes in protein abundance is correlating with endogenous gene induction.
Microscopic studies, confirmed a fast accumulation of YFP-tagged HSFA4A in root cell nuclei
during salt stress, while in case of longer stress the fluorescence signal was higher in both
cytoplasm and nucleus. Considering these results, we concluded, that HSFA4A is part of early
and late stress responses in stress dependent manner.

Heat shock factors are subjects of different posttranslational modifications, like
phosphorylation and sumoylation, which are necessary for proper regulation and function. We
showed that, beside MPK3/6, HSFA4A is phosphorylated by MPK4 kinase and the dominant

phosphorylation site is the Ser309 for all these kinases. In vivo phosphorylation assays revealed
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that the same amino acid residues are phosphorylated in vitro and in vivo. We also identified
phosphorylation sites, which can be targets of other kinase families. Our results suggest, that
HSFA4A has a complex regulation, involving MAP kinases and other kinase families too.

To accomplish its transcription activation role, HSFs has to form homotrimers, therefore
the capability of multimerization is essential. To test the effect of phosphorylation on HSFA4A
dimerization we used bimolecular fluorescence complementation (BiFC). For this purpose, we
transformed positive and negative phosphorylation mutant and wild type version of HSFA4A
in Arabidopsis protoplast cells and fluorescence was monitored by fluorescence microscopic
studies. To generate the phosphorylation mutants, we changed the Ser309 amino acid to alanin
(lack of phosphorylation, negative phosphorylation mutant) or aspartate (mimic of
phosphorylation, positive phosphorylation mutant). Phosphorylation seems to have positive
effect on dimerization, but is not essential. Beside the role of phosphorylation, we showed that
redox status of the cells also affects multimerization and/or interactions with other proteins in
vitro. Oxidative stress may therefore influence the HSFA4A function as suggested before
(Péres-Salamo et al., 2014).

Overexpression of wild type and phosphorylation mimicking mutant version of HSFA4A
in Arabidopsis plants has favorable effect on plant survival during salt, heat and combined
stresses and can reduce lipid peroxidation in these conditions. In transgenic plants all versions
of HSFA4A could enhance the stress tolerance by reducing the oxidative damages. Ser309
phosphorylation has no or only minimal effect on stress tolerance.

Pérez-Salamo et al., (2014) showed that overexpression of HSFA4A can influence the
expression of a range of stress-induced genes. Here, we showed that the amount of HSFA4A
protein increases in nuclei during stress. Considering that HSFs has transcriptional activity and
the above mentioned results, we checked the promoter binding of HSFA4A, using chromatin
immunoprecipitation (ChlP) assay. We revealed that HSFA4A can recognize and bind HSEs
on promoter of ZAT12 and WRKY30 transcription factors and HSP17.6A small heat shock
protein during salt, heat and combined stress. Both transcription factor and the heat shock
protein are involved in stress response, and seems that HSFA4A directly regulates their
function.

All together, we can say that HSFA4A transcription factor regulates multiple stress
signaling pathways. HSFA4A connects stress-derived ROS signals, mediated by particular
MAP kinases and promotes transcription of a set of target genes, including other classes of

transcription factors or proteins with protective functions.
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11. Fuggelék

F1. Tablazat. A kisérletek soran hasznalt primerek listdja.

Kéd 5" - 3' Szekvencia Felhasznalas Referencia
HsfA4A-gF | CTTTGAACCTATCGCCGTGT HSFA4A (AT4G18880) gRT-PCR P érﬁzsj'flggﬁés
HsTA4A-GR | TGTGTGTGAAGAAGGGCTTG HSFA4A (AT4G18880) qRT-PCR Pérﬁiji‘lggﬁés
ZAT12-F | GACGCTTTGTCGTCTGGATT Zat12 (AT5G59820) RT-PCR Pérﬁiji‘lggﬁés
ZAT12-GR | GTGTCCTCCCAAAGCTTGTC Zat12 (AT5G59820) gRT-PCR P érftzsj'flggll‘zés

WRKY30-gF | AGAGCGATGATTCCGATCAAG WRKY30 (AT5G24110) gRT-PCR n}?tz:ea;oelsé
WRKY30-gR | CATCGTCCAGCGTTCTATCAA WRKY30 (AT5G24110) qRT-PCR r"ig:ea;oelsz
Hspl7.6A-gF | CCAAAGAAAAAGCCAAGAAGC Hsp17.6A (AT5G12030) gRT-PCR Pérrnetzsj""‘lggﬁés
Hspl7.6A-GR | TGGAAACCTTCCAAACTCCA Hsp17.6A (AT5G12030) qRT-PCR A
ER8A GCTTGGGCTGCAGGTCGAGGCTAA | Inszertek amplifikaldsa a pERS vektorban Papdizf)%g“sai”
ERSB %SGTGTGTGGGCAATGAAACTGA Inszertek amplifikaldsa a pERS vektorban Papdizf)sogl“ai"
GAPDH2_GF | AATGGAAAATTGACCGGAATGT | GAPDH2 (AT1G13440) qRT-PCR Papdi es tnisal.
GAPDH2_gR | CGGTGAGATCAACAACTGAGACA | GAPDH2 (AT1G13440) qRT-PCR PapdiZ%s’Ogmsai"
ZAT12-chipF | GTTGTCATGCCTTTGCTGG Zat12 (AT5G59820) ChIP gPCR Ez a tanulmény
ZAT12-chipR | GGTCAGGTGTATTCTAGAAAGTGG | Zat12 (AT5G59820) ChIP gPCR Ez a tanulmény

WRKY30-chipF

AAAGGATCGAGAAGCAGAGAAC

WRKY30 (AT5G24110) ChIP gPCR

Ez a tanulmény

WRKY30-chipR

CGAAGAAAGCTGATGTGGTTTG

WRKY30 (AT5G24110) ChIP gPCR

Ez a tanulmény

Hsp17.6A-chipF

ACTTCTCCAACGATCAAGACG

Hsp17.6A (AT5G12030) ChIP gPCR

Ez a tanulmany

Hspl17.6A-chipR

AGCAATGTAGAGAGAGCGATTG

Hsp17.6A (AT5G12030) ChIP gPCR

Ez a tanulmany

TTTCCTAAGCGGTTTCAGATTAAA

TUA3-chipF | TUA3 (AT5G19770) ChIP gPCR Ez a tanulmény
TUA3-chipR iﬁéTTGCTACTTAAGCTATCTTCCT TUA3 (AT5G19770) ChIP gPCR Ez a tanulmény
T7 promoter | TAATACGACTCACTATAGGG HSFA4A (AT4G18880) kiénozas
T7 terminator | TATGCTAGTTATTGCTCAG HSFA4A (AT4G18880) klénozas

HSFA4A- CAAATCTCCTCCTGATCCAAGGAT . )
$300D CATC HSFA4A (AT4G18880) mutagenezis Ez a tanulmany
M13 F GTAAAACGACGGCCAGTG pBluescript Il SK+ vektor, szekvenalas
M13 R GGAAACAGCTATGACCATG pBluescript Il SK+ vektor, szekvenalas

HSFA4A- TGAGCAAGCTTATGGATGAGAATA | pic i Pérez-Salamé és
Hind1lI ATCATGGAGTTTC onozas mtsai., 2014

HSFA4A-Smal- | TGATTCCCGGGACTTCTCTCTGAA | g 0o Pérez-Salamé és
NoStop GAAGTCAGAT vextoriionozas mtsai., 2014
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F2. Tablazat. A tobbszords aminosav szekvencia illesztés soran vizsgalt fehérjék listaja. A protein oszlop a
Phytozome-ban (Version 12) hasznalt génkodot jeloli. A kod oszlop a tobbszords szekvencia illesztés és
filogenetikai fa szerkesztése soran hasznalt szekvencia kédot jeldli (14. Abra, F1. Abra).

Protein Kod Faj
AT4G18880.1, HSFA4A AthA Arabidopsis thaliana
AT5G45710.1, HSFA4C AthC Arabidopsis thaliana
Araha.64421s0001.1 Ahal Arabidopsis halleri
Cagra.4306s0004.1 Cerl Capsella grandiflora
Cagra.0796s0014.1 Cer2 Capsella grandiflora
Carubv10004953m Crul Capsella rubella
Carubv10026722m Cru2 Capsella rubella
Bostr.30275s0365.1 Bstl Boecherastricta
Thhalv10025409m Esal Eutrema salsugineum
Brara.A00997.1 BraA Brassica rapaFPsc
Brara.H00975.1 BraH Brassica rapaFPsc
Bol009370 Boll Brassica oleraceacapitata
AL7G35300.t1 Alyl Arabidopsis lyrata
AL8G12940.t1 Aly2 Arabidopsis lyrata
30026.m001484 Reol Ricinus communis
Manes. 17G060600.1 Mes1 Manihot esculenta
Manes.S044100.3 Mes2 Manihot esculenta
Thecc1EG029630t1 Tcal Theobroma cacao
Potri.011G071700.1 Ptrl Populus trichocarpa
SapurV1A.3884s0010.1 Spul Salix purpurea
Orangel.1g015644m Gsil Citrus sinensis
Ciclev10015472m Cell Citrus clementine
Glyma.08G119900.3 Gmal Glycine max
Prupe.4G068100.3 Ppel Prunus persica
Gorai.011G036400.4 Gral Gossypium raimondii
Eucgr.E02813.1 Egrl Eucalyptus grandis
Medtr8g087540.1 Mtrl Medicago truncatula
AHYPO 004336-RA Ahyl Amaranthus hypochondriacus
Kalax.0164s0029.1 Klal Kalanchoe laxiflora
Brast08G050400.1 Bstal Brachypodium stacei
LOC_0s01g54550.1 Osal Oryza sativa
AC205471.4 FGTO003 Zmal Zea mays
Sobic.003G295900.1 Sbil Sorghum bicolor
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Multiple sequence alignment of 33 HSFA4 factors.
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cov pid 391

1 Athid 100.0% 100.0%

2 fhal 99.8% 91.8%

3 Alyl 93.3% 91.8%

4 Cgrl 93.5% 90.1%

5 Crul 100.0% B89.2%

6 Bstl 98.8% 90.8%

7 Esal 97.3% 87.0%

8 Bral 95.3% 7TB.2%

9 Boll 94.3% TB.2%
10 BraH 90.5% 7T5.2%
11 AthC g4.6% 54.1% EFAS Y mm e
12 Aly2 g4.8% 55.0% EFAS Y mmm—— e
13 Cgr2 g4.3% 55.1%
14 Cruz 54.3% 55.1%
15 Ahyl 95.0% 45.5%
16 Gmal 95.0% 50.4%
17 Mtrl 94.5% 47.3%
18 Egrl 96.3% 45.9% PA
1% Rcol 94.8% 54.7% PA
20 Mesl 94.8% 53.8% PA
21 Meaz 95.8% 52.6% PA
22 Ptrl 95.3% 53.1% PA
23 Spul 95.3% G54.8% PA
24 Tcal 95.3% D52.9% PA
25 Gral 94.8% b52.5% PA
26 Csil 94.5% 51.6% PA
27 Ccll 94.5% 51.4% PA
28 Ppel 93.5% 50.0% P
29 Elal 97.5% 45.0% PA
30 Bstal 92.5% 33.3% e
31 Osal 94.3% 36.5%
32 Zmal 93.8% 32.2%
33 GBbil 92.8% 36.0%

consensus/70%

F1. Abra. A 27 névényfaj 33 HSFA4-tipusu fehérje tobbszords szekvencia illesztése. A HSFA4A transzkripcids
faktor konzervalt szekvencia elemeit kiilonb6z6 szinnel jeloltiik:

DNS kot6 régio

Oligomerizacios régio

IMAPK dokkol6 régid

Mas tomegspektrometria azonositott foszforilacios helyek (Ser, Thr)
A konszenzus szekvenciak az illesztés alatt vannak.
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