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BEVEZETES

A prolin, egy erdsen vizoldékony aminosav, szérazsag stressz hatisara halmozédik
fel a ndvények levélszdveteiben és csicsmerisztémaiban, szarazsiag stresszhez
alkalmazkodott sejtszuszpenziokban, alacsony vizpotencidl és NaCl jelenlétében a
ndvények gydkéresics régibiban, valamint a kiszaradé pollenben. A prolin felhalmozédas
a szdrazsag- és sO-stressznek kitett magasabbrendii ndovények egyik legaltalanosabb
élettani valasza.

Magasabbrendli névényekben a prolin szintézisének kiindulé anyaga a glutamat
vagy az omnitin; e folyamat a sejtek citoplazméajaban torténik. A szabad prolinszint
katabolikusan is ellenérzott folyamat. Stressz hatisira a glutamét it dominal, ebben a
bioszintetikus 1tban fontos szerepet jatszik a bifunkcionalis PSCS (pirrolin-5-karboxilat-
szintaz) enzim, aminek hatésara kialakul a PSC (pirrolin-5- karboxilat) koztestermék, amit a
P5CR (pirrolin-5-karboxilat-reduktaz) enzim prolinna redukal. A katabolikus folyamatban
a prolin glutamatta oxidalodik a sejtek mitokondriumaiban. A lebontasban korlatozé
szerepe van a PDH (prolin-dehidrogenaz), valamint a PSCDH (P5C-dehidrogenaz)

\

Degradicio Bioszintézis

[z

A prolin bioszintézise és lebontisa magasabbrendf névényekben

Roviditések: GSA: glutamil-szemialdehid, PSC: pirrolin-5-karboxilat, PSCS: delta-1-pirrolin-5-
karboxilat-szintdz, PSCR: pirrolin-5- karboxilat reduktiz, PDH: prolin dehidrogeniz, PSCDH:
P5C-dehidrogenaz, OAT: ornitin aminotranszferaz.

enzimeknek.




Tobb  kiilonbozd  vizsgalat fényt deritett a prolin  élettani  szerepére:
ozmoprotektansként védé hatist fejt ki a baktériumok, gombék, gerinctelen allatok és
novények sejtalkotodira, felhalmozdédva védi a novényeket az UV sugarzis és nehézfémek
okozta kirok enyhitésében a lipidek peroxidacidjat csokkentve, antioxidansként csokkenti
a szabad reaktiv gyokok mennyiségét (gySkcsapdaként is mikodhet). A prolin pozitiv
hatissal bir a kétszikl névények megtermékenyitésében, de a human kutatasok apoptézis
induk4lé szerepét is felfedték.

A prolin metabolikus szerepének meghatirozisaban alapvetd jelentdsége volt az

Arabidopsis thaliana-ban 1étrehozott pScs mutansok (pScsi és pSes2) vizsgilata,

CELKITUZESEK

Munkink célja a prolin bioszintézisében résztvevd gének szabilyozisinak
megismerése volt, hogy ezaltal tudomast szerezziink a P5CS! és PSCS2 gének Arabidopsis

thaliana-ban betdlton szerepérol. A kovetkez6 fO kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

1. Befolyasolja-¢ a prolin felhalmozddast a PSCS gének mutacitja?

2. Milyen hatissal van a PSCS gének inszerciés muticidja a sotlirésre vagy az
oxidativ védekezé mechanizmusokra nézve?

Hogyan befolyasolja a szarazsag a pScs mutansok relativ viztartalmat?

Milyen élettani valtozasokat idéz elé a P5CS gének knockout muticiéja?
Megfigyelhetdk-e kiilonbségek a PSCS gének térbeli kifejezddésében?

Tudva azt, hogy a PSCS1 és P5CS2 fehérje 89%-ban homoldg, van-e kiilonbség
a P5CS fehérjék intracellularis lokalizacidja kézott?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

¢ Novényi anyag és nevelési koriiimények

e pJcs inszerciés mutinsok azonositasa és jellemzése

* A pScs2 mutins embridk fenntartisa és in vitro tenyésztése
¢ A H;O; meghatirozis DAB (3,3-diaminobenzidine) festéssel
¢ Lipid peroxidicié meghatirozas

¢ Klorofill tartalom meghatirozis

e Aminosav meghatirozas

e Antioxidativ enzimek meghatarozasa

o Novekedési tesztek és viztartalom mérés

« RNS izolilas

¢ RNS szint meghatirozas reverz-transzkripciés PCR (RT-PCR) segitségével
o In situ hibridizacid

o Fehére lokalizicioé

e Mikroszkdpos megfigyelések

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

A prolin bioszintézisében résztvevd Arabidopsis PSCS! és PSCS2 gén
transzkripciés szabilyozasanak elemzése sorin megallapitotiuk, hogy e két erdsen
homolog gén funkciondlis kiilonbségekkel rendelkezik és bizonyitottuk, hogy szerepitk
nélkiilozhetetlen. A transzkripcids szabalyozasban tapasztalt valiozasokat a promoter-
riporter génfiziok, valamint az in situ hibridizaciés kisérletekbsl nyert adatok is
aldtamaszyjak, amely adatok eltérd szerv- és szvetspecifikus mikodést mutatnak.

Optimalis ndvekedési kériilmények kozott, a vizsgalt pScs/ mutins vonalak
szabélyosan fejlddnek, annak ellenére, hogy a leveliikb8! mért szabad prolinszint 15-30%-
kal, virigzatukban pedig 35-45%-kal maradt el a kontrollként hasznalt vad tipusi
novényekhez viszonyitva. Szarazsig- vagy sd-stressz hatésdra a pScs] mutans ndvények 3-
4-szer kevesebb mennyiségi prolint halmoznak fel a vad tipusii névényekhez képest.

Szamos irodalmi adat bizonyitja a prolin, mint ozmoprotektiv molekula szerepét.

Ennek tanulményozisara lehetdséget nyijtanak a pSes inszercids mutdnsok, mivel a



muticick meggitoljak a prolin bioszintézisét és ramutatnak a prolinhidny
kovetkezményeire ozmotikus stressz alkalmaval. Kisérleteinkben, a szarazsagnak kitett
pSes] mutans novények alacsony prolinszint felhalmozddassal vélaszolnak, ami
6sszhangban van a benniik mért alacsony relativ viztartalommal (RWC).

A kontrollként hasznilt vad tipusi ndvényekhez viszonyitva, a pScs! mutansok
sotirési képessége alacsonyabb, amit a csokkent gydkérhossz, a levelek feltiing klorézisa,
és végiil a csirandvények pusztuldsa bizonyit 150-200 mM NacCl jelenlétében. A pScs!
mutiansok alacsony prolinszintje fokozott séérzékenységhez vezet, nemcsak a hibas
ozmotikus szabalyozis miatt, hanem a magas szintli reaktiv oxigéngyokok fethalmozodasa
miatt is. A sé-stressznek kitett pScs! mutinsok leveleinek fokozott klordzisa, klorofill
degradicidja és a lipidek peroxidacija, a reaktiv oxigéngyskok altal okozott kirosodasra*
utal. Eredményeink ramutatnak a prolin antioxidansként betoltott szerepére.

Bebizonyitottuk, hogy ozmotikus stressz hidnyaban a pScs/ mutinsok vegetativ és
generativ ‘szervei szabalyosan fejlddnek és teljes mértékben fertilisek. Masrészt, a pScs2
mutaciok az embrié halalat okozzak torpedd vagy kifejlett allapotban, a levegé
paratartalma és a ndvekedési korilmények fliggvényében. Az a megfigyelés, hogy a
homozigéta pScs2 mutdnsok csak kiilsdleg adagolt prolin hatasara képesek fejlodni, de igy
is silyos fejlédési zavarokat mutatnak, bizonyitja azt, hogy a kordbban leirt antiszenz
PSCSI novényeknél tapasztalt fejlédési rendellenességeket a P5SCS2 gén részleges gatlasa
okozhatja. A pScs2 mutins embridk halalit a magfejlédés soran fellépd prolinhidny
okozhatja, valamint a kdros reaktiv oxigéngyokdk felhalmozdédasa.

Az in situ hibridizacié és in vivo P5CS-GFP expresszios elemzések altal
kimutattuk, hogy mindkét P5CS gén étirédik a fejlodd embridkban. Meglepetésiinkre, a
P5CS1-GFP sejten beliili testecskék forméajaban halmozédik fel az embrid ésszes fejladési
szakaszaiban. Elméletiink szerint a pScs2 embriok halala azért kovetkezik be, mert a
P5CS1 fehérje e testecskékben valé felhalmozddisa prolinhidnyhoz vezet a
citoplazmatikus P5CS2 enzim hianyéban az embri6 fejlddése soran.

Kisérleteink armra utalnak, hogy az Arabidopsis P3CS gének funkcionalis
kiilonbdzosége megmutatkozik nemcsak transzkripcids, hanem intracellularis lokalizicios
szinten is. A csirandvények gyskérszdveteiben a kovetkezd térbeli mintazatot talaltuk: a
P5CS1-GFP a gyokérsiivegben nem expresszalodik, mig a PSCS2-GFP gyskérsiiveg
lokalizaciét mutatott. Az oldalgydkereknél P5CS-GFP lokalizaciés kiilonbséget nem
taldltunk. A P5CS2-GFP expresszidja a levél primordiumban, valamint a csics— és

hajtismerisztéma sejtekben figyelheté meg. A PSCS1-GFP az emlitett szdvetekben nem



fejezddik ki a csirandvény fejlddésének egyik szakaszdban sem. A virdgokban a PSCS1-
GFP csak a portokokban, mig a PSCS2-GFP a portokokban, a porzdszilban, a csésze- és
sziromlevelekben is kifejez6dik. Sejten belil a P5CSI-GFP a kifejlett levelek
kloroplasztiszaiban és kevésbé a sejtek citoplazmajiban expresszalodik, mig a PSCS2-GFP

kifejezddése ugy a kloroplasztiszokban, mint a citoplazméban is megfigyelhet.

KOVETKEZTETESEK

A szarazsag indukcié hatasira felhalmozodd szabad prolinszintet f3leg a PSCS/
gén szabélyozza, és e stresszhez kapcsolodé funkcihidnyt a PSCS2 gén nem képes teljes
egészében potolni. A szirazsig stressz mellett, a P5CS] gén kulcsszerepet jatszik a
prolinszint fethalmozdédasanak szabalyozasiban s6-stressz alkalmaval is, és ezt a szerepet a _
P5CS2 gén szintén nem képes teljes egészében potolni. A pScs! mutinsok fokozott
soérzékenysége azt bizonyitja, hogy a P5CS1 gén altal szabalyozott prolinfelhalmozédas
alapvetd szerepet jatszik a s6-stressz toleranciaban.

Az oxidativ stresszvilaszban szerepet jitsz6 enzimek koziil sékezelés hatasira csak
a kataldz enzim aktivitdsa nétt meg atlagosan 80-120%-kal a pScs/ mutansokban, ami azt
mutatja, hogy a P3CSI gén-elosegiti a katalaz aktivizilasa révén az oxidativ karosodasok
kivédését.

Vizsgilataink alapjan megallapithatjuk, hogy a P5CS1 enzim elsddleges szerepe az
ozmotikus stresszvalaszra felhalmozodé prolinszint szabalyozasaban van, mig a P5CS2

enzim egyike a megfeleld embrio fejlodésért felelds 1étfontossagh enzimeknek.
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