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BEVEZETES

Az elmult évszazadok soran a mezdgazdasag és a szolgalatdban 4ll6 tudoméanyok
megkisérelték a lehetd legjobban hasznositani a bioldgiai rendszereket, hogy igy az ipari
méreteket 0ltott névénytermesztés kielégithesse az egyre névekvd fogyasztdsi igényeket.
A hagyomdnyos novénynemesitési eljardasokat egyre inkdbb a genomok ismeretét
felhasznalé molekuldris modszerek valtjdk fel, emellett kiemelt szerep jut a
haszonnovények életterét besziikit, hozamukat csokkent8 herbivorok, parazitdk és

gyomnovények elleni vegyszeres kiizdelemnek.

A gyomnévények ellen a vilagon legszélesebb korben alkalmazott herbicidek
egyike a paraquat. Bar a bipiridil tipusi vegyiiletet laboratériumi redoxreakcidk
indikatoraként a XIX. szdzad vége dta hasznaljak (metil-viologén néven), posztemergens,
nem szelektiv, kontakt gyomirté hatdsit csak 1955-ben szabadalmaztattdk. A
levélherbicidet kezdetben haloid sék formdjaban, 1962 6ta szerkombindciokban hoztak

forgalomba (Paraquat Information Center www.paraquat.com ).

Kiterjedten hasznéltak sz8l8iltetvények, gyiimolesosok totdlis gyomtalanitdsara, de
ipari novények érését el@segit defolidns szerként is. Népszertiségét széles spektrumu és
gyors hatasanak koszonhette és a kezelés eredményessége csupan korldtozott mértékben
fiigg id6jarasi tényez6ktSl: a permetezés utdn par 6ranyi napfényes iddszakot kovetel meg.
Hasznalatakor utdlagos kornyezeti kdrokkal nem kellett szdmolni, mert a herbicid a
talajszemcsékhez rendkiviill gyorsan és irreverzibilis modon kotédik, bioldgiailag
inaktivalédik. Lebomldsa akér tobb évig eltarthat (Ross és Krieger, 1980), a talajvizbe csak
igen kis mértékben mosodik (Rial-Otero et al, 2006).

A szer intenziv haszndlata kovetkeztében a hetvenes évektSl a mezdgazdasig
szamara problémat jelentettek az egyre gyakrabban megjelend, paraquattal szemben
tolerans és rezisztens gyomfajok. Az elsé rezisztens fajok leirasat koveté harmincéot év alatt
mara kézel harminc névényfajban alakult ki az ellendllé képesség a herbiciddel szemben,

(Ryan, 1970, HRAC, www.hracglobal.com ) melyek kozil kimagaslé mértéki

rezisztenciat tapasztaltak a betyarkord (Conmyza canadensis /L./ Cronq.) magyarorszagi

populécidjaban.

| Bevezetés



A rezisztencia-mechanizmus lefrasira tobb elképzelést is leirtak, mindezidaig

azonban egyiket sem sikeriilt bizonyitani. (Norman et al, 1993, Szigeti 2000).

Munkdm sordn — melynek célja a paraquat-rezisztencia mechanizmusanak
megértése volt — a klasszikus novényélettani modszerek mellett modern, molekularis
bioldgiai és in silico, szamitdgépes elemzéseket is alkalmaztam annak érdekében, hogy a

komplexebb megkozelités lehetévé tegye a folyamatok jobb megértését.

A rezisztenciamechanizmus leirdsa nem csupdn elméleti szempontb6l fontos. A
folyamat feltardsa stratégiai jelent8ségli lehet az eddig ismert herbicidek ujszerd
megkozelitésbdl eredd, hatékonyabb hasznélatat illetéen, valamint human vonatkozasban

is fontos tanulsdgokkal szolgalhat.
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IRODALMI ATTEKINTES

A paraquat (Pq, 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridil) a bipiridil tipusu herbicidek csalddjaba

tartozik. Természetes koriilmények kozott stabil, fehér kristdlyos anyag, melynek

olvadaspontja 300°C-nal van (1. tdbldzat). Vizben jol oldddik, szerves olddszerekben

gyakorlatilag oldhatatlan. Rendkiviil stabil vegyiilet, bomldsa sordn — melyet vizes

oldatban az UV sugarzas katalizal — 4-karboxil-1-metil piridinium-klorid keletkezik (Ross

és Krieger, 1980, Paraquat Information Center www.paraquat.com).

Altalanos név:

Tovabbi nevek:

Paraquat
Metil-viologén

Kémiai név:

1,1’-dimethyl-4,4’-bipyridylium ion

Osszegképlet: C12H14N22+
Molekulasuly: 257 g/mol
Fotostabilias: UV fény hatasara, vizes oldataban lebomlik
Vizoldékonysag: 620 g/1(20 °C)
Go6znyomas: 10-9 mm Hg
Particios 4,4683
koefficiens:
Abszorpciés 1000 000 (becsiilt érték)
koefficiens:
Toltéseloszlas: Hid rog én
Nitrogén
4 -
Klorid Szén
Szerkezeti képlet:

I

a

2+

1. tdbldzat A paraquat fizikai-kémiai tulajdonsdgai (Paraquat Information Center, Weed Science
Society, 1994 és Wauchope et al, 1992 alapjdn)
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NADPH

NADP*

1. dbra A paraquat a PSI redukdld oldaldn fejti ki hatdsdt az elektronok eltéritése dltal. (Dodge
1971, Fujii et al, 1991 alapjdn)

Herbicidként alkalmazva hatdsanak kifejtéséhez fény és oxigén jelenléte sziikséges.
Fitotoxikus képessége alacsony redoxpotencidl értékén alapul, melynek kévetkeztében a
fotoszintézis I. fotokémiai rendszerének (PSI) redukalé oldalédn az elektrontranszport lanc
FeSx komponensénél bekapcsolédva az elektronokat fiziolégias utjukrdl eltereli (1. dbra),

majd azokat felvéve paraquat kation gyokké alakul (Dodge 1971, Fujii et al, 1991).

Elektronok hidnyaban nemcsak kevesebb NADPH termelédik, hanem a képzédott
paraquat kation gyokok reakcidképességiik folytdn a kloroplasztiszban a molekularis
oxigénnel kolcsonhatva szuperoxid anion gyokoket generdlnak, mig maguk
regeneralodnak, visszaalakulnak paraquat kationnd (Bowyer és Camilleri, 1985). A
szuperoxid anion gyokék — hasonldéan egyéb stresszhatidsok sordn lejatszddd
folyamatokhoz — savas kézegben protondlddhatnak és hidrogén-peroxidot képezhetnek

(Babbs et al, 1989).

A képzédott hidrogén-peroxid molekuldk tovébbi szuperoxid anion gyokok
mellett, a Haber-Weiss reakciéban hidroxil gyckoket is 1étrehoznak. A folyamatot szabad
Fe® és Cu* ionok katalizdljak, melyek Fe? és Cu* ionokka redukéldéva a Fenton-reakcid
sordan tovabbi reaktiv gyokoket hoznak létre. A paraquat kation redukalt formaja
kozvetlen is reakcidba 1éphet a Fe®* ionnal a Winterbourn-reakcidban (Vile et al, 1987) ( 2.

abra ).
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PQ INDUKALTA SZUPEROXID
GYOK KEPZES

Pg? +e >Pq**

O, +P@**>0O," + Pg?

FENTON-REAKCIO
< O," +Fe¥* >0, + Fe?*
- 20, +2H*>H,0,+ O,

H*+ Fe?* + H,0, >HO" +
Fe3 + H,0

2. dbra A paraquat hatdsmechanizmusa

Mint lathatd, egyetlen paraquat molekula is rendkiviili mértékd szabadgyok-képzs
hatéssal bir. A netté termékként jelentkezd aktiv oxigénformak (OH* és O2”) kdrositjédk a
fotoszintetikus pigmenteket (Polos et al, 1987), peroxidaljak a lipideket, dezorganizaljak a
lipidtartalmi membrdnokat (Hiyama et al, 1993, Véradi et al, 2000), eziltal novelik a
membranok permeabilitdsat, csokken a turgornyomds, a novény pedig végil elszarad
(Harvey és Fraser, 1980). Hasonléan egyéb oxidativ stresszhatdsokhoz, a reaktiv
oxigénformdkat a szuperoxid-diszmutdz, a kataldz, a Haliwell-Asada ut és a xantofill-

ciklus prébalja eliminalni a rendszerbdl.

A paraquat a novény felszinére keriilve gyorsan, fél-masfél 6ran beliil penetralodik
a novénybe. A tiinetek a kornyezeti tényezSktSl fiiggben egy mnapon belil mar
jelentkezhetnek. Autokatalitikus jellegébdl adéddan a paraquat rendkiviil hatékony (Babbs
et al, 1989). Mivel a paraquat a folyamathoz sziikséges elektronokat a fotoszintetikus
elektrontranszportldnctdl veszi el, ezért a hatds nagymértékben fiigg a fényintenzitastol:
erds napfényben korldtozott a hatdanyag transzlokdcidja, ilyenkor gyors a hataskifejtés, a
kontakthatds erésebb. Az alacsonyabb fényintenzitds vagy alacsonyabb hdémeérséklet
eldsegiti a herbicid szétterjedését a novényben (Hunyadi és Almadi, 1981, Haldsz et al,
2002).
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Amaranthus lividus Malajzia 1990 n.a.
Arctotheca calendula Ausztrélia (Victoria) 1986 60
Bidens pilosa Kenya 1991 n.a.
Ceratopteris richardii Egyesiilt Allamok n.a. 10-40
Conyza bonariensis Egyiptom 1989 150
Japan 1989 n.a.
Dél-Afrikai Koztarsasag 2003 n.a.
Conyza c d Japan 1980 100
Magyarorszag n.a. 450
Kanada (Ontario) 1993 n.a.
Egyesiilt Allamok (Mississippi) 1994 n.a.
Belgium 1998 n.a.
Egyesiilt Allamok (Delaware) 2003 n.a.
Conyza sumatrensis Japan 1980 400
Taiwan 1980 n.a.
Malajzia 1990 n.a.
Sri Lanka 1998 n.a.
Crassocephalum crepidiod Malajzia 1990 n.a.
Cuphea carthag i Fiji-szk. 1984 n.a.
Eleusine indica Malajzia 1990 n.a.
Egyesiilt Allamok (Florida) 1996 n.a.
Epilobium adenocaulon Belgium 1982 10
Egyesiilt Kiralysag 1989 >5
Erigeron philadelphicu Japan 1989 250
Hordeum glaucum Ausztrélia (Victoria) 1984 250
Ausztrélia (Dél-Ausztralia) 1990 n.a.
Hordeum leporinum Ausztralia (Victoria) 1988 100
Ausztralia (Dél-Ausztralia) 2001 n.a.
Isch rug Malajzia 1989 n.a.
Landoltia punctata Egyesiilt Allamok (Florida) 2001  na.
Lepidium virginicum Kanada (Ontario) 1993 n.a.
Lolium perenne Egyesiilt Kiralysag n.a. 6-10
Lolium rigidum Dél-Afrikai Kéztarsasag 2002 n.a.
Ausztrélia n.a. 14
Mitracarpus hirtus Ausztrélia (Queensland) 2007 n.a.
Monochoria korsakowii Japan 1994 n.a.
Parthenium hysterophorus Kenya n.a. n.a.
Poa Egyesiilt Kirdlysag 1981 3-4
Belgium n.a. n.a.
Reh ia glutinosa Kina n.a. n.a.
Dél-Korea n.a. n.a.
Sol americanum Egyesiilt Allamok (Florida) 1985 12
Solanum nigrum Malajzia 1990 n.a.
Vulpia bromoides Ausztrélia (Victoria) 1990 5-6
Youngia japonica Japan 1980 110

2. tdbldzat Paraquat-rezisztens névényfajok. Rezisztenciafaktor: cPqicsoR/cPqicsS (Szigeti, 2000 és
Heap, I. The International Survey of Herbicide Resistant Weeds. Online. Internet. August 11,

2008. http.//www.weedscience.com nyomdn).
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Hasonléan egyéb, ismétlédden, hosszabb idészakon keresztiil alkalmazott
herbicidhez a paraquattal szembeni tolerancia és rezisztencia is roévid idén belil
kifejlédott szamos fajnal. Egyardnt taldlunk koztitkk pro- és eukariétat, egysejtiit illetve
szovetes él6lényt, novényt, gombidt, st allatot is (Szigeti 2000, Fujii et al, 2004,
Vermeulen et al 2005). A rezisztens névényfajok mind rendszertanilag mind foldrajzi
elhelyezkedés szerint széles spektrumot Olelnek fel. A fajok kozott egy- és kétszikliek
egyarant taldlhatéak, mind az 6t foldrészen. A tertiletek koziil kiemelkedik Ausztralia, az
Egyesiilt Allamok és az 4zsiai térség — érdekes modon pont azok a teriiletek, ahol a

bipiridil-szdrmazékokat maig alkalmazzak (2. tablazat).

A 2. tablazatban felsorolt, rezisztens novények kozott kimagasld, élettani
allapotatdl fiiggben akdr 450-es reziszenciafaktorral is bir a betyarkdrd, rendszertani
nevén Conyza canadensis (L.) Cronq. paraquat rezisztens biotipusa (Vaughn KC, 2003). Az
Eszak-Amerikabdl szarmazo, Eurépaban a XVII. szdzad kozepén megtelepedett novény —
melyet régebbi rendszertani nevén Erigeron canadensis-ként is ismerhetiink - az

Asteraceae csalddba tartozik (Cronquist A, 1976) (3. tablazat).

Taxon: Besorolas:

Regnum: Plantae

Subregnum: Tracheobionta

Superdivisio: Spermatophyta

Divisio: Magnoliophyta

Classus B Magnoliopsida

Subclassus: Asteridae

Ordo: Asterales

Familia: Asteraceae

Genus: Conyza Less.

Species: Conyza canadensis (L.) Crong.

3. tdbldzat A Conyza canadensis taxonomidja (USDA PLANTS adatbdzis alapjdn)

Hazénkban széles korben elterjedt, leginkdbb a mérsékelten szaraz, tdpanyagban
gazdag, tobbnyire csak gyengén humuszos, agyagos vagy valyogos talajokat kedveli, a
melegebb fekvésti helyeken, parlagon hagyott szantéfoldeken, erddirtasok, utak, vasuti
toltések mentén, gyomtarsulasokban jelenik meg, olykor témegesen. Az olykor masfél
méteres magassagot is elér$ egynydri, adventiv gyomnovény orségyokert fészkesvirdgzata
(3._dbra). Feldllo, hengeres szdra van, mely fels részén erdsen dgas, alsé részén siirtin
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leveles, sz6ros vagy érdes. A tiilevelek szdlas landzsasak vagy hosszukds landzsdsak, a
kiils6k csucsukon 3 tompa fogtak. A szarlevelek szalas landzsdsak, hegyesek, ép széltiek
vagy flirészesek, berzedt szériiek, az alsék nyélbe keskenyeddk, a felsk iil6k (Horanszky
és Jarainé, 1990).

3. dbra A Conyza canadensis virdgzata és habitusa (fotd: Les Binns és John Hardy, flickr.com)

A Conyza fajokkal szembeni paraquatkezelés hatékonysdginak csokkenését a
hetvenes évek masodik felében figyelték meg, de a paraquat-rezisztencidval, okaival
foglalkozd publikdcidkat csupdn a nyolcvanas évek kozepén kezdték kozolni. (Harvey és
Harper, 1982). A rezisztens fajok megjelenése 6ta a paraquattal szembeni ellendlld
képesség magyardzatdra szimos elmélet sziiletett, melyet azonban kisérletesen nem, vagy
csak részben sikerdiilt igazolni. Az egyik legels6 hipotézis szerint a paraquat hatdshelye, a
PSI akceptor oldala koriili redoxpotencial viszonyok megvaltozdsa tehetd felelGssé a
rezisztencidért (Cheung et al, 1988). Elektron spin rezonancia spektroszkopia
vizsgalatokkal igazoltak, hogy a FeSx vas-kén protein a Conyza pennsylvanica és mas fajok
paraquat rezisztens biotipusiban valtozatlan formdban taldlhatok meg (Norman et al,

1993). Az aktiv hely hasonlé moédon vaéltozatlannak bizonyult Lolium perenne-ben
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(Harvey et al, 1980), Hordeum glaucum-ban (Powles és Cornic, 1987) valamint a Conyza
canadensis-szel kozeli rokon Conyza bonariensis-ben (Fuerst et al, 1985). A szenzitiv és
rezisztens Conyza biotipus kozott sincs a hatohely tekintetében kiilonbség: a paraquat az
elektronokat a fizioldgias utjukrél mindkét esetben eltériti (Lehoczki 1993, Norman et al,
1993).

Nem talaltak bizonyitékot arra sem, hogy a Conyza képes metabolizalni a
paraquatot. Metabolizalédast csak talajlaké baktériumokban (Bacillus subtilis) és egyes
gombafajokban (Zipomyces starkeyi) igazoltak (Funderburk és Bozarth, 1967, Carr et al,
1985). Magasabb rendd névények kozott egyedill a Rehmannia glutinosa-ban sikeriilt
kimutatni indirekt médon a paraquat metabolizmusat, ami vélhetden egy fenilpropanoid
glikozid szdrmazéknak kdszonhetd, mely a paraquatot kémiai kotés vagy mddositds sordn

inaktivalja (Chun et al 1997, Chun et al 2002).

Mivel a paraquat hatdsmechanizmusa a szuperoxid-aniongy6k képzésen és az dltala
okozott oxidativ stresszen alapszik, egy jol miikodS antioxidans védSenzimrendszer
bizonyos mértékd paraquat tolerancidt eredményezhet. A sorbakapcsolt enzimeket
magaba foglalé rendszer fizioldgids korillmények kozott a kloroplasztiszban keletkezd
aktiv oxigénformdk elimindlasdban jatszik szerepet. Az enzimrendszer tagjai kozott a
szuperoxid-diszmutdz (SOD) a szuperoxid anion gyokbsl hidrogén-peroxidot és
oxigénmolekulat képez. A szintén reaktiv hidrogén-peroxidot az aszkorbat-glutation
ciklus eliminalja a kloroplasztiszban. Oxidativ stressz esetén a ciklusban résztvevd
aszkorbat-peroxidaz, a dehidroaszkorbat-reduktdz és a glutation-reduktaz enzimek
aktivitdsa megnd. Megfigyelték, hogy a paraquattal és szalicilattal — mely a szisztemikusan
szerzett reziszenciat indukalja — egyszerre kezelt dohdnylevelek esetén a paraquat hatdsa

sokkal kisebb mértékd. (Silverman et al 2005)

Fokozottabb paraquat tolerancidt tapasztalhatunk a hosszabb életidejd fajok illetve
fajon beliili biotipusok esetén. Az Arabidopsis thaliana gigantea (gi-3) mutansa, mely
egyike a legkés@bbi virdgzasu, leghosszabb életidejli mutdns vonalaknak, egyarant
toleransnak bizonyult csekély mennyiségli paraquat- és hidrogén-peroxidos kezelésre.
(Kurepa et al 1998) Az ilyen hosszu életideji novény- illetve allatfajok altaldnos jellemzdje

a rendkiviil j6l mikods oxidativ stressztolerancia mechanizmus (Vermeulen et al, 2005).

Ezzel egyiitt a ciklus enzimeinek fokozott aktivitdsat mutaté novényfajok legfeljebb 10-es
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értékii rezisztencia faktorral birnak (Schaaltiel és Gressel, 1986, Norman et al 1993); ezt

inkdabb paraquat tolerancidnak, mintsem igazi rezisztencianak lehet mondani.

Nagyfoku rezisztencia nem magyardzhat6 a megnévekedett aktivitdsu véddenzim-
rendszer miikodésének eredményeként. Problémat jelent az energetikai rendszer
kimeriilése; a paraquat gyok autokatalitikus folyamatok soran, molekuldris oxigénnel
reagalva konnyen visszaalakul paraquat kationnd, hogy ujabb szuperoxid gyokoket
generaljon. Mivel a kloroplasztiszban a NADPH készlet limitalt, éppen a paraquat
elektroneltérité hatdsa miatt feltételezhets, hogy a szuperoxid generdtor paraquat kation

valamilyen mddon inaktiv allapotba kell, hogy keriiljon.

A védGenzim-elméletet cafoljak azon kisérleteink is, melyek sordn bizonyitottuk,
hogy a paraquat rezisztens Conyza biotipus a szenzitivhez hasonlé médon reagdl egyéb,
szuperoxid general6 dgensekre. Menadion hatdsara mind a szenzitiv, mind a rezisztens
biotipus egyedei elpusztultak: egyezé mértékben aktiv antioxidans enzimrendszeriik nem
képes kivédeni a paraquatt6l molekularis szerkezetében kiilonb6z6, de hatdsaban szintén

szuperoxid-gyck generdtor menadion dltal okozott stresszt (Jori et al, 2007).

Az oxidativ stresszhez kapcsoldddan atmeneti megoldast jelent a reaktiv gyokoket
(O2*, OH*) general6 egyéb folyamatok lassitdsa. Ha a paraquat dltal generalt szuperoxid
gyok csokkent mennyiségben fér hozza szabad Fe® ionokhoz, kevesebb redukalt allapott
Fe?* keletkezik a Fenton-reakci6 soran, mely kevesebb OH* gy6kot képez a HaOa-bdl. A
leginkabb a lipidmembranokat roncsolé reaktiv hidroxil gyok termel8dése szempontjabdl
fontos tehdt a szabad Fe®' szint intracelluldris szabélyozottsaga, szuperoxid-gyok képzddése
soran a vasionok eliminalasa. (Halliwell, 1993). Ferritin génnel transzformalt, ferritint

tulexpresszalé dohdnynovények paraquat-toleranciat mutattak (Dedk et al, 1999)

Egy masik, szintén korai hipotézis szerint a rezisztenciat a paraquat akadalyozott
felvétele okozza. Az elképzelés szerint a paraquat méar a sejtfalban kotédik, a
lignifikalédott részeken adszorbedlddik, illetve az epikutikularis viaszrétegen keresztiil
nehezen penetrélédik (Vaughn et al, 1989). A publikélt eredmények mindezt cafoltak. A
Conyza canadensis-szel azonos genusba tartozé Conyza bonariensis fajban bizonyitottak,
hogy az ellendllé képességet nem okozhatja a herbicid csokkent mértékd kutikularis
penetracidja (Fuerst et al, 1985). A kisérletekben a Cis-gyel jelolt paraquat bejutott a sejtbe

és hatdshelyére, a kloroplasztisztba. Az elektronakceptorként szolgalé paraquat kezelés
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hatésdra az izolalt kloroplasztiszokban az elektrontranszport serkentése hasonlé mértéki

volt.

A korlatozott felvétel elméletét cafoljadk az dltalunk Conyza-n végzett
sejtfrakciondlasi kisérletek is (Jori et al, 2007). Azt is leirtdk, hogy a paraquat mind a
szenzitiv, mind a rezisztens Conyza biotipusban bejut a sejtbe (Lehoczki 1988). A paraquat
tehdt nem kot8dik meg a sejtfalban, hanem azon és a plazmalemman keresztiil bejut a
sejtbe, - s6t, a rezisztens biotipusban egy hdénap utdn is kimutathaté a citoszolt és a

vakudlumokat tartalmaz6 frakciéban (Jori et al, 2007).

Mivel a paraquat metabolizal6ddsat nem mutattak ki eddig Conyza-ban, hatashelye
sem mddosult, valamint egyetlen m(ik6dé védSenzimrendszer sem volt képes 6nmagaban
magas fokd rezisztenciat okozni, ezért a rezisztencidért mds mechanizmus felelds.
Valészintsithets, hogy a sejtekbe jutott paraquat a hatashelyérdl eltavolitodik és inaktiv
kompartmentben kiilonitédik el. Conyza bonariensis esetén autoradiografidas kovetési
mddszerrel vizsgélatak a * C-gyel jelolt paraquat leveleken beliili lokalizalédasat (Fuerst et
al, 1985). Megfigyelték, hogy mig a szenzitiv egyed levelein belill a paraquat
elhelyezkedése egyenletes, addig a rezisztens tipusban elsGsorban a vaszkularizalt
szovetekben, a levélnyél alsébb régidiban volt megtalélhatd, azaz az apoplaszton keresztiili
haladdsa gatlédott, és amint a vaszkularizalt szovetekbdl atjutott a fotoszintetikus

mezofillum sejtjeibe, a paraquat vakuolumba kompartmentalizalddott.

Conyza canadensis esetén a fotoszintetikus apparatus miikodését vizsgaltak
szenzitiv és rezisztens biotipusokban. A rezisztens novényekben a PSII optimalis
kvantumhatékonysagat titkkrozd, igy a novények funkciondlis aktivitdsat jellemzd8 valtozd
és maximalis fluoreszcencia (Fv/Fm) hdnyados értéke a kezelést kovetden a szenzitivhez
hasonlé médon csokkent. Azonban a rezisztens biotipusban az dtmeneti gatlast kovetSen
helyredllast figyeltek meg. A paraquat tehdt eljutott a hatas helyéig, de az dtmeneti galtds
utdn a funkcié helyredll (Lehoczki és Szigeti, 1988, Lehoczki et al, 1992). Hasonlé6t
figyeltek meg Hordeum glaucum esetében. A penetricié kinetikdja megegyezett a
szenzitiv és rezisztens biotipusokban, de a bejutdst kovetéen a rezisztens biotipusban a

paraquat vakuélumokba széllitva keriilt inaktiv dllapotba (Lasat et al 1997).

A paraquat transzportjaban kozponti kérdés a membranokon torténd atjutds, mivel
a kétértékd, pozitiv netto toltésti molekula nem képes atdiffundalni a hidroféb foszfolipid

rétegeken, mely transzporter fehérjék segitségével valdsulhat meg.
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Toxikus dgensek elimindcidjaért felel6s egyetlen gén dltal kédolt multidrog-
rezisztencidt (MDR) okozé rendszert az él§vildg barmely csoportjdban taldlunk. A
multidrog-rezisztencidért felelds transzport-fehérjéket két nagy osztilyba sorolhatjuk: az
ABC-transzporterek és a mdsodlagos multidrog-transzporterek (4. dbra) (Putman et al,

2000).

Extra-
cellularis tér

Intra-
celluléaris tér

Szubsztrat Szubsztrat

ADP H
+Pi

4. dbra Multidrog transzporterek két 16 osztdlya. (A) ABC-tipusii MDR fehérje, mely a szubsztdt
kijuttatdsdhoz sziikséges energidt az ATP hidrolizisébdl nyeri. (B) Madsodlagos multidrog-
transzporter a strukturdlisan kiilonbozé drogokat H* vagy Na' ion ellenében juttatja az
extracelluldris térbe. (Putman et al, 2000 alapjdn)

Az ABC-transzporterek a legismertebb multidrog-rezisztencidt okozd rendszerek,
melyek ATP-kot§ kazetta doménnel rendelkeznek, és tobbek kozott tumoros
megbetegedések kemoterapids valaszdban okoznak multidrog-rezisztenciat (Doige és
Ames, 1993, Gros et al 1986). Gyakorlatilag minden pro- és eukaridta szervezetben,
tobbféle anyag transzportjdban vesznek részt. Szallithatnak ionokat, szénhidratokat,
lipideket, xenobiotikumokat, antibiotikumokat, pigmenteket, de még akir hosszabb
polipeptideket is (Gottesmann és Pastan, 1993). Kordbbi vizsgalataink sordn kideriilt: a
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Conyza rezisztencidjaért vélhetSleg nem ABC jellegli, multidrog-rezisztencia fehérje felel.
A paraquattal egyiitt alkalmazott, az ABC-transzportereket specidlisan gitlé vanadat-
illetve verapamil-kezelés nem befolydsolta jelentésen a helyreallasi folyamatot a rezisztens

biotipus esetén. (Halasz et al 2002).

A midsodlagos multidrog transzporterek az ABC-transzporterek mellett kiilon
osztalyt képeznek a multidrog-rezisztencidt okozé fehérjék kozt. Ezek leginkabb a
prokaridtdk korében kutatottak, de eukaridtikban is ismeretek homoldgjaik. Jellemzd
rajuk, hogy a protongradienst (proton motive force, PMF) haszndlva képesek a toxikus
anyagokat transzportalni (Putman et al, 2000). Méretiik és hasonldségok alapjan felallitott

beosztast a masodlagos multidrog transzport-fehérjék esetében az 5. dbra mutatja be.

Prokariota MDR-transzporterek

AL Mdasodlagos MDR franszporterek

tpt

12-TMS MFS

mvrA | mviC

PqrA Qac
Ochrob {§ Strepto @ Proteus

actrum § myces W{ vulgaris

anthrop {§ coelicol ggpc'g’,

S
qaureus

5. dbra Az MDR transzporterek rendszere prokaridtikban. RND, (resistance-nodulation-cell
division), rezisztencia- nodulicié- sejtosztédds- fehérjék csalddja. MATE, (multidrug and toxic
compound extrusion), multidrog - és toxikus dgenseket kilokd fehérjék csalidja. MFS, (major
facilitator superfamily) a legf6bb facilitdtor fehérjék csalddja. SMR, (small multidrug resistance),
kisméretidi multidrog-rezisztencia fehérjék csalddja. ABC: ATP-binding cassette transzporter,
MDR: multidrug-rezisztencia, TMS: transzmembrdn szegmens. A paraquat transzportjdra képes,
prokariotdkbdl izoldlt fehérjék narancssdrga szinnel kiemelve (Putman et al, 2000 alapjdn)
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Paraquat transzportjara kizarolag az MFS és SMR csalddba tartozé fehérjék kozott
irtak le példdkat. Az MFS csaldd tagjai megtaldlhatok pro- és eukaridtédkban egyarant, di-
és oligoszacharidok, Krebs-ciklus intermedierek, foszfat-észterek és antibiotikumok szim-
anti- vagy uniportjaért felelnek, 12 vagy 14 transzmembran régiéval (TMS) rendelkeznek.
Az MFS fehérjecsaldd 14-TMS klaszterjdba tartozik a Staphylococcus aureus mono- és
divalens kationok transzportjdért felelés QacA gén terméke. Ezzel mutat nagyfoku
hasonlésdgot a Salmonella typhimurium faj plazmidon elhelyezkedd rezisztenciagénje,

mely paraquattal szemben okoz rezisztenciat (Hongo et al 1994).

Az MFS fehérjecsalad 12-TMS klaszterjaba soroljak az Ochrobactrum anthropi
paraquat rezisztens JW2 vonalabol izolalt rezisztenciagénjét, a PqrA-t. A 410 aminosavbol
allo, 42 kilodaltonos polipeptid 12 transzmembrdn szegmensre tagolodik,
membranintegrans fehérjét alkot. A gént Escherichia coli-ba transzformalva a gazdasejtek
ellenalléva valtak paraquattal szemben. (Won et al, 2001). A pqrA gént ezen kiviil
nemcsak £ coli-ban, hanem dohdny noévényben is sikeriilt expresszdltatni. A
transzgénikus dohdnynovény, melyben a pqrA gén meglétét és expresszidjat immunoblot
analizissel is igazoltdk, paraquatra nézve rezisztenssé valt, viszont egyéb aktiv oxigénforma
general6 dgensekre — mint a H202 vagy a menadion — tovabbra is érzékeny maradt (Jo et
al, 2004).

Az SMR csaladba tartozik az egyik leghatékonyabb prokaridta paraquat-transzport
rendszer. Az E. coli K12-es mutans torzsében a metil-viologén bejutdsat gatld, rezisztens
torzsekre jellemzd 12 kilodalton témegli, membranintegrdns protein mvrC — tjabb nevén
EmrE — mellett taldljuk a szuperoxid-gyok redukalé képességet okozd mvrA gént
(Morimyo, 1988, Morimyo et al, 1992). Az EmrE, melyet régebben mini-TEXAN-ok kozé,
ma mdr az SMR csalddba csoportositanak, kisméret, 110 aminosavbol allé fehérje. A
fehérje szubsztratkotésében kulcsfontossagt szerepet jatszik a Glu-14 aminosav, mely
tulajdonsag a tobbi SMR fehérjére is jellemzd. A génjét tartalmazd plazmid képiaszamanak
emelésével fokozédd paraquat-rezisztencidt figyeltek meg. Az EmrE monomerjei — melyek
6nmagukban csak monovalens ionokat transzportilnak — fizioldgids koriilmények kozt
dimerekké allnak Ossze, igy képesek divalens vegytileket mozgatni (Schuldiner 2007a,b).
Az antiporter méretében és toltéseloszlasaban is igen hasonlé a H*-ATPdz kisméretd

membrankotott ,,¢” alegységéhez (Yerushalmi et al, 1995, Rotem és Schuldiner, 2004).
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A paraquatot nem csak MDR fehérjék képesek a sejtet illetve partikulumait
hatérolé membranokon atjuttatni. Az MDR-rendszerek mellett egyéb, membrénintegrans
transzporterek is alkalmasak toxikus d4gensek transzportjara. Ezek olyan, tdg
szubsztratspecifitdsti transzporterek, melyek alapvet6 funkcidja a mesterségesen
szintetizalt molekuldhoz — esetiinkben a paraquathoz — hasonlé szerkezet(, t6ltéseloszlasu
természetes molekuldk membranokon keresztiil torténd juttatdsa (Rotem and Schuldiner,

2004).

a, Paraquat
b, Putreszcin

6. dbra Az egymdshoz toltéseloszldsdban hasonlo paraquat (a, kék) és a putreszcin (b, piros)
molekulamodellezése (Erés D, 2006 személyes kézlés)

A bipiridil paraquathoz bivalens karakterében és toltéseloszlasaban hasonld

molekuldk a poliaminok, els§sorban a putreszcin (6. dbra). A szabad 4llapotukban pozitiv

toltésti poliaminok a novényi sejtek szinte minden részében megtalalhatoak, igy a
citoszélban, mitokondriumban, kloroplasztiszban, vakudlumban vagy akar a sejtfalhoz
kotve. A sejtek kiilsé poliamin-felvételére alkalmas transzporterekkel rendelkeznek,
poliamin-tartalmukat a bioszintézisen és lebontason kiviil a kiil6nb6z6 poliamintranszport

folyamatok is szabalyozzak (Igarashi és Kashiwagi 1999).

A poliaminok kapcsolata a paraquat-rezisztencidval régéta ismert. Az allatvilagban,
az emldsok kozt a paraquat epithelidlis sejtekbe jutdsa részben poliamin-felvételi
rendszereken keresztiil torténik meg (Smith, 1982). Human rendszerben kimutattak, hogy
a poliaminok — leginkdbb a putreszcin — kompeticiéban allnak a paraquattal a felvételi
mechanizmus soran. (Chen et al, 1992, Toursarkissian et al, 1994). Allati szervezetekben is
tobbszorosen bizonyitott, hogy a paraquat felvétele a poliamint transzportald
rendszereken keresztiil is torténhet (Rose et al 1976, Gaudreault et al, 1984, Wyatt et al
1988, Seiler és Dezeure 1990), st putreszcinnel kompetitiven gatolhaté (Brooke-Taylor et
al, 1983).
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Ehhez hasonlé rendszer a névényvilagban sem ismeretlen, Hart és munkatdrsai
eredményei alapjan vildgossa valt, hogy a paraquat felvétele és a poliaminok transzportja
kozott Osszefiiggés all fenn (Hart et al, 1992.) Munkatdrsaival kukorica gyokérsejtekben
vizsgaltak a paraquat és a poliaminok (putreszcin, kadaverin, spermin) felvételét. A
paraquat és a putreszcin influx koncentraciéfiiggé kinetikdja hasonlonak bizonyult: egy, a
sejtfal- és membrankot8désbsl adddo linedris és egy, a plazmalemman keresztiil iranyulé
influxot jellemz§ telitési komponensre volt bonthaté. A telitési komponenst tovédbb
vizsgalva, a kinetikai analizis soran kiil6nb6z6 paraquat — és poliamin — koncentracidval
biré kisérleti osszedllitdsokban azt tapasztaltdk, hogy a diamin putreszcin kompetitiv
moédon gétolta a paraquatfelvétel telitési komponensét. Hasonlé hatdst tapasztaltak az
ugyancsak diamin kadaverin esetén is, melynek felvétele mind paraquattal, mind
putreszcinnel kompetitiv mdédon géatolhaténak bizonyult. Ezzel ellentétben, a nagyobb
méretli, tetravalens poliamin, a spermin nem-kompetitiven gatolta a putreszcin és
paraquat influxot. A paraquat és putreszcin influx telitési jellegébdl arra kovetkeztettek,
hogy a folyamat fehérje-kozvetitett. Tehat a paraquat valamely, alapvetden a putreszcin
transzportjéra alkalmas karrier-rendszeren at jut be a kukoricagyokér sejtjeibe (Hart et al,
1992.).

Tovéabbi kisérleteik soran a paraquat intracelluldris transzportjat illetve effluxat
vizsgélva etiolalt csiranovényekben kinetikai kisérleteikkel bizonyitottdk, hogy a paraquat
lassan a citoplazmabdl a vakudlumba szekvesztralddik, illetve részben a gyokerek feldl a
hajtasok irdnydba transzlokdlédik (diTomaso et al, 1993). Hart és munkacsoportja mar
ekkor felvetette, hogy a Conyza bonariensis és a Hordeum glaucum megnovekedett
rezisztencijéért is hasonld, vakuoldris kompartmentaciés mechanizmus felel (Hart et al,
1992, diTomaso et al, 1993). A paraquat nem kozvetleniil energizdlt transzporterekkel jut
be a sejtbe, ezt az ép névényi mintdkban mérhetd negativ transzmembran potencidl teszi
lehetévé. Igy a rezisztenciit végsG soron okozhatja a paraquat hatékony kivélasztdsénak,
csokkent felvételének vagy szekvesztracidjanak ereddje (Preston et al, 1992), mely — a
szubsztratok hasonld toltéseloszlasa okan — akdr a poliamin transzporterek megvaltozott

aktivitdsa miatt is lehetséges.

Ezért fontosnak tartottuk azon poliamin transzporterek szerepét tisztdzni, melyek
mas vegyiiletek transzportjara is alkalmasak. A prokariéta E. coli-ban a poliamin
anyagcserét vizsgdlva kideriilt, hogy a kiilonb6zé tipusi poliaminok hasonld

transzportrendszereken 4t veszi fel, igy tobbféle poliamin felvételére alkalmas rendszerek
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léteznek. E.coli-ban eddig négy poliamin felvételi rendszert azonositottak: a neutrdlis pH-
n mikods, ABC transzporter spermidint preferdlé és putreszcin-specifikus felvételi
rendszerek mellett a savas pH-n aktiv PotE a putreszcin exkrécidban és putreszcin-ornitin
antiporter folyamatban, mig a hasonléan alacsony pH-ju koérnyezetben miikodé CadB a
kadaverin kivalasztasban és kadaverin-lizin antiportban vesz részt (Igarashi és Kashiwagi,
1999, Uemura et al, 2007) (7. ébra).

E.coli poliamin franszporter gének

PUT- CAD-

exkrécio ll exkrécié

PUT-specifikus SPD-specifikus PUT/OR {§ CAD/LIZ
N anti- anti-
porter porter

2
2

szubszrdd-kotd

szubszrdd-kotd

PotH
csatorna képzé1
Potl

PotB
csatorna képzd1

PotF
épzd
épzd

csatorna-k
csatorna k

7. dbra: Poliamin transzport rendszereket kodolo gének hierarchidja E.coli-ban. ABC: ATP binding
cassette protein transzporter, TMS: transzmembrdn szegmens, APC: aminosav-poliamin-
organokation transzporter, LIZ: Iizin, ORN: ornitin, PUT: putreszcin, SPD: spermidin, CAD:
cadaverin. Igarashi és Kashiwagi, 1999 alapjan.

A PotE 46 kDa t6megli membranintegrans fehérje, melynek N és C termindlisa is a
citoplazma felé mutat. A PotE magas foku specifitdst mutat putreszcinre nézve. Szerepe a
putreszcin felvételében és a sejtbdl torténd kijuttatdsaban van, utébbira putreszcin-ornitin
antiporter aktivitds teszi képessé (Kashiwagi et al, 1997, Tomitori et al, 2001). Az aktiv
centumként megjeldlt Glu”, Glu*” és Glu*® aminosavak a transzportaktivitds miatt
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fontosak: a fenti pozicidkban sériilt mutdns torzseknél a putreszcin felvétele és az
exkrécidja is csokkent. Mind a harom pozici6 a hidrofil régidkban taldlhatd, a citoplazma

fel6li oldalon, ezért elképzelhetd, hogy a putreszcin kétShely kialakitdsaban vesznek részt.

Az E.coli PotE-hez hasonlé funkciét betoltd fehérjét taldltak Haemophilus
influenzae-ben is, ahol a transzportaktivitds szempontjabol fontos glutaminsavak az £.coli-
hoz hasonldan, a 77-es, 207-es és 433-as poziciéval ekvivalens poziciéban taldlhaté meg.
Tébbféle poliamin felvételére alkalmas rendszert és PotE homoldgot nemcsak pro- hanem
eukariétak kozott is taldlunk. A Leishmania nevi protozoabdl izolalt, APC aminosav-
poliamin-organokation transzporter szupercsaladba tartozo, sejtfelszinen lokalizalt,
vélhetéSleg proton szimporter LmPOT1 viszonylag nagy affinitassal bir putreszcinre és
spermidinre, egyéb aminosavak transzportjira azonban nem képes (Hasne és Ulmann,
2005). A poliamin transzportrendszereket és miikodésiiket leginkdbb az élesztékben tartak
fel. Ezen poliamintranszporterek alacsony szubsztratspecifitaisukbdl eredGen putreszcin és

spermidin transzport mellett aminosavak felvételére is képesek.

8. dbra Poliamintranszporter rendszerek az élesztében (Uemura et al, 2007 alapjin). VAC:
vakudlum, pGOL: Post-Golgi partikulum, PUT: putreszcin, SPD: spermidin, SPM: spermin

Az éleszt6ben négy, membranlokalizalt, poliamin exkrécidért felel6s fehérjét
(TPO1-TPO4) azonositottak, ezen kiviil a vakudlumon elhelyezked6 UGA4-et, mint
gamma-aminovajsav transzportert. A plazmamembranon lokalizalt GAP1 véltozatos
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szubsztratspecificitdst mutat: a putreszcin és spermidin mellett aminosavak felvételére
képes. (Uemura et al, 2007) Az AGP2, mely a plazmalemmdban és a tonoplasztban is
megtaldlhat6 a spermidin felvétel mellett aminosav-permedzként is miikodik. (Aouida et
al, 2005). Az aminosav-poliamin organokation transzporterek kozé tartozé SAM3 alapvetd
szubsztratjai az S-adenozil-metionin, a glutaminsav és a lizin, de poliaminokat is szallit; a
putreszcin és spermidinfelvétel nagy része is ezen a transzporteren at zajlik. Az
elsédlegesen ureatranszporterként leirt, PTK2 4&ltal szabalyozott DUR3 is széles
spektrummal rendelkezd rendszer, mely poliaminokat is képes a citoplazmdba juttatni az

extracelluldris térbdl (8. dbra, 4. tdbldzat) (Uemura et al, 2007).

Szubsztrat Lokalizaltsag Tipus
TPO1 PUT, SPD, SPM plazmamembran, vakuélum  12-TMS H+/drog antiporter
TPO2 SPM plazmamembran. vakudlum  12-TMS H+/drog antiporter
TPO3 SPM plazmamembran, vakuélum  12-TMS H+/drog antiporter
TPO4 PUT, SPD, SPM plazmamembran. vakuélum  12-TMS H+/drog antiporter
TPO5 PUT, SPD Golgi, poszt-Golgi APC1, L-tipusu
UGA4 PUT, GABA vaku6lum APC1
GAP1 PUT, SPD, plazmamembran
aminosavak -tipusu APC
AGP2 SPD,SPD plazmamembran, vakuélum  YAT-tipust APC
szubsztituensek,
carnitin,
aminosavak
DUR3 urea, SPD, SPM, plazmamembran 16-TMS putreszcin és urea
PUT transzporter
SAM3 PUT,SPD, Glu, Lys, plazmamembran S-adenozilmetionin transzporter
SAM putreszcin és spremidin
transzporter

4. tdbldzat Poliamin transzporter rendszerek az élesztében (Igarashi és Kashiwagi 1999, Tomitori
er al, 2001, Uemura et al, 2005, 2007, Tachiharaet al 2005, Aouida et al, 2005 alapjdn)

Az éleszt6knél a poliaminok transzporjaért felelds fehérjék dont6 hanyadat a TPO
(transporter for polyamine) csalddba tartozé gének kddoljak. A TPO-fehérjék elsésorban
az élesztd sejtmembranjan helyezkednek el, de bizonyos koériilmények kozott a vakuolaris

membrénokban is megjelennek.

Az egymassal homolég TPO gének (TPO2, TPO3, TPO4) kiil6nb6z6 poliamin
molekuldkra specifikusak. Mig a TPO1 és TPO4 putreszcint, spermidint és spermint
egyarant képes volt felismerni, a TPO2 és TPO3 a sperminre szelektiv (Uemura et al,
2005). Ez tiikrozédik szerkezetiikben is: a TPO4 inkdbb a TPO1-gyel, a TPO3 inkébb a

TPO2-vel mutat hasonlésagot (9. dbra). Ezen gének tdlexpresszaldsa esetén csokkent
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poliamintoxicitast figyeltek meg, valamint kimutatték a poliaminok vakuélumban t6rténd

akkumuldciojat.

TECOL 151
TEOZ 231
TEO3 240
TEOZ 151
TEOL 211
TEOZ 290
TEO3 T 299
TECO4 : RSN g g 3 211
65GR4
340 * 360
TEOL —TTEG S E) * 270
TEOZ REMDLIF 350
TEO3 EMDLIF| 359
TEO4 —TTRW S E 270
400
TEOL 326
TEOZ 410
TEO3 419
TEOZ 328
G6LRPL W EPGEA
= 460
TEOL1 HM 51 2 I5F T LWIGAFEY LIDE : 386
TEOZ Gy B D] 1N & i 470
TEO3 GY KD F I)e : 479
TEO4 IICEICEET =) 2 T LWIGAFEY LI DRIQAF PFKEE : 386
IS5 6LS FF AS WIS 6% 6 L FI I 6

9. dbra A Saccharomyces poliamin-transzporter peptid primer szerkezeteinek CLUSTALW
(Thompson et al, 1997) analizise. Forrdsszekvencidk: TPO1, TPOZ2, TPO3, TPO4. Méret és az
aminosav toltése alapjin a fekete részek teljes, a sziirke részek részleges aminosav egyezést
Jelolnek. A gének alatti sorban a konszenzus szekvencidt tiinteti fel a program. Uemura et al, 2005
alapjdn

A TPO1 génje a XII. kromoszéman helyezkedik el, nagy mértékben hasonlit a
prokariota PotE-hez. (Igarashi és Kashiwagi, 1999). A szubsztratkotésért felelésnek jelzett
hérom glutaminsav (Glu®’, Glu®*, Glu>’%) hasonl6 helyzetben talalhatd, mint az E.coli
PotE fehérjében (Kashiwagi et al, 1997). A gén altal kodolt fehérje 586 aminosav hossz,
12 putativ transzmembran szegmenssel rendelkezik (Goffeau et al, 1996), igy a mar
emlitett, Ochrobactrum anthropi PqrA paraquatrezisztencia génjét is magaba foglalé MFS

multidrog-transzporterek csalddjahoz hasonlit (Goffeau et al, 1997). Természetes
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allapotaban a plazmamembranban helyezkedik el, és a poliaminok exkrécidjaban jatszik
szerepet, alapvet8en alacsony aktivitdssal. Ttlexpresszéldsa esetén viszont a TPO1 fehérje
megjelent a vakuoldris membranokban is. Lugos kémhatasu kérnyezetben a TPO1 a
poliaminok felvételét, savas kornyezetben pedig kivélasztasat katalizalja (Uemura et al,
2005). A poliamin transzportot a vakuoldris membrénon a PTK1, a plazmamembridnon
pedig a PTK2 protein kinazok szabélyozzék (Kakinuma et al, 1995, Nozaki et al 1996,
Kaouass et al 1997), melyek valészintileg a transzporter citoszol felé néz8 hosszabb,
mintegy 180 aminosavnyi, szerinben és treoninban gazdag régidjaihoz képesek
kapcsolddni. Ezen kiviil rendelkezik még egy (Arg-Arg-Xaa-Thr) szekvencidval, melyet a
kalcineurin, egy Ca?/kalmodulin-fiiggé protein-foszfatdz ismer fel (Hashimoto és

Soderling, 1989).

Rendkiviil 1ényeges hangstlyozni a TPO poliamin-transzporterek kapcsan a TPO
gének expresszidja és a paraquattolerancia kozotti korrelaciot. Kisérletesen bizonyitottdk,
hogy a TPO1 poliamin-transzporter szubsztratjaként ismeri fel a paraquatot (Tomitori et
al, 1999, Uemura et al, 2005). A gént éleszt8sejtekben fokozott mértékben expresszalva, az
a kisérletben poliamin analégként hasznalt paraquattal szemben toleransabbak, mig a
TPO1 génre nézve knock-out valtozatokban paraquatra érzékenyebbé valtak, igy
feltételezhetd, hogy az élesztében a PotE homolég TPO1 poliamin transzporter fehérje

felelds a paraquat transzlokacidjaért is (Tomitori et al, 1999, 2001).

Protozodk és egysejtli eukaritdk mellett az emlGsallatok  poliamin
transzportereinek részletes miikodési mechanizmusat is sikeriilt az utébbi idében tisztdzni
nem-invaziv, fluoreszcens prébakkal jelolt poliamin-analégok alkalmazasaval (Soulet et al,
2004). Az eddigi elméletek a receptor-kozvetitett endocitézist emelték ki, mint legf6bb
poliamin-felvételi rendszert. Ezzel szemben poliamin-analégokkal kimutatték, hogy
sokkal jelent8sebb, sét egyes esetekben kizdrdlagos a transzporterek és intracellularis

vezikulumok kozremtikodésével végbemend kétlépcsds transzport-ut (10. dbra).

A kisérletek azonban nemcsak a poliaminok transzportmechanizmusardl
szolgéltattak kulcsfontossdgt informaciét. Ismeretes, hogy a paraquat epitelidlis sejtekbe
jutdsa részben poliamin-felvételi rendszereken keresztiil torténik meg (Smith, 1982). Igy
ezen, kordbbi paraquat-poliamin kompeticidrél sz0lé beszamolék mellett ismét

beigazolddott, hogy a poliamin-transzporterek szubsztrat preferencidja — rendszertani
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kategoridktdl fiiggetlenill is — nem korldtozddik a poliaminokra, hanem a hasonlé

t6ltéseloszlast és méreti molekuldkra is kiterjed.

B) MODELL:
‘ receptor-medialt
endocitdzis

‘ poliamin

v recycling
receptor

vezikularis
transzporter

plazma
membran
transzporter

A) MODELL:
“klasszikus” transzport
es
azt kdvetd szekvesztracio

CYTOSOL endoszoma

poliamin

szekvesztralo
Plazmamembran vezikulum

10. dbra Poliamin transzport emlds sejtekben (Soulet et al alapjin). A, A kétlépcsds transzport it
sordn a poliamin a sejt membrdnjiban lokalizdlt transzportereken keresztiil jut a citoszolba. A
citoszolbol mdr Iétezd, acidotrdfan festddd intracelluldris vezikulumokba szekvesztrdlodik egy
mdsodik, vezikuldris transzporter kozremiikodésével. B, recepror-medidlt endocitdzis sordn a
poliamin elészor a plazmamembrdnban Iokalizdlt receptorhoz kétddik, majd miutdn a receptor-
poliamin komplex endoszomdhoz kapcsolddik, egylépéses endocitdzis sordn jon Iétre a poliamin-
szekvesztrdcios vezikula, a PVS.

A novényi poliamintranszport kevésbé tanulmanyozott, de magasabb rendi
novényeknél megfigyelték, hogy a felvételi szint nagyon gyors, a telitést egy-két percen
belill eléri, és kétfazisu rendszer jegyeit mutatja a putreszcin két telit6dé komponensére
nézve (Bagni és Torrigiani, 1992). A vakuélumokban a tonoplaszton keresztiil kozvetett,
mig a mitokondriumokban membranpotencialtdl fiigg6, a matrix felé iranyul6 aktiv

transzport mechanizmusokat mutattak ki (Pistocchi et al, 1990).

Egyes rendszerekben kiilonallé transzporterekkel térténik meg a membranon valé
atjutds (Persson et al, 1996, Seiler et al, 1996) de valdszintsithetd, hogy — mint ahogyan ez
az éleszt8 esetén bizonyitott — az aminosavak és a poliaminok képesek megosztozni
ugyanazokon a felvételi rendszereken, igy tobbféle poliamin felvételére alkalmas
rendszerek (multiple poliamin transporter) is léteznek (Tiburcio et al, 1997). Kordn

felismert ténynek szamit, hogy az aminosavakat transzportdlé rendszerek sem

| Irodalmi 4ttekintés



rendelkeznek magas specificitdssal az egyes aminosavakra nézve, hanem az aminosavak
savas vagy bazikus karaktere szerint vélogatnak, st poliaminokat is képesek

transzportalni. (Kinraide, 1981; Wyse és Komor, 1984; Bush, 1993).

Az Arabidopsis genomanalizise soran kideriilt, hogy majdnem 60 olyan gén létezik,
melyek vélhetéleg szerepet jatszanak az aminosav és poliamin transzportban. Két nagy
csoportba oszthatéak: az aminosav transzporterek (amino acid transporter family, ATF) és
az aminosav poliamin kolin (amino acid polyamine choline transporter family, APC)
tipust transzporterek csaladjara. (Wipf et al, 2002) Mint a legtobb novény esetén, az
els6ként leirt Arabidopsis aminosav transzportereinek tobbsége — az Arabidopsis-ban 46
fehérje — is az ATF szupercsalddba tartozik altaldban széles spektrumban semleges és
kationos jellegi aminosavakat transzportalnak (11. dbra). Elesztébél szarmazé, hét ATF
tipust aminosavtranszporter koziil négyet vakuoldris transzporterként is leirtak. (Wipf et
al, 2002)

A. thaliana aminosav- és poliamin

transzporterek

ATF (46 db) APC (14 db)

9-11 TM,
H+ kapcsolt 14 TM 12 T™M
szimporterek

11. dbra Arabidopsis thaliana aminosav és poliamin transzporterek (tpt) Wipf et al, 2002 alapjdn.
AtAAP: aminosav-permedzok, AtProT: prolin tpt, AtLHT: lizin-hisztidin tpt, AtANT: aromds és
neutrdlis aminosav tpt, AtAUX: auxin tpt, CAT: kationos aminosav tpt. TM: transzmembrdn, ATF:
Aminosav transzporter szupercsalid, APC: Aminosav-poliamin-kolin szupercsaldd.
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Az APC transzporterek, melyek lényegesen kisebb irodalommal birnak, mint az
ATF  transzporterek, csak funkciondlisan hasonléak az ATF transzporterekhez,
struktdrdjukban eltérnek azoktdl. Az a tény, hogy az APC fehérjék pro- és eukaridtakban
egyarant el6fordulnak, arra enged kovetkeztetni, hogy evolticidsan kordn megjelent gének
termékeirdl van szo. Legtobbjiik jellemz8en 12-14 TM doménnel bir, heterodimert képez,
melyet plazmamembrdnhoz rogzité alegység egészit ki. Protonfiiggetlen, obligdt, a
membran mindkét oldala felé aktiv aminosav transzporterek. (Verrey et al, 2004) A teljes
Arabidopsis genomban 14 APC-tipusu fehérjét kodolé gént hataroztak meg, a fehérjék
koziil 9 transzporter 14 TM doménnel, 5 pedig 12 TM doménnel rendelkezik. (CAT1-
CAT?9). Jéllehet, az APC-tipust fehérjék az ATF transzporterekkel szemben az emberi
szervezetben és az éleszt6ben domindns szerepet t6ltenek be, névényekben mikodésiik

molekuldris szinten kevésbé ismert (Su et al, 2004).

CAT7
CAT9

12. dbra A CAT fehérjék filogenetikai szdrmazdsa, a Phylogenetic Analysis Using Parsimony,
version 4.0b 10 (Sinaur Associates, Sunderland, MA) segitségével. Lathato, hogy a CAT fehérjék
négy nagyobb filogenetikai alcsoportor képeznek a szekvenciaelemzésiik alapjin. Verrey et al,
2004 és Wipfet al, 2002 alapjdn.

Az eddig ismert CAT fehérjék 14 transzmembrian doménnel rendelkeznek.
Filogenetikusan kozel éllnak egymashoz, kisebb alcsoportokat képezve (12. abra).
Génexpressziés analizisiik sordn kideriilt, hogy szarban, viragban, gy6kérben, levélben
egyarant kifejez6dnek — a CAT2 a legerdsebben és a CAT7 a leggyengébb mértékben, —
aldtdmasztva azt az elméletet, hogy a CAT gének megléte kulcsfontossagu az Osszes sejt

normalis miikddése szempontjabol. Kivételt képez a CAT6, melynek transzkriptumait csak
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a gyokerekben taldltdk meg. A CAT5 és a CAT8 a plazmamembranban, mig a CAT2 a

tonoplasztban lokalizélt.

A tobbféle, nitrogénforrast felhaszndlni képtelen 22-delta-8AA élesztStorzzsel
végzett  kisérletek  ravildgitottak a ~ CAT  fehérjecsaldd  t6bb  tagjanak
transzportmechanizmusokban bet6ltott szerepére. A CAT1 (régebbi nomenklatira szerint
AAT1 aminosav transzporter, Frommer et al, 1995) és a CAT5 kozel azonos mddon,
els6sorban bazikus aminosavak nagy affinitdsi transzportereként mikodik, de kisebb
mértékben megfigyelhetS volt, hogy neutrélis és savas karakterti aminosavakat is szallit.
Toxikus aminosavakkal tortént kezeléseket vizsgdlva a CAT fehérjék mikodését.
Feltételezhets, hogy a CAT3, CAT6 és CAT8 inkdbb a semleges és savas karakterti
aminosavakat transzportalja. A CAT4 fehérje miikodését, mely a CAT2, CAT7, CAT9 és

PotE putreszcin transzporterhez leginkdbb hasonlé, eddig még nem vizsgdltak részletesen.

Mindezek alapjan feltételezhettiik, hogy a Conyza canadensis (L.) Cronq. esetén is
valamilyen, tobbféle poliamin transzportjéra alkalmas rendszer is kulcsfontossagu szerepet

jatszik a rezisztencia mechanizmusdban.

| Irodalmi 4ttekintés



CELKITUZESEK

Korabbi eredményeink és irodalmi adatok arra utaltak, hogy a rezisztencia nem a
korlatozott penetracié illetve az antioxiddns enzimrendszer fokozott miikodésének
eredménye. A paraquat bejut a sejtbe, ott kifejti hatdsat, de a rezisztens biotipus esetén egy
atmeneti gatlast kovetSen az inaktiv partikulumba, a vakuolumba keril és az
életképességet jellemzd értékekben helyredlldst tapasztalunk. A folyamatban — mint ez
korabbi kisérleteink igazoltdk — nem ABC-transzporterek vesznek részt és a rezisztencia

jelenségét az alkalmazott biotipusban kizdrdlag a paraquat kezelés hatdsdra tapasztaltuk.

Kutatémunkdm céljaként a Conyza canadensis (L.) Cronq. magas foku paraquat

rezisztencidjanak hétterében all6 molekuldris mechanizmus feltarasat jeloltem ki.

Ezért meg kivantam hatdrozni, melyek azok a rezisztencia gének illetve egyéb,
ABC-transzporterektl  kiillonb6z6 molekuldris rendszerek, melyek a paraquat

szekvesztraciés mechanizmuséban részt vesznek.

Célul tliztem ki azon gének meghatdrozasat is, melyek aktivitdsukkal az dtmeneti

gatldsi fazisban a védekezést biztositjak.

A rezisztencia kialakitasdban kulcsfontossiga gének meghatdrozasin tul

expresszidjuk valtozdsat is vizsgalni kivantam.

A molekularis  biolégiai eredményeket in silico szerkezetelemzéssel,

homoldgiakutatdssal illetve molekularis torzsfak elkészitésével kivantam aldtdmasztani.
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ANYAG ES MODSZER

A NOVENYEK NEVELESE

A repce (Brassica napus) és betyarkérd (Conyza canadensis /L./ Crong.) paraquat-
rezisztens és paraquatra érzékeny biotipusi novényeit laboratériumi koriilmények kozott
neveltiik, 130 mol*'m?s! fénymennyiség, 16 6ras fényperiddus és 22-25° hémérséklet

mellett, vizkultiraban, Y4 erésségli Hoagland-tapoldaton.

A betyarkoérd esetén transzportmechanizmusok vizsgalatara 3-4 hénapos, 8-10
télevéllel rendelkezd, rozetta allapotti névényeket hasznaltuk fel, a molekuldris bioldgiai
kisérletes munkdk sordn 3-4 hetes példanyokat alkalmaztunk. A repce esetén 2-3 hetes

példédnyokat hasznalunk.

A NOVENYEK KEZELESE

A paraquatkezelést az ICI Agrochemicals Gramoxone nevii, 20% hatdanyag-
tartalmi  készitményével végeztiik csapvizben feloldott, 5-104 M hatdanyag

koncentrécioban.

A vakuoldris H*ATP-az gatlé kalium-nitratot (Muller és Taiz, 2002) 102 M
koncentraciéban alkalmaztuk. A gatlét 1 6raval a paraquat kezelés elStt (Oh) juttattuk a

novényekre, majd ezt kévetSen dranként megismételtiik a nitrat metabolizaci6ja miatt.

FUNKCIONALIS AKTIVITAS MERESE

A funkciondlis aktivitdst a klorofill-a-nak véltozé fluoreszcencidja alapjan
hatdroztuk meg és a valtozd és a maximalis fluoreszencia hdnyadosaval (Fv/Fm érték)
jellemeztiik. A kinetikai mérések sordn a rozetta dllapoti Conyza névényekbdl a gydrtd
ajanldsdnak megfelel6 méreti mintdkat hasznaltuk fel. A sététadaptdcié 10 percig tartott,
ezt kovetden alacsony fényintenzitdsi (1 pmol'm?*s?), 1600 Hz frekvencidju vords
fénnyel gerjesztettiik. A méréseket impulzus amplitidé modulélt fluoriméterrel (Walz,
Effeltrich, Németorszag) végeztiik. Az emittalt fluoreszcenciat detektald fotddidda a jelet
szaggatottan, a méréfénnyel szinkronizaltan, szelektiven erdsitette és mérte. A maximalis
(Fm) fluoreszcencia értéket telitési intenzitasu (kb. 7500 pmol*m?s?), fehér

fényfelvillanast kévetSen kaptuk meg (fényforras: Schott KL 1500 Electronic).
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DEZOXI-RIBONUKLEINSAV KINYERESE

A dezoxi-ribonukleinsav a PlantDNAzol reagenssel (Invitrogen, USA) az aldbbi,
madositott protokoll alapjan végeztiikk. 0,1g friss tomegli novényi mintat folyékony
nitrogénben elporitottunk, majd 300 ul DNAzol oldatban feltartuk. 300 pl kloroform
hozzaadéasa és 1 perc extrahalds utan 12000g 10 perc centrifugdlassal vélasztottuk el a
fazisokat. A kiilonvélasztott, feliiliszo vizes fazishoz 225 pl 100% etanollal precipitaltuk a
DNS-t. 5000g 4 perc centrifugdlds utdn a csapadékot 300 pl DNAzol-etanol oldattal
mostuk, majd tjabb 5000g 4 perc centrifugilds utan a csapadékot 300 pl 75% etanollal
mostuk, és jra centrifugdltuk 5000g 4 perc idStartamig. Az utols6 300 pl 75% alkoholos
mosdsi fazis és centrifugdlds ismétlése utdn a képz8dott DNS csapadékot 50 pl molekularis
bioldgiai tisztasagu vizben vettiik fel, a koncentracié meghatdrozdsa utan a DNS oldatot a

PCR reakciéban hasznéltuk fel.

RIBONUKLEINSAV KINYERESE

A ribonukleinsav kinyerését a GenoVision gyarté GenoPrep™ DirectmRNA Kit
segitségével végeztikk, a gyartd ajanlott prepardcids eljarasat részben mddositva. A

mintavétel a harom hetes rozetta dllapotot elért novények leveleibdl.

0,3 g friss tomegt levelet folyékony nitrogén segitségével elporitottuk, majd 1,2 ml
izoldlé pufferban, 30mp 700rpm rézatds mellett feltdrtuk a névényi szoveteket. 5 perces
5000g 4°C-on torténd centrifugdldssal elvélasztott felilliszot leszivtuk, majd 70 pl
magneses gyongy oldatot adtuk hozzd. 5 percig szobahémeérsékleten inkubdltuk, 6vatos
forgatds mellett. Az RNS gyongy6khoz kotdését kovetden 5 perc magnesezés utan 700 pl
mosopuffer (Washing Buffer I) segitségével mostuk. Ismételt magnesezést kovetden ezt a
lépést megismételtiikk. Ezutan 700 pl madsodlagos mosépuffer (Washing Buffer II)-vel
mostuk, mely 1épést szintén megismételtiik. Ezt kovetéen 20 pl eludcids folyadékot
(Elution Solution) oldatot adtunk a gyongyokhoz, és 65°C -on, 2 perces eluciéval
vélasztottuk le a gyongyok felilletérél az mRNS pool-t. Az eludlds utan 4°C-os jégre
helyeztitkk 5 percig, majd a koncentrdcié meghatdrozdsa utidn azonnal felhasznaltuk a

reverz transzkripcid soran.
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REVERZ TRANSZKRIPCIO, CDNS KESZITESE
A GenoVision GenoPrep™ DirectmRNA készlettel prepardlt mRNS poolbdl a
cDNS készitését a Fermentas cég RevertAid First Strand PCR Synthesis kitjével végeztiik

az alabbi oligo dT primerekkel:

H-Ty;-M: 5’-HTT TTT TTT TTT M-3'
H-T;;-N: 5'-HTT TTT TTT TTT N-3'
H-Ty;-A: 5’-HTT TTT TTT TTT A-3'
DLP4: 5'-C ACT ATA GGG AAG CTT TTT TTT TTT VT-3'
DLPG: 5'-C ACT ATA GGG AAG CTT TTT TTT TTT GN-3'
DLPA: 5'-C ACT ATA GGG AAG CTT TTT TTT TTT AN-3'
DLPC: 5'-C ACT ATA GGG AAG CTT TTT TTT TTT CN-3'

A gyért6 éltal ajanlott protokollt médositottuk az aldbbiak szerint: 11 pl DEPC
vizben oldott, 1 pg RNS-t 1 pul 0,5 pg/ul koncentraciéju oligo (dT) primerrel, 100 pl-es PCR
csovekben inkubéltuk 70°C-on 5 percig. A mintakhoz 4 pl reakcidpuffert (Reaction
Buffer), 1 pl RN4z inhibitort, 2 ul dNTP-t adtunk, majd inkubaltuk 37°C-on 5 percig. 1 pl
M-MulLV reverz transzkriptaz enzimmel végeztiik a reverz transzkripciét, 60 percig 42°C-
on majd 10 percig 70°C-on inkubéltuk a mintédkat. A reakci6 végeztével 4°C-ra helyeztiik a
mintdkat. Az elkészitett cDNS poolt -20°C-on, fagyasztott allapotaban legfeljebb 1 hétig

taroltuk.

DIFFERENTIAL-DISPLAY-RT-PCR
A cDNS felszaporitaisa PCR reakciéban a GenHunter Corp. gyarté protokoll
utmutatasai nyoman 4 ul ¢cDNS felhasznalasédval az alabbi univerzalis primerekkel (H -

Arbitrary Primer, HAP 1-8) tortént:

HAP 1: 5’-AAG CTT GAT TGC C-3'
HAP 2: 5’-AAG CTT CGA CTG T-3’
HAP 3: 5’-AAG CTT TGG TCA G-3’
HAP 4: 5’-AAG CTT CTC AAC G-3'
HAP 5: 5’-AAG CTT AGT AGG C-3’
HAP 6: 5’-AAG CTT CGA CCA T-3'
HAP 7: 5’-AAG CTT AAC GAG G-3’
HAP 8: 5’-AAG CTT TTA CCG C-3'

A FRAGMENTEK ELVALASZTASA ES VISSZAIZOLALASA

A DDRT-PCR termékek elvélasztdsa allandé 55W futasi teljesitménnyel tortént
(Bio-Rad DNA Sequencing System, USA), 0,4 mm vastag, 6%-os denatural6 24:1 akrilamid
- bisz-akrilamid aranyt poliakrilamid gélen. A gél elShivésat, eziist-nitrattal festését a
Silver Sequence® DNA Sequencing System gyartdja, a Promega el6irdsai szerint végeztiik.
A 4 fuggetlen kisérletben megjelent csikokat kivagtuk, 100 pl molekuldris bioldgiai célra
megfelel§ tisztasigt vizben forraltuk 20 percig, majd a megfelel6 HAP1-8 és oligo-dT
primerekkel, a GenHunter ,cDNS recovery” PCR protokollja szerint szaporitottuk fel,
negyedére csokkentett ANTP mennyiség mellett (Liang és Pardee, 1998).
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A FRAGMENTEK KLONOZASA ES SZEKVENALASA

Az tjra felszaporitott fragmentek elvalasztdsa 1,5%-os TAE pufferral készitett
agaréz gélen tortént. A visszaizoldlas a Millipore DNA Gel Extraction Kitjével tortént. A
klénozas pGEM-T Easy (T/A cloning, Promega pGEM-T® Easy Vector System II.) vagy
pBluescript vektorba (blunt end cloning, Stratagene, USA) ill. JM-109 kompetens sejtekbe
tortént. A plazmid DNS-t alkalikus lizis mddszerrel tisztitottuk (Sambrook et al. 1989), az
inszert meglétét EcoR1 és BstZ1 restrikcids hasitdssal erdsitettitk meg. A pozitiv klénok
tisztitdsa a QIAPrep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, USA) felhaszndldsaval tortént a
szekvendldst megel6z8en. A szekvendlds kozvetleniil a plazmidb6l az ABI BigDye®

Terminator Cycle Sequencing v. 3.1 Kit (Applied Biosystems, USA) segitségével tortént
M13 primerekkel, 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) késziiléken.

PRIMERTERVEZES

A primerek tervezését az aldbbi web-alapu alkalmazdsokkal végeztiik:

SGD Web Primer http://seq.yeastgenome.org/cgi-bin/web-primer

Primer3 http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi

A tervezett primerek in silico validdldsat hajtiiképz6désre, dimerképzési

hajlanddsagra nézve az aldbbi web-alapt alkalmazasokkal végeztiik:

GeneWalker http://www.cybergene.se/primerdesign/genewalker/genewalker11.html
IDT Oligo Analyzer® http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer

Az PCR és RT-PCR reakcidk sordn akalmazott primerek a kovetkezdék voltak:

ACTIN2 forward 5’-GTG GGAS ATG GAA GCT GCT GG-3’
ACTIN2 reverse 5"-GAC CTG CCT CAT CAT ACT CGG-3’
FERRITIN2a forward 5’ -GGG GAT ACA TCG TCA TGC TTC-3’
FERRITIN2a reverse 5’-GTG ATC AAA CTC AGA CAA CGG C-3’
FERRITIN2b forward 5’-TGT GTA CCA TGC TAT GTA TGC-3’
FERRITIN2b reverse 5’-CTT TAC ATT TGA CGT CTC TGG-3’
CAT4 forward 5’ -ACG GAC CAT CGTCAT CTT AGT CGA-3’
CAT4 reverse 5’-ARC CCT AGT ATA GAT TAC CAG-3’

A kationos aminosavtranszporter direkt amplifikdldshoz a tovébbi primereket

terveztiik:

CATJBI1AF (fwd) 5’-GGA CAA CAA TTG GAG CAG G-3'
CATJB1AR (rew) 57-CGC ATA ATG ATA AGC ACT CCC-3'
CATJJ1F: 5’ -AAA ACG ATG GAC CTC ATC AGC-3'
CATJJ1R: 57-CCA AGG TGC AAA CAT TCA C-3’
CATJJ2F: 5’-TGA ATG TTT GCA CCT TGG-3'
CATJJ2R: 5’-TAG CAC ACA GAC TGC RAAC G-3’
CATJJ3F: 57 -AGG CAC TCT AAT GGC ATT C-3’
CATJJ3R: 5’-CRA GTC ATT GTG GGA ACG-3'
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PCR REAKCIO

A DNS amplifikal6 PCR reakcié sordn 1 ng templat DNS-t tartalmazé oldatot
hasznaltunk fel, az 50 pl végtérfogati reakcidelegyet az alabbiak alapjan mértiik Gssze

molekuldris bioldgiai tisztasigu vizben.

10x Taq puffer 1x

2mM dNTP mix 0,2 mM nukleotidonként
Forward primer 1pM

Reverse primer 1pM

Taq DNS polimeraz (Fermentas, Litvania) 1,25unit

25mM MgCl2 2mM

A PCR reakciét az alabbi protokoll alapjan Techne 512 (Techne, USA) thermal

cycler késziiléken végeztiik el:

PCR-1épés °C Ciklusok szdma  IdStartam
Denaturacié 95 1 5 perc
Amplifikdcié 95 10 15 mp

60-54* 45 mp

72 45 mp
Amplifikdcié 95 35 15 mp

56 45 mp

72 45 mp
Termindcid 72 1 10 perc

* ciklusonként 0,6°C-kal csdkkentve a h6mérsékletet
SZEMIKVANTITATIV RT-PCR REAKCIO

A szemikvantitativ RT-PCR Su et al (2004) kidolgozott mddszere alapjan tortént, az
alabbi mddositdsokkal Techne 512 (Techne, USA) thermal cycler késziiléken:

PCR-1épés °C Ciklusok szdma  IdStartam
Denaturacié 95 1 5 perc
Amplifikacié 95 10 15 mp

60-54* 35 mp

72 35 mp
Amplifikacié 95 35 15 mp

56 35 mp

72 35 mp
Termindcid 72 1 10 perc

* ciklusonként 0,6°C-kal csdkkentve a h6mérsékletet
Konstitutiv, dllanddan expresszalddd, konzervativ hdztartasi génként az aktin 300

bazis hosszu szakaszdt vettiik.
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IN SILICO ELEMZESEK

A Dbioinformatikai elemzések sordan t6bb fajb6l szdrmazé nukleotid- és
fehérjeszekvencidkkal dolgoztunk. A fajok mnevei és a szekvencidk listdja,
azonositészamokkal egyiitt az 1. szamu fiiggelékben taldlhatok meg. A felhasznalt
szekvencidk a GenBank, EMBL, PDB és a SwissProt (kés6bb UniProt) adatbdzisokbdl
szarmaznak. A szekvenciakereséseknél és Osszehasonlitdsokndl a BLAST (blastn, blastx,
tblastx) 2.2.8 algoritmust hasznaltuk. (Altschuh et al, 1997). Az adatbézisok elérhetSségét

az 5. tdbldzat tartalmazza.

Adatbézis neve  Internetes elérhetéség Adatbézis jellege
(URL)

GenBank www.ncbinlm.nih.gov Elsédleges nukleotid adatbazis, fehérje-
transzlatumok

EMBL www.ebi.ac.uk/embl Elsédleges nukleotid adatbazis, fehérje-
transzlatumok

PBD www.wwpdb.org Nukleotidszekvencidk és fehérjék 3D strukturdlis
adatbazisa,

SwissProt WWW.expasy.org/sprot Hieararchikusan rendezett, magasan annotalt

fehérjeszekvencia adatbézis

UniProt WWW.uniprot.org Egységesitett, redundanciakeriilé
fehérjeszekvencia adatbazis

5. tdbldzat Az in silico elemzések sordn haszndlt bioinformatikai adatbdzisok

Az elemzések sordn a szekvencidkat FASTA formatumban alkalmaztuk (Hingap et
al, 1999). A szakaszok megjelenitéséhez, rendszerezéséhez és elemzéséhez a BioEdit
programcsomag 5.09-es verzidjat haszndltuk. A szekvenciaillesztéseket a CLUSTALW
(Thompson et al, 1997) alapértelmezett bedllitdsaival végeztiikk, mely a BioEdit
programcsomag részét képezi (Tippman, 2004). Az aminosavszekvencidk karaktereinek
(negativ és pozitiv toltéttség, amin és alkohol, alifds és aromas, kis méreti és kéntartalmu
oldallancok befolydsa) elemzésénél és az abrazolas sordn a Genedoc programcsomagot is
igénybe vettiik (Nicholas and Nicholas, 1997). Az illesztéseket Genedoc-ra jellemz4 *.msf
és Bioedit dltal elényben részesitett *.gb és *.fas fajltipusban téroltuk. A filogenetikai
torzsfat PAUP 4.0 szoftverrel készitettitk el a neighbor-joining moddszerrel elvégzett
evoldciés tdvolsagi adatokbodl (Swofford, 2001). A konzervativ régiokat az NCBI
Conserved  Domain  Search  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
adatbdzisban kerestiik (Marchler-Bauer és Bryant, 2004). A TM domének
elhelyezkedésének eldrejelzése sordn a TMNMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM ) szoftvert hasznéltuk.
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EREDMENYEK

DDRT-PCR

A kisérletek soran a elsédleges feladatom

annak a kérdésnek a megvalaszoldsa volt, hogy

- 4 i -
mely gének vesznek részt a Conyza canadensis
(L.) Crong. paraquat-rezisztencidjaban. Ezért &
els6ként a paraquat kezelésre indukalédd -
géneket hataroztuk meg, Differential Display Bt -
PCR technika segitségével. Annak érdekében, -
- Myb> Myb>
hogy a paraquatra adott specifikus vélasz sordn
indukdlédé géneket el tudjuk kiiloniteni az
-
altaldnos  reaktiv  oxigénformak  okozta 1
stresszvalasztol, az expresszids kiilonbségeket Fer2> Fer2s o
mindkét biotipusban, paraquat és szuperoxid- . -
anion gy6k generdlé menadion kezelés utin T 7
L -
vizsgaltuk. =, -

A kezelések hatdsara mindkét

biotipusban t6bb 1j kifejez6d6 részszekvencia,

expressed sequence tag (EST) megjelenését
tapasztaltuk, ami kezelésre indukalédé géneket .
jelez. A menadionkezelés lehetévé tette, hogy
kizarjuk azokat a fragmentumokat, melyek & A &
reaktiv oxigénformak okozta dltaldnos stressz

vélasz esetén is megnovekedett génkifejez8dést

mutatnak, igy egyedill a paraquat hatdsdra 13. dbra A szenzitiv (S) és rezisztens (R)
biotipus Differential Display RT-PCR
mintdzata paraquat (pq) és menadion
koncentralhattunk. A fragmentumok tisztitdsdt (men) kezelést kévetden. Az izoldlr sivokatr
nyilak jelélik. 1.: S kontroll; 2.: S 5x10+ M
pg 3.:55x10° M men 4.: R kontrol, 5.: R
meghatdrozhatévd véltak az egyes EST-k 5,704/ pqg 6.2 R 5x10% M men 7.: DNS

szekvencidi (13. dbra). marker

expresszalédo fragmentumokra

és klonozdsat szekvendlds kovette, ami 4ltal
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A DDRT-PCR gélbél kinyert szakaszok szekvendldsa utén, azokat az adatbézisokkal
Osszevetve négy EST-t azonositottunk (6. tdbldzat). Ebbd] kettd a szenzitiv és rezisztens
biotipusbdl szdrmazé mintdkban is hasonlé mértékben megnovekedett expresszids szintet
mutatott a kezelés hatdsdra. A hasonldsagi keresések utdn a 189 nukleotidnyi EST-t MYB
transzkripcids faktorként, a 373 nukleotidnyit pedig az AtFerr2-vel mutatott hasonldsiga

alapjan ferritinként azonositottuk.

A misik két gén lényegesen magasabb expresszids szintet a paraquattal kezelt
rezisztens mintdkban. Ezek koziil az egyik, 149 nukleotidnyi fragmentum a CAT4
aminosav transzporterrel mutatott egyezést, a mdsik, 276 nukleotidnyi a vakuolaris

H*ATP-dzokkal téint homoldgnak.

MYB 189 + + >Feltételezett MYB szekvencia,
kromatogram alapjan

TGACGTAACACAATCTTTCTACGTGTTTCTCTTTTATTCTTGACCATCATCATACCATAG
TTTATAGGTTCTGTTGCTTTTTCTTTCACTGCAGCTTCATGCTTCTCATCCTTTTGTCCT
CATCACGAGTGCCTAGCAGCCTGCCCTTAGTGCTGCCTCCATTAGTCTTGTAGTTAGGGA
ATGCCATTA

FER 373 + + >Feltételezett FER szekvencia,
kromatogram alapjan

GTTCTATGTGTCCATGCCTATGTATGCCTTACTTTGATAGCAGCATAATGTAGCTCTCAA
GGGATTAGCCAAGTTTTTTAAGGAGTCTAGT! GAGG. GGGAACATGCTGAAAAGTT
TATGGAATACCAGAACAAACGTGGTGGTAAGGTGAAATTACAATCTATTTTGATGCCGTT
GTCTGAGTTTGATCACGCTGAGAAAGGGGATGCACTTTATGCTATGGAGCTTGCATTGTC
ATTGGAGAAATTGACAAATGAGAAACTTCTACATGTCCATGCGGTGGCCACCAAGAACAA
TGATGTGCAATTGGCTGATTTTGTTGAAAGCGAGTTCTTGGGTGAACAGGTTGAGGCAAT
CAGAAAAATCTCA

CAT 149 = + >Feltételezett CAT szekvencia,
kromatogram alapjan

TGGACAACAATTGGAGCAGGAGTGTATATTCTAGTGGGAACAGTAGCTAGACAACACACA
GGACCTGCTCTTGCTGTATCATTCTTCATCGATGGAGTAGCAGCTGCTCTCTCCGCTGTG
AGCTATGCTGAGCTTGTCTCTCGTTGCTC

EmrE / DET3 276 = + >Feltételezett vakuolaris H-ATPaz szekvencia,
kromatogram alapjan

TGTGTTTTTCCAGCCTAGCAGTAGACTCATATGAGATTAATGGTGAACGAGACATAAGGA
TGAGTGTCAGCATCACCACCTAAGCCACCCATATTTCCATCGTCATCCGTTTTCCAGAAC
GTGCTGTTAGAACTGTCAGATAGAGTTTCTAGGATGGAACGTACTTTCTTCTCACTCTTC
ACAGATGGTGACAACACAACAGACTG. TAA TAATCTGTA TAT. GG
ATAGTAAAAATGCCGACGGGAAAGAGAGTCAGAAGA

6. tdbldzat Paraquat kezelés hatdsdra megjelend EST-k szekvencidi
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CAT-HOMOLOG

A DDRT-PCR gélbdl izolalt fragmentumok kozott megkiilonboztetett figyelemmel
vizsgaltuk a kationos aminosavtranpszorter-homoldgként azonositott szakaszt. Ezt a
fragmentumot paraquatkezelést kovetSen mind a szenzitiv, mind a rezisztens biotipusbol
képesek voltunk izoldlni, utdbbi biotipusban jelent6sen megnévekedett expresszids szint
mellett. Az dltalunk meghatdrozott szakasz a névényi transzporterek koziil a CAT4-gyel
nukleotid szinten 84%-ban egyezik (14. dbra), a transzldlt fehérje szintjén pedig csupan

4% a kiilonbség (15. dbra).

PotE a5
CAT4 62
CAT I a2
JEEACAR CAATTggagCagGagTGtatAttet GTgGGaaCagTaGCtagagaacacalCigg
EotE 130
CAT4 126
CAT 126
PotE TACCT -——- GC H 121
CATZ GCT GG GT TGO C H 121
(o A T . T T T e T T S T T G ;148

GotgAgCLt G tCTcgtTG cca ot go © tca t g at g

14. dbra CLUSTALW analizis alapjén a 149 nukleotid hossziisdgi szekvencia a prokaridta
poliamin és névényi kationos aminosav transzporterkhez hasonlit (Thompson et al, 1997). PotE:
E. coli putreszcin transzport protein (PotE) (gi/147330), CAT4 (Cationic amino acid transporter 4)
(81/30678908), CAT4: Arabidopsis thaliana, CAT: Conyza canadensis EST. A nukleotidszekvencia
alapjdn a fekete részek teljes, a sziirke részek részleges egyezést jelolnek. A gének alatti sorban a
konszenzus szekvencidt tiinteti fel a program.

2

* 40 *

CAT4 DB T 2 G BRI SRCE @ 50
ET &1 G 3 ] SRCE @ 50

PotE ('l &1 TAVGEIET. GMFSR : 48

tthanylngthr htGpalavSffiagVaaleAccyAelssrcp

15. dbra TranszIdlt aminosav-szekvenciarészietek CLUSTALW analizise (Thompson et al, 1997).
CAT4 (Cationic amino acid transporter 4) (gi/30678908), CAT: Conyza canadensis EST, CAT4:
Arabidopsis thaliana, PotE: E. coli putreszcin transzport protein (PotE) (gi/l147330). Az
egyezményes egykarakterbd] 4110 rovidités szerinti aminosavak az aldbbi szinkdd szerint jellve:

[IST—— § | Alifas

Aromas
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POLIAMIN TRANSZPORTEREK IN SILICO VIZSGALATA

A kapott fragmentumunk nagyfoku hasonlésiga alapjan in silico vizsgalatokat
végeztiink a novényi poliamin- és kationos aminosavtranszporterek kozott,
aldtdmasztandé a hasonldsigi keresés eredményeit (16. dbra). Meghatdrozasuk
kiindulépontjaként az £. coli PotE génje altal kédolt fehérje szekvenciajat vettiik. (Igarashi

és Kashiwagi, 1999, Tomitori et al, 1999, Tomitori et al, 2001)

A PotE, 6&si jellegli poliamin transzporter fehérje térszerkezetéhez hasonlét talaltak
az éleszt6ben is, igy vdrhaté volt, hogy hasonlé tobbféle poliamin és aminosav

transzportjara képes rendszereket a névényi genomokban is talalunk.

Rendkiviil fontos ismét kiemelni, hogy a PotE-vel homolég TPO fehérjét
élesztbsejtben fokozott mértékben expresszdlva megnovekedett paraquatrezisztencidt
tapasztaltak. Ezen kiviil a PotE fehérjén putreszcin-kotéhelyet sikeriilt lokalizalni, amely
hasonlésdg a poliamin-transzportfolyamatokra és a paraquat-rezisztencidra nézve

kulcsfontossagt (Tomitori et al, 2001, Uemura et al, 2005).
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- 20 - 40 -
CATL MENYLRARRE TGS A 2
CaTz {BFLVDT QRE GEGH: (&Y 52
CAT3 8
CAT4 a3
CATS csFesYRRA@S G &3
CATE SSLRVYLNSWSA] 76
CATT |SSLRVYLNSHSL 75
CaTE ESTY SR 100
caTs FSNORLSSANHE B 67
CATL 188
CAT2 158
caT3 147
caT: 142
CaTs 182
cATE 175
CAT? 174
CaTs 198
CATY 166
220

caTL KHcEDY 273
CaT2 PGLDIV 250
CaTS PGLDLV 233
CaT: PGV 234
CATS 266
CATE 269
CATT 262
CATS 284
caT9 257
caTL 372
CaT2 348
CLTS 338
caT: 333
CATS " | 365
CATé I} E & : 362
CATT 1} g & : 368
caTE o} ] & : 383
CATY i g vl : 356

QR
CATL 5 455
CaT2 5 228
CaT3 5 426
CAT4 5 419
CATS £ 428
CATE g 243
CAT? 5 248
CATS E 466
CATY E 433

5 TL 5 6a 66 Ry
g - 580

CATL : = GLIL 508
CATZ : STMETCVIERHL E & 548
CAT3 : K SIMEICI[ENEI E e 522
CAT4 : & SIALVC B 516
CATS Wl 503
CATS : TLESIT T g 506
CATT : SEMCLESITSHLET 505
CATE : KELCEMELIL 519
CAT9 : N| T WCEGHI[eL 430
CATL 594
CAT2 635
CATS €09
caT: 600
CATS 563
CATE DGQ\’ME 583
CAT? DVESL 584
CATE : Hi v 3 YIVRAHQPLEEN 590
CaTS : 5 FrRT Y2 HADESMLDYORAH 569

16. dbra Arabidopsis kationos aminosav transzporterek Thompson et al, 1997 szerinti CLUSTALW
hasonldsdgi analizise. A hasonlo karakterd aminosavak egyezését a diagram szinmegfeleléssel
dbrdzolja. Az aminosavak jellemzését Az egyezményes egykarakterbdl dllo rovidités szerinti
aminosavak az aldbbi szinkddot ldsd 15. dbra.
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A PotE-vel homoldg illetve ortolég fehérjéket az NCBI BLASTP programjaval
detektdltuk a névényi genomokban. Ez az alkalmazis az illesztéseknél jobban figyelembe
veszi a lokalis hézagokat, tehdt a hasonldsdgi kereséseknél alkalmazott helyettesitési
matrix lehet6vé teszi a divergalddott szekvencidk jobb illesztését. Az inkabb lokalis, mint
globalis illesztések jobban a figyelembe veszik a strukturalis és funkcionalis hasonlésagot.
A program grafikus kimenetele és kapcsolddasi pontjai konnyebb attekinthetSséget
biztositanak. Feltétel volt, hogy a varhatosdgi érték (expecting rate, E) minél kisebb
maradjon, ezért a statisztikai hatdrnak elfogadott 0.05-6s értéknél nagyobb E értékeket
mar nem vettiik figyelembe. A keresést standard BLOSUM 62 helyettesitési matrix-szal
végeztiik a novényeken ( Viridiplantae) beliil. Az eredmények azt mutattak, hogy a PotE-
hez a névényi genomokbdl leginkdbb a CAT4 Arabidopsis thaliana genombdl szarmazo
gén hasonlit, melyhez a DDRT-PCR kisérletiink CAT fragmentuma is hasonlitott (7.

tdbldzat).

Szignifikdns hasonlésagot mutatd fehérjék

8i:22330822 NP_187022.2 CAT4 kationos aminosav tpt, 63,2 5,0E-10
A.thaliana

gi:18390592 NP_563754.1 CAT9 kationos aminosav tpt, 59,7 7,0E-09
A.thaliana

2i:30696198 NP_849822 CAT2 kationos aminosav tpt, 56,6 5,0E-08
A.thaliana

gi:30693001 NP_198510.2 CATS3 kationos aminosav tpt, 53,1 6,0E-07
A.thaliana

gi:15238312 NP_196097.1 CAT6 kationos aminosav tpt, 47,0 4,0E-05
A.thaliana

gi:30685317 NP_193844.2 CAT1 kationos aminosav tpt, 43,9 4,0E-04
A.thaliana

8i:15220035 NP_173155.1 CATS kationos aminosav tpt, 41,6 2,0E-03
A.thaliana

Kevésbé szignifikdns hasonlésdgot mutat6 fehérjék

gi:15226868 NP_181041.1 CATS5 kationos aminosav tpt, 35,8 8,6E-02
A.thaliana

gi:18400079 NP_566460.1 Aminosav permedzok 33,5 4,8E-01
csalddjaba tartozo feh.

gi:15228334 NP_187671.1 CAT7 kationos aminosav tpt, 33,5 5,1E-01
A.thaliana

7. tdblizat A PotE prokariota poliamin transzporterhez szekvencidjukban szignifikdns
hasonldsdgot mutatd novényi transzporterek. Szignifikdns a hasonldsdg, amennyiben az E
vdrhatdsdgi érték 50E-02 alatt marad. Amennyiben E meghaladta az 50E-01 értéket, a

‘hasonldsdgot elvetettem.
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A PotE-vel mutatott homoldgiat egyéb, paros hasonlitdsokkal is ald kivantuk
tamasztani, ehhez az NCBI Pairwise BLAST felilletét valasztottuk. A két fehérje
hasonlésagat tobbféle helyettesitési matrixokkal is ellendriztiik, mivel a BLOSUM és a
PAM algoritmus mds-mas aminosav-cserékre érzékeny. A pontozast és a szamszerd

eredményeket a 8. tablazatban tiintettem fel.

Helyettesftési ~ pontszdm egyezés pozitiv tal. hézag

mitrix

BLOSUM50 552 (181)  3,00E-06 77/378 (20%)  159/378 (41%)  33/378 (8%)
BLOSUMG62 61,2 (147)  4,00E-08 75/378 (19%)  158/378 (40%)  33/378 (8%)
PAM?250 458(154)  2,00E-03 65/330 (19%)  139/330 (41%)  21/330 (6%)

8. tdbldzat Prokariota PotE és Arabidopsis CAT4 pdros illesztése, eltérd helyettesitési mdtrixokkal

Grafikusan egyértelmfivé valik az egyezés: minél inkabb linedris a vonal, anndl

magasabb foku az egyezés (17. dbra).

BLOSUMS50 BLOSUM62 PAM250

17. dbra E.coli PotE és Arabidopsis CAT4 pdros illesztése, eltérd helyettesitési mdtrixokkal. Az X
tengelyen az Arabidopsis-bdl, az Y tengelyen a Coli-bol szdrmazo fehérje szekvencidjat dbrdzoltuk.
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A PotE és CAT4 elsGdleges szerkezetébdl ered§ homoldgidk feltdrdsa utdn a
masodlagos szerkezeti jellegek feltarasat végeztiik el a SWISS-PROT oldalan taldlhaté

analitikai szoftverek segitségével (18. dbra).

HEE HHHHHHHHHHEEEE ___EEE__EEEEEE__E EEEEEEHHHHHHHHHHHHHHHH
EEEEEE HHHHHHHHEEEEEE___EEE HEHHHEHEEE EE HHHH EEE __ HHHHHHHHEEEEE
E EEEEEEEE__EEEEEEEE__ FE EE__ EEEEEEEE__ EE__ H H EEE
EHHHEHHEEEEEEEE E HHEHHHEE EHHHHHHHE HHEHEHH E
EEEHHHHHHHHHHHHHHHH_HHHEH__EEHHHHHHHHHHE E H__ HHHH HHHHH
HHEHEHEEEEEEHH_H_HHHHH EEEE___EEEEE__EEEE H E EEEE___ EEEEE
EEHHEEEHEH _EEEEEE H

18. dbra A CAT4 mdsodlagos struktirdja a SWISSPROT szoftverelemzése alapjin. (H=hélix,
E=ldnc, _ = nincs eldrejelzés)

A transzporterek in silico elemzése sordn kozponti kérdésnek tekintettik a
szubsztrat kot6helyek meghatdrozasat. Mivel a paraquat és a putreszcin toltéseloszlasa
hasonlé, az elemzés soran a potencidlis putreszcinkoté-helyeket kivantuk feltérképezni a
transzmembrdn domének meghatarozasival. Az abrakon az elsédleges szerkezetbdl
elérejelzett transzmembran doméneket a piros, a citoplazma felé es6 aminosavszekvencia
részeket a kék, mig a kiils§ tér felé néz8 régiokat a lila szin jel6li. A belsd tér felé nézd
régidkban taldlhaté glutaminsavakat zold nyilak jelolik. A transzmembran domének
elemzését elvégeztitk az osszes Arabidopsis CAT, az E. coli PotE, az Ochrobactrum PqrA

és az élesztd TPO1 génterméke esetén (2.sz. fiiggelék).

Mutans E. coli torzseken végzett korabbi kisérletek igazoltédk, hogyha a PotE Glu”,
Glu?7, illetve Glu**® pozici6ju glutaminsav mddosul, akkor a putreszcin felvétel jelentSs
mértékben csokken, igy elmondhatd, hogy mindhdrom aminosav részt vesz a PotE
putreszcin kotShelyének kialakitdsdban. (Igarashi és Kashiwagi, 1999) A kotéhelyekben
résztvevs glutaminsavak (zold nyil) az N-terminalis feldl haladva a II, a VI. és a XII.
transzmembran domént (piros szin) kovetd citoplazma felé nézé hidrofil részen (kék szin)

taldlhatéak meg (2.sz. fliggelék).

Az éleszt6bdl szarmazé TPO1 hasonld térszerkezettel bir: a putreszcin-ornitin
antiporter ligandkétShelyét kialakité harom glutaminsav, a Glu??, a Glu* és a Glu*itt is
a I, a VI. és a XII. transzmembrdn domént kovetS citoplazma felé mutato, hidrofil
oldalon helyezkednek el. A TPO1 N-termindlis fel6li oldaldn, az elsd transzmembran régié
el6tt majdnem kétszaz aminosavnyi hosszban szerinben és treoninban gazdag régiot

taldlunk, melyet a proteinkindzok foszforildlhatnak (Igarashi és Kashiwagi, 1999).
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A fentiek alapjdn a kationos aminosav transzporterek csalddjédban is olyan fehérjét
kerestiink, melynél a I, VI. és XII. transzmembran domént kovetd, citoplazma felé néz8
régiéban glutaminsavakat taldlunk. Bar a csaldd tobb tagjdnak N-terminalisa is a
citoplazma felé néz (CAT1, CAT2, CAT3, CAT4, CATS), koziilik mégis a CAT4 az,
amelyik mindharom kritériumot teljesiti (II., VI., XII. TMD-t kévetS helyeken Glu). Ezt
azért tartottuk fontosnak meghatdrozni, mert igy konnyebben kialakithaté az a specifikus
toltéseloszlassal és kotési tavolsagokkal bird térszerkezet, melyhez a putreszcin, illetve

adott esetben a hasonl6 mérett és t6ltéssel rendelkezd paraquat képes kotédni.

A PotE fehérjével paraquat-transzport szempontjabol analég molekula, az
Ochrobactrum-bdl szarmazd PqrA fehérjénél megfigyelhets, hogy a fehérje citoplazma
felé nézd régioi kozott is csupan hdromnadl taldlunk glutaminsavat, viszont itt egy région
beliil akdr tobbet is: a IX.-et hdrom, a XI-et négy is koveti (V: Glu', IX: Glu®?, Glu®3?,
Glu, XTI: Glu®¢, Glu®?, Glu*”, Glu*'?).

A CAT4 transzporternél is megfigyelhetjiik, hogy az aminosav-transzportereknél
mar felsorolt régidk koziil mind a VI, mind a XII. transzmembrin domént kévetd
régiéban t6bb glutaminsav helyezkedik el: vélhetSleg a kationok szdmara energetikailag

kedvezd, kapcsolodast megkonnyitd, negativ toltést kornyezet létrehozasaban fontosak.

DIREKT SZEKVENALAS

In silico elemzések alapjan a CAT4 teljesitette azokat a feltételeket, melyeket egy
akdr paraquat transzportjara is alkalmas novényi kationos aminosav transzporterrel
szemben tdmasztottunk, igy a tovabbi, molekuldris bioldgiai elemzések alkalmaval a
CAT4, illetve az ahhoz hasonlé Conyza-gén paraquat transzportban betdltott szerepét

kivantuk tisztdzni.

Az Arabidopsis forrisszekvencia alapjan tervezett primereket elészor az
Arabidopsis-hoz rendszertanilag és genomjdban is igen hasonld repcén (Brassica napus)
alkalmaztuk, majd a szekvendlasi eredményeket Osszevetettitk a genomi adatbazisokkal.
Ezek alapjan kideriiltek azok a régiok, melyek a rokon novényekben azonosak, illetve

azok, melyek a kézeli rokonokban is kiilonb6znek.
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Az eredmények alapjan a primerek szekvencidjat oly médon pontositottuk, hogy
feltételezhet8en az Arabidopsis-tol genomjéban markdnsan eltér§ Conyza-ban is képes
legyen a CAT4 szekvencia parcidlis szakaszat felszaporitani PCR-reakcié sordn. A
polimerdz lancreakcié protokolljanak optimalizaldsdval sikeriilt elérni, hogy egy 490

nukleotid hosszt, parcidlis szekvencidt nyertiink a repce genomidlis DNS-ébél.

Az ennek alapjdn jratervezett, pontosabban k6t6d6 primerekkel 148 nukleotidnyi
expresszalddo szekvenciarészletet amplifikdltunk a repcébdl nyert, reverz transzkripcid
soran preparalt cDNS poolbdl. Ezt a primerpéart hasznaltuk a Conyza esetében, amivel
hasonld hossziisagt, a CAT4-gyel majdnem teljes hasonlésagot mutatd szakaszt sikeriilt

kimutatni (19. ébra).

>0204_A CAT sequence from rape
TGCAGACTACAGCCTTTGACTTGTCGC ATGAAACTTTTTCTCCCCATT AACCAACCA

GCATTTGTGTTCCTGTCAATGTTTGTTGATTGTGTTCCTTAATTTTTTTCAAAGGAGTTGGAACAACAAT
AGGAGCAGGAGTGTATATTCTCGTGGGAACAGTAGCTAGAGAACACACAGGACCTGCTCTTGCTGTTTCC
TTCTTCATCGCTGGAGTAGCAGCTGCTCTCTCCGCGTGTTGTTACGCTGAGCTTGCTTCTCGATGTCCAT
CTGCTGGCAGTGCTTATCATTATGCTTACATATGTCTCGGAGAAGGGTATGGAATAAATGGATTCTTATG
GTAGAATTGATCTGCTTTAAAGCTGAGACTCTCTCTTGTTGTTGTTGTTTCATAGGATTGCTTGGTTGGT
TGGTTGGGCACTGGTGTTGGATTATACTATTGGTGGATCAGCCATTGCACGTGGCATAACTCCAAATCTG

B

GGAGTTGGAACAACAATAGGAGCAGGAGTGTATATTCTCGTGGGAACAGTAGCTAGAGAACACACAGGAC
CTGCTCTTGCTGTTTCCTTCTTCATCGCTGGAGTAGCAGCTGCTCTCTCCGCGTGTTGTTACGCTGAGCT
TGCTTCTCGATGTCCATCTGCTGGCAGTGCTTATCATTATGCTTACATATGTCTCGGAGAAGGGGGATTG
CTTGGTTGGTTGGTTGGGCACTGGTGTTGGATTATACTATTGGTGGATCAGCCATT

19. dbra A, Repcébdl szdrmazo PCR-reakcid sordn nyert CAT DNS szekvencia (exonok / intronok).
B, Repcébdl szdirmazo RT-PCR sordn nyert CAT cDNS szekvencia

A szekvencidt Pairwise BLASTn elemzéssel Osszehasonlitottuk az Arabidopsis

CAT4-gyel. BLOSUMS62 helyettesitési matrixot hasznaltunk (20. dbra).

Az intronok kivagdsa utdn, aminosavra transzlalt szekvenciat Pairwise BLASTp
elemzéssel Osszehasonlitottuk az Arabidopsis CAT4-gyel, BLOSUMG62 helyettesitési

matrixot alkalmazva (21. dbra).

Mint lathatd, a két Brassicaceae csaladba tartozd faj, a repce és az Arabidopsis
CAT4 parcialis szekvencidja nukleotid szinten t6bb mint 90%-os hasonlésagot mutat, mig

aminosav szekvencidjaban teljesen egyezik.
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g =

Score = 294 bits (153), Expect = 2e-76
Identities = 187/204 (91%), Gaps = 0/204 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 124 GGAGTTGGAACAACAATAGGAGCAGGAGTGTATATTCTCGTGGGAACAGTAGCTAGAGAA 183
PEEEEErr rrrr e trrr e et e e e e e rre e rrr e
Sbjct 349 GGAGTTGGGACAACAATTGGAGCAGGAGTGTATATTCTTGTGGGAACGGTAGCTAGAGAG 408

Query 184 CACACAGGACCTGCTCTTGCTGTTTCCTTCTTCATCGCTGGAGTAGCAGCTGCTCTCTCC 243
FErrrrrrrrrrrrrrrrer e e rrerr e e e e e
Sbjct 409 CACACAGGACCTGCTCTTGCTGTATCATTCTTCATTGCTGGAGTAGCTGCTGCTCTCTCT 468

Query 244 GCGTGTTGTTACGCTGAGCTTGCTTCTCGATGTCCATCTGCTGGCAGTGCTTATCATTAT 303
R NN N N e e NN NN NNy
Sbjct 469 GCCTGTTGTTATGCTGAGCTTGCTTCTCGTTGTCCATCTGCTGGGAGTGCTTATCATTAT 528

Query 304 GCTTACATATGTCTCGGAGRAGGG 327
Pt trerrrrrr
Sbjct 529 GCGTACATTTGTCTTGGAGAAGGG 552

Score = 154 bits (80), Expect = 4e-34
Identities = 84/86 (97%), Gaps = 0/86 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 405 GGATTGCTTGGTTGGTTGGTTGGGCACTGGTGTTGGATTATACTATTGGTGGATCAGCCA 464

Sbjct 551 GORTTGCTIGOTTGGTTGETTGGGCACTGGTGTICATIATACRATICGTSGATCAGLCA 610

Query 465 TTGCACGTGGCATAACTCCAAATCTG 490

Shict 611 TICCOCGTGGCATARCICCAAATCIE 636

20. dbra Repcébdl és Arabidopsisbol szdirmazo CAT4 szekvencidik nukleotidszintd Pairwise BLAST

elemzése.

i

Query 1 GVGTTIGAGVYILVGTVAREHTGPALAVSFFIAGVAARALSACCYAELASRCPSAGSAYHY 60
GVGTTIGAGVYILVGTVAREHTGPALAVSFFIAGV. LSACCYAELASRCPSAGSAYHY
Sbjct 37 GVGITIGAGVYILVGTVAREHTGPALAVSFFIAGVAAALSACCYAELASRCPSAGSAYHY 96

Query 61 AYIC 64
AYIC
Sbjct 97 AYIC 100

21. dbra Repcébdl és Arabidopsisbdl szdrmazé CAT4 szekvencidk aminosavszintd, Pairwise
BLASTp elemzése
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TRANSZPORTER-INHIBITOR (KNO3) ALKALMAZASA

Az in silico vizsgélatok utdn meg kivantuk erdsiteni hipotézisiinket, miszerint a
rezisztencia-mechanizmus sordn a paraquat a hatdshelyr6l metabolikusan inaktiv
kompartementbe, a vakuélumba jut. A transzportmechanizmus sordn az aktiv dgensnek

akar nativ, akdr konjugatum formdjaban legalabb két membranon is 4t kell jutnia.

Kordbbi kisérleteink sordn kideriilt, hogy az ioncsatorndk membranban lokalizalt
(Fo) részének blokkoldsdval, valamint az E. coli paraquat rezisztencidért felelds kis
moltémegt, a transzporterek Fo régiéjaval homolég EmrE fehérje specidlis gatlasaval a

helyreallas megakadélyozhat6 (Haldsz et al 2002).

Jelen kisérleteink soran vakuoldris protonpumpa ATP-azokat gatlé kalium-nitratot
alkalmaztunk (22. dbra). Az inhibitor hatdsosnak bizonyult a helyredllds
megakaddlyozasaban a rezisztens biotipusban. Ha a nitrdtot 1 6raval a paraquat kezelést
kovetéen adtuk, mintegy 50 %-ban gatolta a helyredllas folyamatat. Tobbszori nitréttal
torténd permetezés (1, 2, 3 és 4 6raval a paraquat kezelés utdn), valamint a paraquattal
kezelt levelek tsztatdsa nitrat tartalmu oldatban megakaddlyozza a helyredllds folyamatat.
Mivel a nitrat szelektiven blokkolja a vakuélumokban talalhaté ATP-dzokat, melyek a
vakuoldris membranok energizildsdban vesznek részt, ezek az eredmények arra utalnak,

hogy a paraquat szekvesztracié protongradiens energidja terhére torténik.

A szenzitiv biotipusban korabbi adataink szerint a N*N! -diciklohexil-karbodiimid
(DCCD), valamint a tetrafenil-foszfonium-klorid (TPP) 2 érédval a Pq kezelés utdn
alkalmazva csekély mértékben ugyan, de fokozta a paraquat dltal okozott gatlast (Haldsz et
al. 2002).

Jelen kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy a nitrdt alkalmazdsa a szenzitiv
biotipusban is sulyosbitja a paraquat hatdsit. Mivel a szenzitiv névényeknél nem
figyelheté meg helyeallds, ez a hatds ugy értelmezhetd, hogy a géltok éltal befolydsolt
mechanizmusok mindegyike részt vehet egy korlatozott ideig a szenzitiv novények

altalanos stresszvélaszanak kialakitasaban és a paraquat transzportban .
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22. dbra 10mM nitrdt hatdsa a Conyza canadensis szenzitiv és a rezisztens biotipusinak a klorofill-
a fluoreszcencia indukcidjdval (Fv/Fm) jellemzett funkciondlis aktivitdsdra paraquatos kezelést
(5710* M) kovetden. A gdtlot 1h-val a paraquat kezelés eldtt (Oh) juttattuk a névényekre, majd ezt
kovetéen oJrdnként megismételtiik a nitrdt metabolizdcidja miatt. rpq: rezisztens kontroll
1pgKNQO:s: rezisztens, nitrdttal kezelt; spq: szenzitiv kontroll; psqgKNOs: szenzitiv, nitrdttal kezelt;
(n=15).

Osszhangban a bevezetdben emlitett ABC-transzportergatlokkal —végzett
kisérletekkel (Haldsz et al, 2002) eredményeink is arra utaltak, hogy a helyredllas
folyamatdban valészintileg nem a bonyolult szerkezeti ABC transzporterek, hanem kisebb

szallitéfehérjék vesznek részt.
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A TELJES FERRITIN SZEKVENCIA MEGHATAROZASA ES ELEMZESE

A differential display RT-PCR kisérletben tovabbi fontos eredmény volt a Conyza
ferritin gén azonositdsa. A mindkét biotipusbdl nyert, paraquatkezelés hatdsira azonos
expresszids szint novekedést mutatd, egymassal egyezé EST-k mind nukleotid-, mind
transzlalt aminosav-szekvencidjukban nagyfokd hasonlésdgot mutatnak mds, névényi

ferritin molekuldkkal (23. dbra).

360 400 *
GC GTTTT' G : 82
e CTTTT! A : 410

TGTTTCATATGT T2 CATG ATGTATGC TA TT GR AGAGRTARTGT GCTCT ARARGGGR T GCCA GTTTTT AR

EST 3
Nicotiana :

*
164
452

EST g
Nicotiana :

A (el :
GA TC AGTGRAGAGGRARAG G CA GCTGAR BA TT ATGGA TA CAGAACARACGTGGTGG RAGGTGARAR TACA T

A @ 246
C : 574

C ATTTTGATGCC T TCTGAGTTTGATCE GCTGAG & GG GATGC T TATGC ATGGAGCTTGCE T TC TTGG

EST :
Nicotiana :

328
656

EST :
Nicotiana :

GAA TTGACRARAT 2 AA CIT TA A T CA GC GT GCCAC

23. dbra DDRT-PCR gélbdl izoldlt EST és a dohdny ferritin molekuldjanak CLUSTALW analizise
(Thompson et al, 1997). EST: dltalunk izoldlt és kromatogram alapjin meghatdrozott szekvencidji
nukleotidszakasz, Nicotiana: dohdny ferritin szekvencia (gi/22859013). A nukleotidszekvencia
alapjdn a fekete részek teljes, a sziirke részek részleges egyezést jelolnek. A gének alatti sorban a

konszenzus szekvencidt tiinteti fel a program.

A részszekvenciat kovetéen mindkét biotipusbol szarmazd génszakaszt
meghatdroztuk teljes hosszdban. A szenzitiv és a rezisztens névényekbdl nyert mintak
teljes szekvenciai kozott sem talaltunk kiilonbséget. A teljes hosszaban meghatarozott
szekvenciat elhelyeztiik a GenBank elsédleges nukleotid-szekvencia adatbazisban, az

AJ786262 GI1:50787936 hozzaférési szam alatt (3.sz. fliggelék).

Ezt kévetSen a Conyza ferritin szekvencidjat in silico elemzéseknek vetettiik ald. A
Conyza ferritin szekvencidjanak elemzése soran azonositottuk mind a prekurzor
plasztiszba juttatdsdhoz szitkséges TP tranzit peptidet, mind az érett fehérje stabilitasaért

felelés EP extenzids peptidet (Lobreaux et al, 1992) (24. dbra).
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Arabidopsis thaliana
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Conyza canadensis
Nicotiana tabacum
Vigna unguiculata
Arabidopsis thaliana

Conyza canadensis
Nicotiana tabacum
Vigma unguiculata
Arabidopsis thaliana

24. dbra Conyza canadensis (gi/50787936), Arabidopsis thaliana (gi/20148572), Nicotiana tabacum
(81/22859013) , Vigna unguiculata (gi/2970653) ferritinek Thompson et al, 1997 szerinti
CLUSTALW analizise. Az azonos aminosavak fekete, a nagymértékben hasonlok sziirke
kiemeléssel jelolve. A csillagok azokat az aminosavakat mutatjdk, melyek megfeleltethetéek a

humdn H ferritinek ferredoxdz centrumdnak. A fehér nyil a tranzitpeptid hasitdsi helyér jeloli.

A szekvenciat ezek utdn ismételten Osszevetettiik az eddig ismert ferritinekkel (9.
tabldzat). Forrdsként a cDNSr6l transzlalt Conyza canadensis szekvencidja mellett a f6bb,
ismert novényi aminosav szekvencidkat vettiik, melyet kovet8en filogenetikai analizisnek

vetettiik ald a szekvencidkat.

Az eredmények azt mutattdk, hoyg a Conyza-bdl szarmazé ferritin szekvencia
leginkdbb a dohanynévény, az Arabidopsis ferritin3, illetve a szdjabab ferritin3

molekuldival mutat filogenetikai rokonsagot. (25. dbra és 26. dbra)
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ARA1 Q39101 Arabidopsis thaliana
ARA2 Q9S756 Arabidopsis thaliana
ARA3 QISRL5 Arabidopsis thaliana
CON Q6A196 Conyza canadensis
MAL Q94FY2 Malus xiaojinensis
MED Q9ZP90 Medicago sativa
NIC1 Q8RX97 Nicotiana tabacum
NIC2 Q8HI1T3 Nicotiana tabacum
ORY A, Q6VVAS Oryza sativa

ORY B Q8L5K0 Oryza sativa

ORY C Q8LK80 Oryza sativa

PIS P19975 Pisum sativum
PHA P25699 Phaseolus vulgaris
PHA AN Q66N72 Phaseolus angularis
SOY 1 P19976 Glycine max

SOY 2 Q941C4 Glycine max

SOY 3 Q948P6 Glycine max

SOY 4 Q948P5 Glycine max

SOY B Q941G7 Glycine max

TRI Q5G1L6 Triticum aestivum
TRIMC Q6DQK1 Triticum monococcum
VIG2 Q41709 Vigna unguiculata
VIG3 Q65100 Vigna unguiculata
ZEA1l P29036 Zea mays

ZEA2 P29390 Zea mays

9. tdbldzar Ismert névényi ferritin gének
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25. dbra Ismert ferritin fehérjék CLUSTALW analizise (Thompson et al, 1997). Az egyezményes

egykarakterbdl 41l rovidités szerinti aminosavak szinkdddal jeloltek, jellemzést Ildsd 15. dbra.
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26. dbra Ferritinek molekuldris térzsfdja. Az analizis sordn az alibbi fajok ferritinjeinek
aminosavszekvencidir vettiik figyelembe: Arabidopsis thaliana ARAI, ARA2, ARA3 (Q39101,
Q95756 and Q9SRL5), Conyza canadensis CON (Q6A196), Malus xiaojinensis MAL (Q94FY2),
Medicago sativa MED (Q9ZP90), Nicotiana tabacum NICI és NIC2 (QSRX97, QS8HIT3), Oryza
sativa ORY A, ORY B és ORY C (Q6VVAS5, Q8L5K0, Q8LKS80), Pisum sativum PIS (P19975),
Phaseolus vulgaris PHA (P25699), Phaseolus angularis PHA AN (Q66N72), Glycine max SOY I,
SOY 2, SOY 3, SOY 4 és SOY B (P19976, Q94I1C4, Q948P6, Q948P5, Q941G7), Triticum aestivum
TRI (Q5GI1L6), Triticum monococcum TRI MC (Q6DQKI), Vigna unguiculata VIG2 és VIG3
(Q41709, Q65100) és Zea mays ZEAI és ZEA2 (P29036, P29390). A zdrdjelekben az Uniprot
adatbdzisbol szdrmazo elsédleges hozzdférési szimot (primary accession number) adtuk meg. A
filogenetikai torzsfit a “neighbor-joining” mddszerrel szimolt evoliicids tdvolsdgi adatok alapjin
szdrmaztattuk (Saitou and Nei, 1987).
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A GENEXPRESSZIO VALTOZASOK MEGEROSITESE SZEMIKVANTITATIV RT-PCR
TECHNIKAVAL

A DDRT-PCR-ben kapott expressziés eredményeket szemikvantitativ RT-PCR
vizsgalattal erésitettiilk meg. A kromatogrambdl szarmaztatott szekvencidk alapjan a
kiemelten fontos EST-kre specifikus primereket terveztiink. A vizsgalatot mindkét
biotipusban, nativ és paraquat-kezelt mintdn végeztiikk el. A PCR termékek mennyiségi
Osszehasonlitasa egy konstitutiven expresszalédé hdztartasi gén, az aktin (ACT)
termékéhez viszonyitva tortént. Az itt kapott eredmények osszhangban dlltak a DDRT-

PCR foretogramjdval (27. dbra).

27, dbra Szemikvantitativ RT-PCR eredménye. S: szenzitiv, PqR: paraquat rezisztens, S+Pgq:
paraquat kezelt szenzitiv, PqR+Pq paraquat kezelt rezisztens minta.

A FER gén expresszidja mindkét biotipusban, egyarant megnovekedett a paraquat-
kezelésre. A CAT gén expresszidja a kezelés hatasara indukalédott, és szintjiik a rezisztens
biotipusban volt magasabb, mikozben az aktin primerekkel készitett mintdk végig dllandé

expresszios szintet mutattak.
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EREDMENYEK MEGVITATASA

A betyarkéré (Conyza canadensis /L./ Cronq.) az ismétléds, tartds
herbicidhasznalat kovetkezményeként —kialakult paraquat-rezisztens biotipusit a
nyolcvanas években észlelték. Rezisztencia faktora az Osszes ismert rezisztens novényfaj
koziil a legmagasabb. Ellendlloképességének magyardzatiara tobb elmélet sziiletett, de

egyik sem bizonyult cdfolhatatlannak.

A korabbi kutatdsainkbdl kideriilt, hogy a paraquat a kloroplasztiszba, a
hatéshelyére bejutva, fényindukalt mechanizmus sordn mindkét biotipusban kifejti gatlé
hatdsdt és funkcionalis aktivitds csokkenést okoz, amit a rezisztens biotipus esetében 3-4
6ra mulva helyredllas kovet (Lehoczki és Szigeti, 1988, Véradi et al 2000). A helyredllasi
folyamat fehérjeszintézis gatloval (cikloheximid) megakadalyozhato, tehat a folyamathoz
de novo fehérjeszintézis sziikséges (Darkd et al, 1994). A rezisztencia mechanizmusban a
aktiv oxigén formdkat eliminald rendszerek (SOD, APX, CAT) aktivitdsa nem névekedett
meg. A szenzitiv és rezisztens biotipus egyarant érzékenyen reagal szuperoxid-anion gyok
generalé (menadion, bengdlvords) vegyiiletekkel torténtd kezelésre. A paraquat nem
metabolizdlédik, a rezisztens novényekben a kezelést kovet6en hénapok milva is magas
koncentracidban taldlhaté meg az intracelluldris térben. Sejtfrakciondlasi kisérleteink
sordn a kezelt novények sejtfal, valamint citoplazmatikus és vakuoldris frakcidinak
paraquat tartalmat megvizsgdlva kiderilt, hogy a herbicid feltehetéen egyfajta
szekvesztraciés mechanizmus segitségével metabolikusan inaktiv kompartmentben, a
vakudlumban halmozddik fel. A szekvesztrcidban résztvevs, paraquat transzportjara
képes fehérjék feltdrdsa valaszt adhat a Conyza canadensis (L.) Crong. rendkiviil magas

herbicidrezisztencijara.

Kordbbi cikloheximides kezelések (Darkéd et al, 1994) de novo fehérjeszintézisre
engedtek kovetkeztetni, ezért a paraquatkezelés hatdsdra indukal6dé gének meghatdrozasa
megfeleld kiindulasi alapot képezett a tovabbi kérdések megvalaszoldsira. A paraquat
szamos mas herbicidhez hasonlé médon szuperoxid gyokok generalasaval fejti ki hatasat,
azonban egyéb gatlds kisérleteink alapjan kimutattuk, hogy a rezisztencia csak a
paraquattal szemben 4ll fenn. Ezért az expresszids kisérletek sordan mindkét biotipus
esetén az indukal6dé gének kozill a szuperoxid-stresszel Osszefiiggd expresszids
héttérzajt” megszlirends, a kizdrdlag paraquat-indukdltakat gy valasztottuk ki, hogy
parhuzamosan a szuperoxidgyok generalé menadionnal is kezeltiik a névényeket.
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Az expresszids vizsgalatokat el8szor differential-display PCR technikdval végeztiik
el, majd eredményeinket szemikvantitativ PCR-rel is megerésitettiik. A vizsgalatok soran
négy gén, egy myb-faktor, egy vakuoldris H+ATPé4z, egy ferritin és egy kationos

aminosavtranszporter homoldg magasabb expressziéjat mutattuk ki.

Ezek kozil a ferritin mindkét biotipus esetén egyformdn indukélddott, ezért az
altaldnos, paraquatkezelésre adott molekularis vélaszok megismerése érdekében a ferritin
szerepét is tisztazni kivantuk. A leginkdbb a lipidmembrdnokat roncsolé reaktiv hidroxil
gyok termelSdése szempontjabol fontos a szabad Fe®* szint intracelluldris szabalyozottsaga.
(Halliwell, 1993)

Ezt a feladatot legf6képpen a multimer vasraktirozé fehérjék, a vashdztartds
egyensulyaért felelés ferritinek latjdk el (Dellagi et al, 2005). A 24 alegységbdl Gsszedlld
ferritinek minden sejtben megtalalhatoak, és akar 4500 vas atomot is képesek Fe(OH)
formdjaban a molekula kozépsé részén tarolni, igy szabalyozva a sejtben a szabad
forméban el6fordulé vas szintjét (Briat et al, 1999). A ferritin a vasat redukalt formdjdban
koti meg, és juttatja kozéps6 magjdba, majd a sejt sziikségleteinek megfelelden ferroxiddz

aktivitdsa kovetkeztében képes annak oxidalt formajat felszabaditani. (Balla et al, 1992)

Altaldnos, védekezésben betdltott funkcidjat sikeriilt kozvetleniil is bizonyitani.
Transzgénikus dohdnyban fokozott ferritin expresszié mellett azt tapasztaltak, hogy a
novény sokkal jobban képes ellendllni az oxidativ és a patogének altal okozott stressznek,
mint vad tipust tarsai. (Dedk et al, 1999) A ferritin gének differencialt expresszidjaval
kapcsolatban tobb kutatast is végeztek. Lupinus esetében ABA és vas, Arabidopsis-ban
pedig ABA, vas és H20: hatdsdt vizsgaltédk a ferritin expresszidjara. Arabidopsis-ban ezen
kiviil a ferritin gén paraquat indukélt expresszidjat tapasztaltdk, mig ez a szint szinglet-

oxigén jelenlétében az expresszids szint nem valtozott. (Camp op den et al, 2003).

o

A megfigyelést megerSsitik a paraquat kezelt Conmyza-n végzett expresszids
vizsgalataink. Eredményeink azt mutatjak, hogy a ferritinek mind a szenzitiv, mind a
rezisztens biotipusban, csak a paraquat kezelés hatdsira mutatnak megnovekedett
expresszios értéket. Ez bizonyitékként szolgalhat, hogy a paraquat altal okozott stresszre a
novény dtmeneti vélaszként a ferritinek fokozott expresszidjaval valaszol, kivonva a

rendszerbdl a Fenton-reakcioban résztvevs Fe®t ionokat.
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Mivel a ferritin teljes szekvencidjat meghataroztuk, fontosnak tartottuk a ferritinek
alapjan a filogenetikai kapcsolatok tisztdzasat is, mellyel tovabbi gének kimutatdsdnak
tervezését segithetjiitk el. Azért is fontos kiemelni a Conyza ferritin génjének
szekvenciajat, mivel az dltalunk kimutatott volt a legelsé, teljes hosszaban meghatarozott,
genomi adatbazisokban altalunk ko6zolt kodolo szakasz az eddig teljesen ismeretlen

genomu Conyza canadensis-b6l.

Ferritineket t6bb fajbdl sikeriilt mar izolalni, kiil6nallo, kisebb géncsaladok
kédoljak. Eddig az Arabidopsis-ban, 16babban és szdjdban négy kiilon ferritin gént
azonositottak a csalddon beliil, mig harmat taldltak a Lupinus luteus-ban, kett6t pedig a

kukoricéban és a Vigna unguiculata-ban (Petit et al, 2001, Connolly és Guerinot 2002).

A hasonldsagi keresések alapjan és a Conyza ferritin szekvencidjanak elemzése
soran megtalaltuk mind a prekurzor plasztiszba juttatdsahoz sziikséges TP tranzit peptidet,
mind az érett fehérje stabilitdsaért felelés EP extenzids peptidet (Lobreaux et al, 1992).
Ezek a peptidek kiilonboztetik meg a noévényi és dllati szervezetekben taldlhatd
ferritineket. A kovetkeztetett aminosav szekvencia alapjan prediktalt térszerkezeti
elemzés kimutatta a ferritinek konzervalt régidit, melyek a ferredoxaz aktivitasért és vas-
nukledcidért feleldsek. (Lobreaux et al, 1992). A filogenetikai elemzést kovetSen kideriilt,
hogy a Conyza-bdl nyert, paraquat hatdsira megnévekedett expressziét mutatd ferritin
molekula leginkdbb a dohdny ferritin2, az Arabidopsis ferritin3, illetve a széjabab ferritin3

molekulakkal all a filogenetikai rokonsagban.

A misik kulcsfontossdgt, a rezisztens biotipusban paraquatkezelésre joval
magasabb szinten indukalédé EST egy, a CAT4 Arabidopsis thaliana kationos
aminosavtranszporterrel nagyfokd hasonldésdgot mutaté szekvenciarészlet volt. A CAT4 az
Arabidopsis aminosav-poliamin-kolin transzporter APC fehérjék csaladjaba tartozik, a
CAT kationos aminosavtranszporterek alcsalddjéba. Az CAT transzporterek tég
szubsztratspecificitast mutatnak: tobbféle, egymastol eltérd karakterd aminosav és egyéb
molekuldk transzportjat is elvégzik. A csaldd tagjai koziil tobbnek feltartak pontos

miikodését és lokalizaltsagat. (Su et al, 2004, Frommer et al, 1995)

Expresszios vizsgdlataink soran a tonoplaszton lokalizdlt CAT4-hez hasonlité
fehérjét kodold gént azonositottunk. Valoszintsithets, hogy egy, a vakuolaris membranon
lokalizalt antiporter felel a kationos aminosavak, poliaminok és toltéseloszlasukban illetve

méretiikben hasonlé egyéb molekuldk transzportjaért, igy adott esetben kompeticid
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alakulhat ki a poliaminok valamint a méretében és kationos toltésében hasonlatos

bipiridil, a paraquat kozétt (Mornet et al., 1997).

Feltevésiinket aldtamasztjdk az in silico elemzések, melyek sordn a putreszcin
illetve paraquat kotShelyeket hatdroztuk meg (2. sz. fiiggelék). A kationos
aminosavtranszportereken kiviil forrdsként szolgalt hdrom tovébbi gén: a paraquat
transzportjara képes 12-TMS masodlagos multidrogrezisztens fehérjecsaladba tartozo,
Ochrobactrum anthropii transzporter PqrA (Jo et al, 2004), a fokozott mértéki
expresszaltsiga  esetén  paraquatrezisztencidhoz — vezetd,  élesztébSl  szarmazd
poliamintranszporter =~ TPO, valamint a TPO d&se, a prokariéta homoldg
poliamintranszporter PotE (Tomitori et al, 1999, Uemura et al, 2005). A PqrA és a TPO
bizonyitottan szubsztratjaként haszndlja a paraquatot, illetve expresszdltsdguk szintje

Osszefiigg a paraquat-rezisztencidval (2. sz. fiiggelék).

A paraquatot is szubsztratként hasznald, Saccharomyces poliamintranszporter TPO
és prokariéta homoldgjanak, a PotE-nek szerkezeti elemzése soran feltartdk, hogy a
putreszcin- és igy a paraquatkotés szempontjabol is a legfontosabb poziciok az N
termindlis fel6l haladva a II, a VI. és a XII. transzmembrin domént kovetd,
citoplazmatikus régiéban elhelyezkedd glutaminsavak. A kationos aminosavtranszporter
CAT csaldd tagjai koziil kizarélag a CAT4 teljesitette a feltételeket, valamint hasonlésdgi
keresések alapjdn is ez az a novényi antiporter, mely a leginkdbb hasonlit primer
szerkezetében is az éleszt$ illetve E. coli putreszcin transzporteréhez. A transzmembran
domének és glutaminsavak hasonlé konfiguracidju elhelyezkedése lehetévé teszi azt a
specifikus toltéseloszldssal és kotési tavolsagokkal bird térszerkezetet, melybe a putreszcin,

illetve adott esetben a hasonlé meéretli és hasonlé toltéssel rendelkezé paraquat képes

kotni (2.sz. fiiggelék).

Az Ochrobactrum anthropi PqrA génjének in silico elemzése is érdemi
tanulsdgokkal szolgalt. A gén szerkezeti elemzése szamunkra kiemelkedGen fontos volt,
mivel talajlaké baktérium membrantranszportert kédolé PqrA génjével létrehozott
transzgénikus dohdny esetén a Conyza-hoz hasonlé mértékll paraquat-rezisztenciat
figyeltek meg. A dohdnynovény igy ellenallt a magas dézisu paraquatkezelésnek, azonban
mads, reaktiv oxigén gyokoket generdlé dgensekre nem bizonyult rezisztensnek. A gén
tehdt, amelynek terméke egy membranban lokalizélt transzporterfehérje, egyediil felelds a

transzgénikus novény nagyfoku paraquat rezisztenciajaért (Jo et al., 2004).
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Ennél a génnél, az in silico elemzések sordn megfigyelhet8 az el6bbi poliamin
transzporterekhez képest kismértékben eltérd szervezédés. A citoplazma felé néz8 régioi
kozott is csupan haromnal taldlunk glutaminsavat, viszont itt egy région beliil akar tobbet
is. Ezzel paralell a CAT4 transzporternél is tobb glutaminsav helyezkedik el a VI és a XII.
transzmembridn domént kovetd régidban. VélhetSleg a kationok szdmdra energetikailag
sokkal kedvez8bb, kapcsolédast megkonnyits, negativ toltésti kornyezet létrehozasaban

fontosak.

Az In silico elemzések alapjan elmondhatjuk, hogy a CAT4 antiporter hasonlit
leginkdbb primer szerkezetében a prokariéta putreszcintranszporter PotE-re, melynek
homoldgja az éleszt6ben képes a paraquatot szubsztratként elfogadni. A
putreszcinkotéhelyek meghatdrozasaval megallapitottuk, hogy a CAT4 kationos
aminosavtranszporter transzmembrdn doménjei és glutaminsavban rendkiviil gazdag
régidinak PqrA paraquatrezisztencia fehérjével egybevagd topografidja alkalmassd teszi a
putreszcin, illetve egyéb kationos molekuldk — igy a bipiridil paraquat — vakuoldris
membrénon keresztiili transzportjira. Ez a tény megerdsiti azt a jelen kisérletekkel
kozvetve alatamasztott feltételezésiinket, hogy akdr egyetlen transzporter megvaltozasa

vagy fokozott expresszidja feleldssé tehetd jelents mértékd rezisztencia kialakulasaért.

A CAT4 génjének repcébdl torténd kimutatdsa is fontos eredménynek szamit a
késdbbi kisérletek és a CAT gének filogenetikai kapcsolatainak feltardsa szempontjabdl. A
genomidlis DNS-b6l szdrmazé nukleotidszekvencidndl rendkiviil nagy, Osszességében
93%-os hasonlésagot tapasztaltunk. A reverz transzkripciéval nyert EST szekvenciat in
silico transzlélva a repce és az Arabidopsis CAT fehérje részlet elsédleges szerkezetében

megegyezett.

Mindent &sszevetve a paraquat felvételi kinetikdja és sejten beliili
kompartmentalizdcidja alapjan azt 4llithatjuk, hogy a paraquat szekvesztralddik a
rezisztens Conyza canadensis (L.) Cronq. novényekben. A hataskifejtés kezdeti
stddiumdban 4ltaldnos vdlaszreakcidként indukal6do, a reaktiv oxigéngyokaok dltal okozott
akut kdrosoddsokat csokkentd ferritin utdn a szekvesztracidban kozponti szerepet tolthet

be a CAT4 kationos aminosavtranszporter.

A rezisztens biotipus CAT4 génje vélhetSleg nagyobb affinitdst mutat a paraquattal
szemben, koszénhetéen vélhetSleg a fehérje transzmembran szakaszan elhelyezkedd

moddosult, glutaminsavban gazdag putreszcinkotShelyeinek. Az is lehetséges, hogy a
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rezisztens biotipus tonoplasztjdban tobb transzporter helyezkedik el. A szekvesztracids
hipotézist korabbi frakciondldsi méréseink is aldtdmasztjdk, amikor a kloroplasztisz
paraquatszintje lecsokkent, azonban a vakuoldris-citoplazmatikus frakcié paraquatszintje
megnovekedett (Jori et al, 2007). A vakuoldris szekvesztraciot alatamasztjak a gatlos
kisérleteink, ahol a CAT4 vakuoldris lumen felé torténd paraquat transzportjanak
elektrokémiai gradiens igényét biztositd, molekuldris vakuoldris H*-ATP-dzokat
blokkoltuk. Az eredményeink azt mutatjak, hogy a Conyza CAT4 gén alkalmas lehet a

paraquat intracelluldris transzportjara és szekvesztracidjara (28. dbra).

sejtfal

plazmalemma
CAT4
Jlrunszporter
Vakuoléris
\
}ATP&Z
UL

Tovabbi
transzporterek

U

28. dbra A paraquat rezisztencidt okozo, vakuoldris szekvesztrdcid valdszintsitett folyamata. A
paraquat a plazmalemmdn 4t egy ismeretlen transzporter kozvetitésével jut be a sejtbe. Az
intracelluldris térbdl tovdbbi transzporterek révén a kloroplasztisz sztromdjdba keriil, majd ujra a
citoszolba transzlokdlodik. A vakudlumba a CAT4-gyel homoldg, kationos aminosavtranszporter
Juttatja a paraquatot. Az antiporter energiaigényeét egy vakuoldris H'ATP-dz fedezi, melyet a NOs
kezeléssel tudtunk blokkolni. Valoszinisithetd, hogy a rezisztens biotipusi Conyza-ban a CAT4
homoldg transzporter nagyobb affinitdssal képes a paraquatot szubsztrdtjaként kezelni, mint a
szenzitivben, illetve fokozott expresszidja révén tobb transzporter épiil be a vakuoldris
membrdnba, igy hatékonyabban képes a paraquatot a vakudlum irdnydba szekvesztrdini.
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Mivel jelenleg a génnek csupan parcidlis szekvencidja ismert, elkeriilhetetlennek
tnik a teljes gén meghatdrozdsa a jovében. Erre kivdldan alkalmasak a kézelmultban
kifejlesztett, teljes genomi analizist elvégzs, 1ij generdcidés genomszekvendatorok, melyek
tobb millié bazist képesek akdr egyetlen nap leforgdsa alatt meghatarozni. fgy a nemrég
még tobb évnyi, kutatdcsoportok Osszehangolt és megfeszitett munkdjit igényld teljes
genomanalizis barki szdmdra hozzaférhet6vé valt. A Conyza genomjanak esetében a CAT4
parcidlis szekvencidjanak ismerete jelent6s mértékben megkonnyiti a gént koriilvevd
genomidlis kornyezet meghatdrozdsat. A CAT4 teljes szekvencidjanak birtokdban pedig
beazonosithatok azok a térszerkezetbeli kiilonbségek, esetleges kotShelyben tortént
mutaciok, melyek a paraquat irdnt mutatott nagyobb affinitasért illetve gyorsabb
transzportrjaért és ezen keresztill a rezisztencidért felelnek. Emellett az expresszids
kiilonbségeket is konnyebb lesz vizsgalni a teljes szekvencia birtokdban. A genom akar
részleges ismeretében is lehet olyan expresszids paneleket tervezni, melyek tobb gén
episztazisat, expressziés mintdzatat figyelik. Lehetdség nyilik olyan real-time esszék
tervezésére is, melyek t6bb gén pontos kdpiaszamat illetve expresszios szintjét is képesek
pontosan meghatdrozni. Ezek utdn meghatdrozhatjuk az Gsszes olyan gént és anyagcsere-
utvonalat is, mely a rezisztencidban részt vesz. A kulcsfontossagu gének szerepét RNS
interferencia mddszerekkel illetve transzgénikus knock-out noévények létrehozasaval

bizonyithatjuk.

Az intracelluldris transzportfolyamatok szekvesztrdcioban betoltott szerepét
nemcsak a Conyza, de mas, herbiciddel szemben ellenall6 novényfajok esetén is érdemes
lenne megvizsgilni. Igy a szekvesztrcién alapulé herbicidrezisztencia molekularis
hétterének feltdrisdval lehetéség nyilhat transzgénikus novények létrehozdsara, de akdr
teljesen ujszerd, az antibiotikum-rezisztenciat kikeriil8, a paraquat rezisztencidjaért felelés

gént szelekcids markerként felhaszndlé transzformdcids moédszer kidolgozasara is.

| Eredmények megvitatdsa



FUGGELEK

1.SZAMU FUGGELEK: ADATBAZIS AZONOSITOK LISTAJA

NCBI azons: Uniprot NCBI faj leiréds
Gene ID

£1:186518351 Q84MA5 827860 CAT1 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 1

81:186497660 QIASS7 842170 CAT2 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 2

gi:186532933 Q8GYB4 833664 CAT3 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 3

gi:186511376 Q8W4K3 821176 CAT4 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 4

£i:186509467 064759 818060 CAT5 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 5

gi:186532933 Q91720 830355 CAT6 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 6

gi:186511376 Q9SQZ0 820229 CAT7 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 7

gi:186497660 Q9SHHO 838282 CAT8 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter 8

gi:186497660 QIC5D6 837104 CAT9 Arabidopsis thaliana cationic amino acid transporter9

gi:186532933 Q39101 831720 ATFER1 Arabidopsis thaliana ferritin 1, ferric iron binding

gi:186509467 Q98756 818622 ATFER4 Arabidopsis thaliana ferritin 4, ferric iron binding

gi:186511376 QISRL5 820276 ATFER2 Arabidopsis thaliana ferritin 2, ferric iron binding

g1:75289753 Q6A196 * CONCD Conyza canadensis ferritin

gi:29839253 Q94FY2 * APF1 Malus xiaojinensis ferritin

875315621 Q9ZP90 * MEDSA Medicago sativa ferritin

gi:29839371 Q8RX97 * NtFerl Nicotiana tabacum ferritin 1

§1:29839345 Q8HI1T3 * NtFer2 Nicotiana tabacum ferritin 2

gi:75292791 Q6VVA5 * Q6VVA5 Oryza sativa ferritin

gi:115489835 Q8L5K0 4351264 Q8L5K0 Oryza sativa ferritin 1

gi:75301478 Q8LK80 * Q8LK80 Oryza sativa ferritin

gi: 417006 P19975 * FRI_PEA Pisum sativum ferritin-1

gi:120531 P25699 * FRI_PHAVU Phaseolus vulgaris chloroplast ferritin

£1:75288881 Q66N72 * Q66N72_PHAAN Phaseolus angularis chloroplast ferritin

gi:120532 P19976 547824 FRI1_SOYBN Glycine max ferritin light chain

8i:29839388 Q941C4 547988 FRI2_SOYBN Glycine max SferH-2 ferritin

gi:29839387 Q948P6 547476 FRI3_SOYBN Glycine max SFerH-3 ferritin

gi:29839386 Q948P5 547477 FRI4_SOYBN Glycine max SFerH-4 ferritin

gi:75305965 Q941G7 * Q941G7_SOYBN Glycine max ferritin

gi:75284501 Q5G1L6 * Q5G1L6_WHEAT Triticum aestivum ferritin

gi 75289899 Q6DQK1  * Q6DQK1_TRIMO  Triticum ferritin
monococcum

gi: 29839287 Q41709 * FRI2_VIGUN Vigna unguiculata ferritin-2, chloroplastic

g1:29840836 P29036 542553 FRI1_MAIZE Zea mays ferritinl

gi :29840837 P29390 542392 FRI2_MAIZE Zea mays Ferritin-2, chloroplastic

gi:49175990 POAAF1 945422 POTE_ECOLI Escheridia coli putrescine transport protein

gi :85666119 Q07824 850631 TPOI1_YEAST Saccharomyces Polyamine transporter 1
cerevisae

gi:9438231 * * PqrA Ochrobactrum paraquat resistance protein PqrA
anthropi

* Az adatbdzis felé nincs annotdlva.
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2. sZAMU FUGGELEK: TRANSZMEMBRAN DOMENEK ES PUTRESZCINKOTOHELYEK /N
SILICOELOREJELZESE

Az abrakon az elsédleges szerkezetbdl elSrejelzett transzmembrin doméneket a
piros, a citoplazma felé es6 aminosavszekvencia részeket a kék, mig a kiilsé tér felé nézé

régidkat a lila szin jeloli. A belsS tér felé nézé régidkban taldlhaté glutaminsavakat zold

nyilak jelslik.
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3.5ZAMU FUGGELEK: FERRITIN SZEKVENCIA

LOCUS AJ786262 765 bp TRNA linear PLN 28-JUL-2004
DEFINITION Conyza canadensis mRNA for ferritin (fer gene).
ACCESSION AJ786262

VERSION AJ786262.1 GI:50787936
KEYWORDS fer gene; ferritin.
SOURCE Conyza canadensis

ORGANISM Conyza canadensis
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
asterids; campanulids; Asterales; Asteraceae; Asteroideae;
Astereae; Conyza.
REFERENCE 1
AUTHORS Jori,B. and Soos,V.
TITLE Ferritin sequence from horseweed (Conyza canadensis (L.) Crong.)
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 765)
AUTHORS Jori,B.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (27-JUL-2004) Jori B., Department of Plant Physiology,
Eotvos Lorand University, Budapest, Pazmany Peter setany 1l/c.,
H-1117, HUNGARY

FEATURES Location/Qualifiers
source 1..765
/organism="Conyza canadensis"

/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:72917"
/tissue_type="leaf"
/country="Hungary"

gene 1..765
/gene="fer"
CDs 1..765

/gene="fer"

/codon_start=1

/product="ferritin"

="CAH05075.1"

S 0787937"
/translation="MLLKTAPASRLSSVPASVDNLTGSSRSIPSASHSPAIVCAAAKG
GGSNNKPITGVVFEPFEEVKKELNLVPTVPQQSLARQKYADDSESIINEQINVEYNVS
YVYHAMYAYFDRDNVALKGLAKFFKESSEEEREHAEKFMEYQNKRGGKVKLQSTLMPL
SEFDHAEKGDALYAMELALSLEKLTNEKLLHVHAVATKNNDVQLADFVESEFLGEQVE
AIKRISEYVAQLRRVGKGHGVWHFDQMLLQEEGLVA"

ORIGIN

i

atgcttctca aaacagctcc tgcttctcgg ctatcttctg tcccggcatc ggtagataat

61 ctcaccggat cttcgcgttc aattccgtct gettcacatt ctccggecgat cgtttgtgeg
121 gcagcgaaag gcggcggctc aaacaacaaa ccgataactg gtgttgtgtt tgaaccgttt
181 gaagaagtga aaaaagagct taatcttgtt cctactgttc ctcaacaatc tcttgctegt
241 cagaaatacg ctgatgattc tgaatccatc atcaatgaac agatcaatgt tgagtacaat
301 gtttcatatg tgtaccatgc tatgtatgct tactttgata gagataatgt agctctcaag
361 ggattagcca agttttttaa ggagtctagt gaagaggaaa gggaacatgc tgaaaagttt
421 atggaatacc agaacaaacg tggtggtaag gtgaaattac aatctatttt gatgccgttg
481 tctgagtttg atcacgctga gaaaggggat gcactttatg ctatggagct tgcattgtca
541 ttggagaaat tgacaaatga gaaacttcta catgtccatg cggtggccac caagaacaat
601 gatgtgcaat tggctgattt tgttgaaagc gagttcttgg gtgaacaggt tgaggcaatc
661 aagagaatct ctgaatatgt ggctcagctg agaagagttg gcaaaggaca tggtgtttgg
721 cactttgatc agatgcttct gcaagaggaa gggcttgtag catga//
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ROVIDITESEK JEGYZEKE

12T™
14 T™
AATI1
ABC
ACT
AGP2
APC
APX
AtAAP
AtANT
AtAUX
ATF
AtFerr2
AtLHT
ATP
AtProT
CAD
CadB
CAT
CAT1-9
cDNS
DCCD
DDRT-PCR
DNS
dNTP
DUR3
EmrE
EP

EST
Fv/Fm
GAP1
Glu
LIZ, Lys
MATE

MDR
MFS

12 transzmembran domén szerkezet

14 transzmembran domén szerkezet

Arabidopsis aminosav transzporter 1

ATP-binding casette protein, ATP-kotd alegységgel bir6 fehérje
aktin

arabinogalaktan protein 2

aminosav-poliamin-organokation transzporter fehérje

aszkorbat peroxidaz

Arabidopsis thaliana aminosav-permedzok csalddja

Arabidopsis thaliana aromas és neutralis aminosav transzporter
Arabidopsis thaliana auxin transzporter

amino acid transporter family, aminosavtranszporter csaldd
Arabidopsis thaliana ferritin 2

Arabidopsis thaliana lizin-hisztidin transzporter
adenozil-trifoszfat

Arabidopsis thaliana prolin transzporter

kadaverin

kadaverin transzporter “B”

katalaz

cationic amino acid transporter 1-9, kationos aminosavtranszporter
komplementer dezoxi-ribonukleinsav

N4NT1 -diciklohexil-karbodiimid

differential display reverse transcriptase polimerase chain reaction
dezoxi-ribonukleinsav

dezoxi-ribonukleotid trifoszfat

ureatranszport protein 3

etidium metil-viologén rezisztencia protein “E”

extenzios peptid

expressed sequence tag

véltoz6 és maximdlis fluoreszcencia hdnyadosa
gamma-aminovajsav permedz 1

glutaminsav

lizin

multidrug and toxic compound extrusion, multidrog - és toxikus dgenseket
kilokd fehérjék csalddja

multidrog-rezisztencia

major facilitator superfamily, a legf6bb facilitdtor fehérjék csalddja

| Roviditések jegyzéke



mvrA metil-viologén rezisztencia protein ,A”

mvrC metil-viologén rezisztencia protein ,,C”

MYB myeloblastoma transzkripcids faktor

ORN ornitin

PAM pulzus amplitid6é moduldcié

PCR polimerase chain reaction, polimerdz ldncreakcié

pGOL Post-Golgi partikulum

PMF proton motive force, protonhajtéerd

PotA-1 poliamin transzporter “A”-“T”

Pq paraquat

PqrA paraquat rezisztencia faktor “A”

PSI a fotoszintézis I-es fotokémiai rendszere

PSII a fotoszintézis II-es fotokémiai rendszere

PTK1 protein-kindz 1

PTK2 protein-kindz 2

PUT putreszcin

PVS poliamin szekvesztraciés vezikula

QacA quaternary ammonium compounds transporter

RND resistance-nodulation-cell division, rezisztencia- noduldci6-sejtosztodas- fehérjék
csalddja

RNS ribonukleinsav

RT-PCR reverse transcriptase polimerase chain reaction

SAM3 S-adenozil metionin transzporter, élesztd

SMR small multidrug resistance, kisméretti multidrog-rezisztencia fehérjék

SOD szuperoxid dizmutdz

SPD spermidin

SPM spermin

TAE tris-acetdt-etiléndiamin-tetraecetsav

TEXAN toxin extruding antiporters, toxinkizaré antiporter csaldd

™ transzmembran

TMD transzmembran domain

TMS transzmembran szegmens

TP tranzitpeptid

TPO transporters for polyamines, éleszt$ poliamintranszporter csaldd

TPP tetrafenil-foszfonium-klorid

tpt transzporter

UGA4 univerzilis gamma-aminovajsav transzporter

VAC vaku6lum

YAT Yeast Amino acid Transporter, éleszt6 aminosav transzporter
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OSSZEFOGLALAS

A gyomnévények ellen a vildgon legszélesebb korben alkalmazott herbicidek
egyike a paraquat. Intenziv haszndlata kovetkeztében az elmult évtizedekben egyre
gyakrabban jelentek meg a gatloszerrel szemben tolerdns és rezisztens gyomfajok. Szdmos
elmélet kivant magyardzatot adni a rezisztenciafaktoraban kiemelkedS betyarkérd
(Conyza canadensis /L./ Cronq.) paraquat rezisztenciajara, azonban egyik sem bizonyult

cafolhatatlannak.

Munkam célja a betydrkdérd paraquattal szembeni rezisztenciamechaniumusanak

feltarasa volt, melynek soran az aldbbi fontos megdllapitdsokat tettem:

A rezisztencia oka a szekvesztracid, melynek soran a paraquat metabolikusan
inaktiv kompartmentbe, a vakudlumba jut. Kimutattam, hogy a szekvesztracids
mechanizmusban kézponti szerepet tolt be egy, az ABC-fehérjéktdl kiilonbozd
transzporter. Ez a transzporter protein a szekvenciaelemzések alapjan az Arabidopsis
CAT4 kationos aminosav transzporter homoldgja, mely a 14-transzmembran doménnel
rendelkez8 aminosav-poliamin-kolin (APC) transzporterek csalddjaba tartozik. A CAT4
homolégon elvégzett in silico elemzésekkel kimutattam a transzmembran fehérje azon
kotdhelyeit, melyek kulcsfontossagu szerepet toltenek be a szubsztrat putreszcinhez

hasonl6 toltéseloszlasu paraquat kotésében és transzportjaban.

A CAT4 a tonoplaszton lokalizalt; a paraquatot vakuoldris térbe szdllitd
transzporter energiaigényéhez protongradienst biztosité vakuoldris H+-ATPaz specifikus
gitldsa esetén a paraquat rezisztencia megsziint. A CAT4 expresszidja paraquat kezelés
hatdsdra indukédlédott, mely indukcié a rezisztens novényben lényegesen nagyobb
mértékd volt, mint a szenzitivben. A rezisztencia mechanizmus hétterében a CAT4
fehérje szerkezetének modosulasiabdl eredd, paraquattal szemben megnévekedett
affinitdsa, illetve fokozott expresszidja révén a vakuoldris membranon nagyobb szdmban

elhelyezkedd transzporterek eredményezte intenzivebb paraquat-transzport allhat.
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A citoplazmatikus vas atomok a gitldszer alkalmazdsit kovetSen a paraquattal
koélesonhatdsba 1épve membrankdrosité hidroxil-gyokoket generalnak, igy a vaskotd
fehérjék szerepe a paraquat kezdeti karositd hatdsdnak mérsékelésében kulcsfontossagu.

Bebizonyitottam, hogy a szabad vas atomok kotéséért felelés ferritin expresszids szintje a

szenzitiv es a rezisztens betyarkordban egyarant megnovekedett a gatldszer hatasara.

Az expresszalédo szekvenciarészek alapjan meghatdroztam a teljes ferritin gént és
elhelyeztem a genomikai adatbazisokban. A ferritin filogenetikai torzsfajanak elemzésével
megallapitottam, mely, mdr ismert genomu névényfajok dllnak legkozelebb molekularis

szempontbol a betyarkdéréhoz.

Osszegezve: molekuldris bioldgiai és in silico elemzésekkel sikeriilt aldtimasztanom
azt a hipotézist, mely szerint a betydrkord rezisztens biotipusi névényében a CAT4
kationos aminosav transzporter a paraquatot metabolikusan inaktiv partikulumba, a
vakudlumba szekvesztralja, emellett az atmeneti védekezésben a ferritin csokkenti a

paraquat regenerdcidjat és kezdeti karositd hatdsat.
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SUMMARY

Paraquat belongs to one of the widest used herbicides against weeds. Its intensive
use caused increasing appearance of tolerant and resistant species against the herbicide.
There are several theories explaining the resistance and outstanding resistance factor of

horseweed (Conyza canadensis/L./ Crong.) but none of them proved to be irrefutable.

The aim of my work was the definition of the mechanism of resistance of

horseweed against paraquat, where I made the following important suggestions:

The cause of resistance is the sequestration, where paraquat ends in the metabolic
inactive compartment vacuole. I demonstrated the key role of a transporter protein in the
sequestration mechanism that differs from ABC-transporters. Based on sequence analysis
the protein is a homologue of Arabidopsis cationic amino acid transporter CAT4, which
belongs to the 14 transmembrane subfamily of APC (Amino acid- Polyamine- Choline)
transporters. 1 showed with in silico analysis the putative key positions in the primary
sequence of the protein, where binding and transport of paraquat may occur according to
the similarities of charge distribution of paraquat and natural substrates like cationic

amino acids and polyamines.

CAT4 is localized on the tonoplast; the phenomenon of paraquat resistance could
be eliminated by the use of specific inhibition of vacuolar H+-ATPase which supplies the
proton gradient needed for CAT4 and paraquat translocation into the vacuole. CAT4
showed paraquat treatment induced expression especially in the case of resistant biotype
of horseweed. The background of the resistance mechanism may be the increased affinity
of transporter against paraquat caused by modification in the structure of CAT4 protein or
the more intensive paraquat transport caused by the higher expression and enlarged

number of CAT4 transporter proteins.
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Following the use of inhibitor cytoplasmic iron reserves interact with paraquat
building hydroxyl radicals that damage membranes therefore iron binding proteins have a
key role during the initial phase of the destruction effect of paraquat. I verified that
paraquat treatment increased the expression level of the iron binding protein ferritin in

both sensitive and resistant biotypes of horseweed.

Derived from expressed sequence tags I identified the whole coding sequence of
ferritin and uploaded the data into genomic databases. Based on the analysis of the
phylogenic tree of ferritins I showed molecularly neighbor species possessing a known

genome that stands the nearest to horseweed.

These molecular and in silico biological results support the hypothesis that in the
resistant biotype of horseweed paraquat is sequestrated into a metabolic inactive particle
vacuole and this transport occur through the cationic amino acid transporter CAT4
moreover ferritin reduces during initial phase of protection the further damaging effects

and regeneration of paraquat.
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