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Bevezetés

A kornyezeti stresszhatdsok kovetkeztében konnyen felborulhat a sejten beldli
oxidacids/redukcios folyamatok kozti egyensuly, ami reaktiv oxigénformak felhalmozddasaban
és novényeknél a fotoszintézis mértékenek csdkkenésében nyilvanulhat meg. El6bbieknek a
kiilonb6z6 biomolekulakkal torténd interakcidja (lipidperoxidacié, fehérjék, DNS karositasa)
citotoxikus anyagok akkumulaci6jahoz vezet.

Az aldo-keto reduktdz (AKR) enzimcsalad egyik klasszikus tagjat, az ald6z reduktazt, a
poliol anyagcsere Ut els6 enzimeként azonositottak, amely a glikkoz-szorbitol &talakulést
katalizdlja. Ozmolitok képzésével szamos AKR szerepet jatszik az ozmoregulacidban, ami
novényeknél fontos eleme a szarazsagtiirésnek. A cukroknak cukor-alkoholokka torténd
redukélasan kivil egyes AKR-ek hatékonyan redukéalnak szamos toxikus, lipidperoxidaciobol és
glikolizisb6l szarmazo reaktiv karbonilokat (pld. malondialdehid (MDA), 4-hidroxinon-enal,
metilglioxal (MG)). Ezaltal védik a sejteket, segitenek a reaktiv karbonilok altal okozott
fehérjemodositasok megel6zésében. Nemrég, egy AKR4C9 (At2g37770) névvel illetett AKR-t
azonositottak az Arabidopsis thaliana-bol és kimutattak, hogy a rekombinans fehérje szubsztatjai
kozott szerepel az egyik fO lipid-peroxidacios termék, az MDA is. Az oxidativ kéarosodas
hatdsdnak a csokkentésére jo példa a lucerna (Medicago sativa) AKR-t taltermeld
dohdnynovények, ahol magasabb fok( rezisztenciat tapasztaltak a metilviologén (MV),
nehézfémek, UV-B sugarzas altal indukalt oxidativ k&rosodassal szemben, mint a vad tipusu

ndvényeknél.

Célkitiizések

Munkank &tfogé célja egy olyan transzgénikus stratégia alkalmazésa és tesztelése
modellndvényen (dohany), amely a reaktiv karbonilok méregtelenitésében résztvevé enzimek
tultermeltetésén alapszik és e technoldgia atvitele, felhasznaldsa a haszonndévényeinken (blza,
arpa, rizs) gazdasagi jelent6séggel birhat. Részletezve a kovetkez6 célokat tliztiik ki e munka

soran:



- Stresszindukalhaté rizs AKR-ek azonositasa kiilonb6z6 bioinformatikai
mbdszerek  segitségével (homoldgia keresések, prométeranalizis  stb.),
génkifejez0déslik  vizsgalata  kiilonb6z6  stresszkezelések  hatasara  rizs

sejtszuszpenzidkban

- Ugyancsak rizs sejtszuszpenziokban az AKR fehérjeindukco
nyomonkdvetése kiilonboz6 stresszkezeléseket (hdstressz, benzil-alkohol, H,0,,

abszcizinsav (ABA)) kdvetden

- A leginkébb stresszindukalt OsAKR1 gén &ltal kddolt fehérje jellemzése,
szubsztratspecificitasanak megallapitasa, a reaktiv karbonilok méregtelenitésében

betdltott szerepének in vitro és in vivo igazolasa

- Rekombindns fehérje rendszerben (a Calvin-Benson ciklus egyik
kulcsenzimén, a foszforibulokinazon (PRK)) annak bemutatdsa, hogy milyen
toxikus fehérjemddositd hatdsai vannak néhany gyakran keletkezé reaktiv
karbonilnak

- Az OsAKR1-nek transzgénikus dohanyokban torténd taltermeltetése és a

tultermeld vonalak stressztlirésének a vizsgalata.

- Jovobeli célként olyan cisz- illetve transzgénikus probalkozésok,
amelyekben egy rizsb6él szarmazo6 reaktiv karbonil detoxifikalé enzimnek (pld.
OsAKR1) a tultermeltetésével jobb stressztiirést biztositanank gazdasagilag fontos
haszonnévényeinknek (pld. rizs és baza).



Moddszerek

1) Szémitogépes programok alkalmazasa (génszelekcio, promoteranalizis, homologiak
alapjan torténd rizs AKR torzsfa létrehozasa, genomikai és proteomikai adatbdzisok
vizsgalata)

2) Molekuléris bioldgiai modszerek
- génexpresszio vizsgalat valos idejii kvantitativ PCR segitségével
- génklénozas
- Escherichia coli és dohany genetikai transzformacio
- Western hibridizacio
- rekombinéns fehérje termeltetése bakterialis rendszerben
- enzimatikus paraméterek meghatarozésa
- in vitro fehérjemddositési Kisérletek reaktiv karbonilokkal

3) Elettani mérések
- MG szint spektrofotometrids mérése
- MDA szint meghatérozasa
- fotoszintetikus kvantumhatasfok meghatarozasa
- AKR enzimaktivitas mérése névényi kivonatokban
- PRK aktivitas meghatarozasa

4) Stresszkezelések
- oxidativ stressz- MV kezelés
- hostressz

- stresszkezelések rizs sejtszuszpenziokon (ABA, mannitol, H,O,, benzil-alkohol, NaCl)



Eredmeények

1) Stresszindukalodo rizs AKR gének azonositasa és Kivalasztasa

Prométeranalizis, homoldgia keresések (a stresszindukalodo lucerna MsALR-el és az
Arabidopsis At2g37770-vel), kromoszomalis lokalizacio, illetve szarazsagtiiréshez kapcsolt QTL-
ek kromoszomalis térképezese alapjan kivalasztottunk 3 rizs AKR gént (OsAKR1, OsAKR2 és
OsAKR3). Génexpresszios vizsgalat alapjan kidertlt, hogy ABA hatasara tobb mint 10-szeres
transzkriptum névekedest lehetett tapasztalni a kontrollhoz képest az OSAKR1-nél, de ez a gén az
ozmotikus illetve sostresszre is magas szinten indukalédott. Az indukcios profil a gén
promoterében  talalhaté  elemekkel lehet &sszhangban. A  PlantCARE  adatbazis

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html) segitseégével elemezve a promoter

régiokban taldlhato transzkripcios faktor kotéhelyeket azt talaltuk, hogy az OsAKR1 promotere
tartalmazta a legtobb ABRE es TGACG kdzponti motivumot tartalmaz6 promoterelemet, Ezek
lehetnek felelosek az ABA és az oxidativ stresszvélaszok kialakitdsaért. Ezen kivil egy Uj
enumeracios algoritmus segitségével is analizaltuk a promotereket. Ez a modszer is megerdsitette
azt, hogy az elobb emlitett harom gén kozil az OsAKR1 tartalmazza a legtobb,
stresszindukcioban részt vevd transzkripcios faktor kotéhelyet. Ezek alapjan valasztottuk ki az

OsAKRL1 gént illetve az altala kodolt fehérjét a tovabbi jellemzés szempontjabol.

2) A GST-OsAKR1 fehérje enzimkinetikai jellemzése

Az Escherichia coli-bol tisztitott rekombinans GST-OsAKR1 fehérjének megmértiik az
enzimaktivitasat szamos aldehid és cukor szubsztraton. Kider(lt, hogy az enzim nagy hatasfokkal
redukal olyan toxikus és normalis élettani kdrtlmények kozott is nagy mennyiségben keletkezo
karbonilokat, mint az MG és MDA, valamint néhany cukor szubsztratot is. Erdemes megemliteni,
hogy az OsAKR1-nek mind az MG-re mind pedig az MDA-ra kapott Km értéke a
szakirodalomban leirt élettani koncentracidtartomanyban van, ami ndveli annak a valOsziniiségét,
hogy in vivo is fontos szerepe van az emlitett reaktiv karbonilok detoxifik&cidjaban. A masik két
rizs AKR gén (OsAKR2, OsAKR3) altal kodolt fehérjéek esetében nem siker(lt aktivitast kimutatni.



Ennek oka lehet a fehérjék masodlagos szerkezetében észlelt kilonbség, de a sziik szubsztrat
specificitdisnak nem megfeleld aldehideken végzett mérések is magyardzhatjadk az aktivitas

hianyat.

3) Reaktiv karbonilok toxicitasa és fehérjemddosito hatésai

Az enzimkinetikai vizsgalatok soran kiderult, hogy az GST-OsAKR1 fehérje nagy
hatékonysaggal képes redukalni reaktiv karbonilokat. Az MG egy reaktiv oxo-aldehid, ami a
glikolizis melléktermékeként nagy mennyiségben képzodik. Az MDA egy lipid-peroxidacios
termék és foleg linolénsavbol keletkezik. Mindkét aldehid toxikus és jol ismert karbonilacios
képességérdl, amely modositds altaldban a fehérjék funkcidjanak az elvesztését is jelenti.
Kisérletileg igazoltuk, hogy az 5 mM MG és 1 mM MDA képes majdnem teljes mértekben
inaktivalni olyan fehérjéket mint példaul a PRK, mely a Calvin-Benson ciklus egyik kulcsenzime.
Immunokémiai mddszerekkel is sikerllt kimutatni a PRK szerkezetében a protein karbonilacio
altal okozott valtozasokat, ami 6sszhangban volt az aktivitasvesztéssel. Emlitésre méltd, hogy
mindkét fent emlitett reaktiv karbonil szubsztratja az OsAKR1-nek, ezért egy ilyen méregtelenitd
fehérjének a tultermeltetése megoldés lehet e toxikus aldehidek &ltal okozott fehérjemodositasok

megeldzésében.

4) Az OsAKR1 fehérje in vivo méregtelenité hatékonysaganak igazolasa bakterilis és ndvényi

rendszerekben

Munkank soran sikerilt kimutatni, hogy az GST-OsAKRL1 j6 hatékonysaggal képes redukalni
olyan karbonilokat mint az MG, vagy MDA. Célunk volt igazolni, hogy az OsAKR1 enzim képes
ezt a feladatot in vivo is ellatni. Sikertlt kimutatni az OsAKR1 védbhatdsat bakterialis
rendszerben illetve OsAKR1-et thltermeld dohanyndvényekben is. Azok a baktériumsejtek,
amelyek termelték a rekombindns AKR fehérjét jobban toleraltdk a magas MG koncentraciot,
mint a kontroll sejtek. Ez az eredmény ramutat az AKR enzimek konzervalt jellegére; azaz egy
rizsbdl szarmazd enzim tultermeltetése képes megndvelni a baktériumsejtek tolerancidjat egy

toxikus agenssel szemben, jol kiegészitve a baktérium sajat detoxifikacios Gtvonalait.



A teljes kort jellemzés elengedhetetlen feltétele volt, hogy megvizsgéljuk a gén és a
fehérje viselkedését transzgenikus novényekben is. Eredményeink azt mutatjak, hogy az
OsAKR1-et tultermelé dohanyvonalak jobb fotoszintetikus paraméterekkel rendelkeztek a 10
mM MG kezelést kovetben, mint a vad tipusiu novények, emelett alacsonyabb MDA
koncentraciokat lehetett benniik kimutatni a 100 uM MV altal indukalt erés oxidativ stresszhatas
utan is (foleg a magasan expresszalo B1/1-es vonalban), ami hatékonyabb detoxifikaciora mutat.
Hoéstressz alkalmazédsa utan a transzgénikus levélkorongok fotoszintetikus hozama joval
meghaladta a vad tipustakét. Pozitiv korrelaciot talaltunk a transzgénikus vonalakban megtermelt
OsAKR1 fehérje mennyisége és a stressztiirés mértéke kozott. A tultermelé dohanyvonalakban az
AKR aktivitds magasabb volt, mint a vad tipusban, illetve a hdstresszt kovetden kevesebb lipid
peroxidacios terméket (MDA) sikerilt bennik kimutatni. Meglep6 médon az endogen MG szint
is Kisebb volt a transzgénikus dohanyokban mind kontroll &llapotban, mind pedig hdstresszt
kovetden, ami arra utal, hogy e detoxifikdld enzimnek a taltermeltetése jol kiegésziti a f6 MG
semlegesit6 utvonalat, a glioxalaz rendszert.

E munka eredményei alapjan felallitott lehetséges kapcsolat az AKR enzimek
detoxifikacios hatasa és a hdstressztirés mértéke kozott ujdonsagnak szamit ndvényekben. Az
OsAKR1 enzim felhasznéldsa transzgénikus megkozelitésekben az enzim reaktiv karbonil-
detoxifikald tulajdonsagan alapszik. A stressztiirésben szerepet jatszd gének feltérképezése a
hagyomanyos nemesitési eljarasokkal kardltve rezisztensebb gazdasagi haszonndvény
genotipusok Ilétrehozésara torekszik, és ezek a kutatdsok jo kiindulési alapot szolgaltatnak a

kittizott cél eléréséhez.
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