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Bevezetés

A vas a novények fejlédéséhez elengedhetetleniil sziikséges, Gn. esszencialis tapelem.
A vas kozponti jelentésége annak tulajdonithatd, hogy képes fehérjékhez koordinalddni és
képes elektronokat felvenni, ill. leadni, donorként és akceptorként is viselkedni, ezért fontos
kofaktorként szolgal sok enzim szamara, foleg amelyek szerepet jatszanak a fotoszintézisben,
a légzésben, a DNS-bioszintézisben, €s a nitrogén-anyagcserében. Annak ellenére, hogy
rendkiviil fontos a megfeleld mennyiségii jelenléte, a vas toxikus is lehet, ha tal nagy
mennyiségben halmozodik fel. Ennek az az oka, hogy a szabad vas Fenton-reakcioban vesz
részt, és citotoxikus hidroxil gyokoket képez. (Winterbourn, 1995). A sejtben ugyanis
kiilonbozdé folyamatok eredményeként reaktiv oxigénformak (ROS) képzddése figyelhetd
meg (pl. a kloroplasztiszban vagy mitokondriumban megtaldlhato elektrontranszportlanc
miikodésének eredményeképpen). A ROS kéziil a szuperoxid anion gyokdok (O*) csak igen
rovid ideig képesek 1étezni, mivel a felesleges elektronjuk miatt reakcioba 1éphetnek az €16
szervezetet alkoto szerves vegyiiletekkel. A O*~ (enzimatikus, szuperoxid diszmutdz — SOD —
katalizalt) diszproporciondlodasaval H,O, és O, keletkezik. A keletkezett H,O, jéval nagyobb
stabilitassal rendelkez0, tehat kevésbé reaktiv ROS, azonban Fenton-reakciokban vehet részt.
Ennek lényege, hogy Fe®  ionok jelenlétében H,0,-b6l rendkiviil agressziv, nagy
reakcidsebességli hidroxilgyokok keletkeznek (a H,O,, a fémtdl egy elektront kap, aminek
kovetkeztében a H,O, hidrolizal, egy hidroxil ionra (OH") és egy hidroxil gyokre (OH’) esik
sz¢ét, amely ellen nincs kozvetlen enzimatikus védekezés, és amely gyok rendkiviil erds
oxidaloszerkeént viselkedik organikus molekuldkkal szemben.  Ezért a novényi szervezeten
beliill a vas szabadon nem, csak szerves molekuldkkal komplexet alkotva, vagy kelatok
formajaban lehet jelen. A ndvények, hogy elkeriilj¢k a vas Fenton-reakciokban valo

részvételét, erdteljesen szabalyozzak a vas felvételét és szallitasat.

A novényi sejtekbe felvett vas 80-90 %-at a kloroplasztiszok tartalmazzak (Terry ef al., 1986;
Morrissey et al., 2009). A novényekben a vas esszencidlis a fotoszintézishez, a klorofill
bioszintézishez és mas esszencialis anyagcsere-folyamatokhoz. A kloroplasztiszokban a 6
vastartalmu fehérjék a Fe-S fehérjék (pl. PSI) és hem kofaktorokat kotd enzimek (pl.
aszkorbat-peroxiddz) (Balk ef al., 2005; Briat et al., 2007). A plasztiszokban ferritin jellegli
vaskotd proteinek is taldlhatok (Briat er al., 2010a), jelenlétiik azonban csak fiatal levelek

differencialatlan plasztiszaiban, illetve stressz-koriilmények kozott mutathatd ki (Briat et al.,



2010b). A ferritinek nagy mennyiségli vasat képesek felhalmozni Fe-OH formdban. A
kloroplasztiszok vastartalmanak kisebb részét a fehérje kofaktorként jelenlévdé 6nalld vas
ionok teszik ki, pl. a PSII reakciocentrum-protenjein és a SOD-ban (McMaster ¢s Oganesyan,

2010).

A vas nemcsak a fejlddéshez esszencialis, hanem a ndvényi életfunkciok miikodéséhez is
nélkiilozhetetlen. Vashiany hatasdra a novény sulyos hianytiineteket mutat, vagyis klorozis
alakul ki, ami a levelek sarguldsdban nyilvanul meg, és a klorofill szintézis vas-fliggéséhez
kothetd (Abadia ef al., 2011). Tehat a klorofill bioszintézis és a vas-kén fehérjék, mint pl. a
pigment proteinek Osszeszerelddése a tilakoidmembranokban vashiany hatdsdra erdsen
gatlodik, ami a novény fotoszintetikus aktivitdsanak €s produktivitasdnak csokkenéséhez
vezet (Andaluz et al., 2007). Ezen kiviil a vasra sziikség van az oxidativ stressz elleni

védelemben résztvevd vastartalmu fehérjék képzddéséhez is.

Bar a talajokban 4ltaldban az Osszes vastartalom jelentdsen meghaladja a ndvények
sziikségleteit, a ténylegesen felvehetd (oldhaté formaban jelen 1évd) vas mennyisége a vas-
oxidok, hidroxidok széles pH tartomanyban fellépd rossz oldéddsa miatt csekély. A ndvények
kétfele stratégiat fejlesztettek ki a vas felvételére (Romheld, 1987). Az I. stratégiat kovetd
novények (kétszikiiek és a fifélek kivételével az egyszikiiek) a vasat a plazmamembran
felilletén redukaljak, majd a képzédott Fe*'-t transzportaljak a sejt citoplazmajiba. Ezt
megeldzi egy protonleadasi 1épés: vashianyos koriilmények kozott a stratégia 1. novények
protont adnak le a rizoszféraba, ezzel csokkentik a talajoldat pH-jat és névelik a Fe’*
oldhatosagat. Ugyanis egy egységnyi pH csokkenés a Fe*" oldhatésagat 1000-szeresére noveli
(Olsen et al., 1981). A folyamatért felelds proton ATP-az az AHA csalad (4rabidopsis H'-
ATP-4z) tagja ¢és vashiany hatasara fokozott mértékben jelen van a gyokér
plazmamembranjaban. (Santi et al., 2005; Santi et al., 2008; Santi et al., 2009; Dell’Orto et
al., 2000). A II. stratégiat kovetd novények (fiifélek) specialis, Fe’* komplexalasara képes
vegyiileteket (fitoszideroforokat) szintetizdlnak és adnak le a rizoszférdba, majd az igy
képz6ds Fe'™
Connolly, 2009; Romheld és Marschner, 1986).

- fitosziderofor komplexeket transzportaljak a membranon keresztiil (Jeong és

Stratégia I. novények vasfelvételében esszencialis a talaj vastartalmanak a redukalasa, hiszen
e stratégiat kovetd novények szabad Fe’'-t tudnak felvenni. A gyokér felszinén a talaj
vastartalmanak Fe’™ — Fe®'-vé redukaldsaban egy membrankotott vas-kelat oxidoreduktaz

(FRO2) vesz részt. A FRO2 expresszioja vashiany hatasara erdteljesen fokozodik a



gyokerekben (Wu et al., 2005). A vasfelvételi rendszer miikddése soran eldszor a kelatokban
kotott Fe®™ redukalodik a FRO2 segitségével, majd a szabad Fe*'-t a gyokér felveszi az IRT1
(iron-regulated transporter) segitségével (Guerinot, 2000). Stratégia II. vasfelvétel soran a
Fe"-fitosziderofor komplexeket a gyokér egy transzporter segitségével veszi fel, amely a
YSL csaladhoz (Yellow Stripe) tartozik, és a kukorica YS1 fitosziderofor-transzporterérdl
nevezték el (Curie et al., 2009). Az YSL transzporterek koziil az YSL1 kukorica (Zea mays)
levélben, mig az YSL2 az Arabidopsis gydkerek endodermiszének periciklus-sejtjeiben
expresszalodik és plazmamembranjaban lokalizalt (Schaaf et al., 2005) (1. abra). A fifélék
ezen kiviil a Fe*-t is fel tudjak venni a stratégia-1. Utvonalon keresztiil (Cheng et al., 2007 és
Ishimaru ef al., 2006), azonban vashidnyos kdrnyezetben nem figyelhetd meg proton ATP-4z

aktivitas vagy vas-kelat reduktaz aktivitas novekedése, mint a stratégia-I. ndvények esetén.

I. stratégia Il. stratégia
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1. abra: A magasabbrendii novények vasfelvételi mechanizmusai. Stratégia 1. névényekben
(pl. Arabidopsis, borsé, paradicsom) a Fe"kelitok redukdlédnak, mielétt a Fe® a
plazmamembranon  felvevidne. A strategia 1l. névények (pl. drpa, kukorica, rizs)
fitoszideroforokat  (PS) bocsdtanak ki, majd a Fe™-fitosziderofor  komplexeket

transzportaljak a plazmamembranon keresztiil. (Forras: Schmidt, 2003)

Béar a gyokérbe torténd vasfelvétel mechanizmusa egyre részletesebben ismert, a vas
transzlokacidja, igy a xilémelemek vasfelvételi folyamata még kevéssé feltart. Egyes

elképzelések szerint szerepe lehet ebben a folyamatban az IREGI (Iron-Regulated)



transzporternek (Kim ¢és Guerinot, 2007), de YSL kozvetitette Fe-NA transzport is
elképzelhetd (Abadia et al., 2011).

Ahhoz, hogy a ndvény kivédje a vas toxikus hatdsait, a szabadon 1évé vas szallitdsara
kelatokat hasznal, pl. citratot és nikocianamint (Curie et al., 2009; Haydon ¢és Cobbett, 2007).
Attol fliggéen, hogy a ndvény milyen vas-keldt komplexet hasznal, kiilonb6z6 szallitasi
rendszerek vesznek részt a vas novényen beliili elosztasdban. A xilém konnyezési nedvben a

(m

vas leggyakoribb formaja a Fe' ’-citrat (2. abra), tehat a citrat részt vesz a vas hosszu tava

transzportjaban (a gyokérbdl a szarba) (Rellan-Alvarez et al., 2009)

2. abra: A xilémben a vas elsésorban Fe;Cit; komplex formdjaban szallitodik. Az abran a molekulat
alkoto atomokat kiilonbozo szinnel jeloltiik (vas: lila, oxigén: piros, szénatomok: zold, hidrogen:

fehér). (Forrds: Rellan-Alvarez et al., 2009)

A citrat xilémbe torténd betdltéséért az FRD3 (ferric reductase defective) felelds, amelynek
periciklus és a szallitoszovetek sejtjeinek membranjaiban lokalizalodik. A nikocidnamin egy
nem fehérjeépitd aminosav, szerkezetileg a fitoszideroforokhoz hasonlé, amely a Fe’'-t és a
Fe*'-t is kelalni tudja a floémben intercellularis transzportra (Curie et al., 2009). Minden
ndvény szintetizal és hasznal NA-t, fliggetleniil az alkalmazott vasfelvételi stratégiatol. Azok
a mutansok, amelyek nem képesek ezeket a kelatorokat megfelelden eldéllitani vagy

szallitani, azok vashianyos fenotipusuak lesznek (Briat et al., 2007).



A YSL csalad (az Arabidopsis OPT (oligopeptid transzporter) csalad alcsaladja) tagjairdl azt
feltételezik, hogy a NA-fém komplexek transzport fehérjéi. Arabidopsis-ban 8§ YSL van és a
feltételezett funkcidikat nemrégiben kezdték feltarni. A YSL1 és YSL3 a fémek
mobilizaciojaban vesz részt, beleértve a vasat is, a levelekbdl a reproduktiv szervekbe,

magokba (Waters et al., 2006 ).

Jollehet a vasfelvételi mechanizmusok genetikai hattere, a vasfelvétel regulacidja egyre
részletesebben ismert, a vas sejtfalban torténd megkotése, a plazmamembranon keresztiili
transzportot kdvetd tovabbi folyamatok részleteiben maig nem tisztdzottak. A mezofillum
sejtjei Fe* és Fe’™ ionokat is fel tudnak venni (Nikoli¢ és Romheld, 2007), de legalabb a Fe®*
ionok egy részének redukéalodnia kell, FRO (Ferric Reductase Oxidase) reduktazok
segitségével, hogy hatékony legyen a vasfelvétel (Jeong et al., 2008). A vas altalaban
oldhatatlan formaban van jelen a novényi szovetekben, ezért a kelatorok és transzporterek
mellett a vas reduktazok aktivitdsa is fontos, a vas hatékony elosztasaban. A vas-citrat
komplexek redukcidjaban a levél mezofillum-sejtjei altal expresszalt FRO6-nak
tulajdonitanak szerepet (Jeong és Conolly, 2009). A redukalt vasat nagy valosziniiség szerint
a ZIP-csaladba tartoz6 vastranszporterek veszik fel a plazmalemman keresztiil, azonban nem

zérhato ki Fe"™"™-NA komplexek felvétele sem (Briat et al., 2007, Abadia et al., 2011).

Bér néhany vas-transzportban résztvevd fehérjét mar azonositottak, de sejten beliili szallitasi
mechanizmusokrdl még viszonylag keveset tudunk. A vaku6lumok kulcsfontossagu szerepet
jatszanak a vasraktdrozasban és a vas novényl sejtb6l vald elvondsaban, kiilondsen a
csirandvény fejlddéséhez esszencidlisak (Lanquar ef al., 2005, Kim et al., 2006). A vakuolum
vastranszportere (VIT1) a vakudlumba importélja a vasat (Kim et al. 2006), az NRAMP
(Natural Resistance Associated Macrophage Proteins) csalad 2 fém transzportere, NRAMP3
¢s NRAMP4 pedig a vas felvételében ¢és leaddsaban is szerepet jatszanak ¢és
kulcsfontossagiak a csiranovény fejléddésében alacsony vastartalmt kornyezetben. (Lanquar
et al., 2005)

A mitokondriumokra, a kloroplasztiszokhoz hasonléan, nagy vasigény jellemzo.
Felhasznaljak a vasat a 1égzési elektrontranszportlancban kofaktorként és jelenléte a vas-kén
csoportok Osszeszerelddéséhez is sziikséges. A novényi mitokondriumok vas-transzporterei
kevéssé ismertek, de azt mar tudjuk, hogy a felvételben fontos szerepet jatszik a
burkolémembranban elhelyezkedé FRO3 ¢és FROS vas-kelat reduktaz enzim (Heazlewood et
al., 2004), ami azt mutatja, hogy a vas-kelat reduktazok részt vesznek a mitokondrium vas

transzportjaban is. A kozelmultban azonositottdk az elsd, mitokondridlis vasfelvételben
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szerepet jatszo transzportert (MIT: Mitochondrial Iron Transporter, Bashir et al., 2011) (3.

abra).

Nramp3

.. Nramp4

Fed+

ZIPs .

Nramps Fe2+

Fe2+

2+
Fe vakudlum

plazma-
membran

TRENDS in Plant Science

3. abra: A novényi sejt vastranszportjaban részvevé molekularis komponensek. A plazmamembrdanban
Fe™_kelat reduktizok, az Nramp és ZIP csaldd transzporterei vesznek részt a vasfelvételeben. A
harom legfontosabb sejtalkoto, amelyek kulcsfontossaguak a vas homeosztazisban: a kloroplasztisz,
mitokondrium és vakudlum. Bar a mitokondrium vas importerét (MIT) nemrégiben azonositottak, ez
nincs feltiintetve az dbran, a vas-kén csoportok exportilasa pedig a STAI és vas-kelat reduktazok
(mint pl. FROS8 és FRO3) segitsegével torténik. A vakuolumba a vasat a VITI veszi fel, a leaddasban
pedig az Nramp3 és Nramp 4 vesz részt. A kloroplasztisz vasfelvételéért a PICI és egy vas-kelat
reduktaz felel. (Forras: Jeong és Guerinot., 2009)

A kloroplasztiszba torténd vasfelvétel részleteiben még nem ismert, de azt mar tudjuk, hogy a
folyamathoz esszencialis egy vas-kelat-reduktdz enzim jelenléte, amelynek segitségével
torténik a Fe"-kelatok redukcioja szolubilis (oldhato) Fe*" ionna.

Az els6ként megtalalt fehérje, ami részt vesz a vasfelvételben a kloroplasztiszba a PIC1/TIC1
(Permease In Chloroplast 1 vagy Translocon of Inner Chloroplast Envelope 21), amit
Arabidopsisban azonositottak, a kloroplasztisz belsd membranjaban lokalizalodik, és kritikus

fontossagu a kloroplasztisz fejlddésében. Nemrégiben irtak le az FRO7 nevl vas-kelat-
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reduktazt (Arabidopsis thaliana ndvényekbdl), ami sziikséges a ndvény vashianyos
kornyezetben valo thléléséhez. Arabidopsis fro7 deléciés mutdnsokban 75%-kal csokkent a
vas-kelat-reduktaz aktivitas és 33%-kal kevesebb vasat tartalmaztak, mint a vad tipusuak, ami
azt bizonyitja, hogy az FRO7-nek fontos szerepe van a kloroplasztisz vasfelvételében (Jeong
¢s Guerinot 2009) és azt is sikeriilt kimutatni, hogy ennek a hidnyaban a kloroplasztisz nem
tudta Osszegyljteni a vasat a citoplazmabol (Jeong ef al. 2008). De a FRO 7 pontos helye még
nem ismert. A MARI1 egy antibotikum transzporter (Multiple Antibiotic Resistance 1) és
feltehetdleg a Fe-NA komplexeket szallit a kloroplasztiszba (Conte ef al., 2009; Conta et al.,
2010). Az OEP a kiils6 burkolomembran porinjait jelenti; ezek olyan, tobb proteinlancbol
felépiild poruskomplexek, amelyek szelektivitdsuk révén csak jol meghatarozott, OEP-tipusra
jellemzd anyagokat engednek at a kiilsé burkolémembranon. Az FDR3 a tilakoidokban

lokalizalodik €s szintén szerepe van a vas anyagcserében (4. dbra).

T~EROTe
o "'.-_'.'.-‘ = % ‘IJIW Fe*

“l FreS*
2+
NADP* K e
Fd NADPH
H* . Fdred

4. abra: A kloroplasztisz vastranszportja részletesebben: A FRO7 pontos helye még nem ismert, a
PICI a belsd membranban lokalizalt, a MAR1 és az OEP-rdl feltételezik, hogy részt vesznek a vas
szallitasaban, az FDR3 pedig a tilakoidmembran szallitofeherjéje.



A FRO csaladnak Arabidopsis-ban 8 tagja ismert szekvencia alapjan. A FRO gének
kiilonbozéképpen fejezddnek ki kiilonbozd a szovetekben, példaul a FRO2 specifikusan csak
a gyokérben, mig a FRO6, FRO7 és FROS specifikusan csak a zold ndvényi szovetekben
expresszalodik (Mukherje et al, 2006 ¢és Wu et al, 2005). A FRO3 alacsony
vaskoncentraciok esetén indukalodik mind a gyokérben, mind pedig a szarban. A FROI1 ¢és
FROA4 csak kismértékben expresszalddik a novény bizonyos részeiben. A FRO fehérjékrdl azt
is kimutattdk, hogy a kiilonbdzd sejten beliili kompartimentumok membranjaban is
megtalalhatok (Heazlewood et al., 2004; Mukherjee et al., 2006 és Wu et al., 2005). A FRO
csaldd minden tagjanak specifikus szerepe van a kiilonb6z6 szervekben vagy sejtalkotokban

(vagyis a redukci6 alapu vastranszportot nem a gyokér plazmamembran limitalja).

A FRO csaldd a transzmembran elektrontranszportot megvaldsitd flavocitokrémok
szupercsaladjaba tartozik és ezekre az enzimekre az jellemzd, hogy elektront képesek leadni a
plazmamembrénon keresztiil, hogy a vas-kelatokat redukaljadk. Ehhez 2 transzmembran
doménhez kotott hem csoportot hasznalnak (Robinson et al., 1999). A protein 8
transzmembran domént tartalmaz és egy nagy citoplazmatikus loopot, amelyen a kofaktorok
kotohelyei talalhatok (NAD, FAD), amelyek az elektront felveszik és tovabbitjak (Schagerlof,
2006).

A FRO7 enzim szerepe a kloroplasztisz vasfelvételben egyértelmiien bizonyitott (Jeong et al.,
2008), a fro7 funkcidvesztéses mutans ndvényekbdl izolalt plasztiszok vas-kelat reduktaz
aktivitdsa és vastartalma lecsokkent és a fotoszintetikus komplexek modosultak, amely
egyértelmii genetikai bizonyitékot nyuajt arra, hogy a plasztiszok részben redukcios
vasfelvételi stratégiat alkalmaznak. A FRO7 a citoplazmaban 1év6 Fe!")-kelatokat redukalja,
igy a vas felvehetové valik a plasztisz szamara. A redukcidhoz elektrondonorként nukleotid
kofaktorokat hasznal. Az még kérdéses, hogy az elektrondonor NADPH vagy NADH, a
dolgozatomban tobbek kozott ezt is vizsgaltam. A felvett elektron flavin és hem csoportok

segitségével transzportalodik egyik oldalrdl a masikra, ahol a vas redukcidja torténik (5. dbra).



Fe{lll)-kelat 7—) Fe(ll) + kelat

kiilsd oldal

membran

belsd oldal

5. dbra: A vas-kelat reduktaz (FRO7) sematikus doménszervezddése.

A redukalt vasat ezutdn a kloroplasztisz felveszi egy -bels6 membranjaban elhelyezkedd-
transzporter segitségével, a folyamatot in vitro detektaltak belsé burkolémembran
vezikuldkkal (Shingles et al., 2002). Természetes koriilmények kozott a kloroplasztisz vas-
kelat-reduktaz aktivitas elvesztése (a FRO7 mutacidja) nem letalis, és az is lehetséges, hogy a
kloroplasztiszok olyan Gtvonalakat alkalmaznak, amelyekkel mind a Fe*, mind pedig a Fe**
iont fel tudjak venni (Jeong er al., 2008). Mindkét felvételi utvonalat megfigyelték a
cianobaktériumban, amely a kloroplasztisz ,,el6djének” tekinthetd (Katoh, 2001).

A FRO fehérjék jelenlétét nemcsak Arabidopsis-ban irtak le, de ¢cDNS konyvtarak alapjan
mas fajokban is, mint pl. szalkaperje (Brachypodium distachyon), uborka (Cucumis sativus),
lucerna (Medicago truncatula), rizs (Oryza sativa), borsé (Pisum sativum), nyarfa (Populus
trichocarpa), paradicsom (Solanum lycopersicum), sz616 (Vitis vinifera), kukorica (Zea mays)
is prediktaltdk. Ennek alapjan feltételezziik, hogy bar a Fro gének jelenlétét és expressziojat
elsésorban az Arabidopsis-ban vizsgaltdk, a magasabbrendii ndvényekben a vas-kelat

reduktaz felépitése és miikddése valosziniileg hasonlo.

A rendelkezésre allo ismeretek tiikrében dolgozatomban igy azt vizsgaltam, hogy a
kloroplasztiszban a vas-kelat-reduktaz enzim (FRO7) pontosan hol lokalizalodik, milyen
enzimatikus tulajdonsagokat mutat, illetve hogyan véltozik meg a miikddése vashiany

hatasara.
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Anyag és modszer

Novénynevelés

Cukorrépa novényeket 14/10 h fény [120 pE m-2 s-1]/s6tét periodusok, 24/22°C homérséklet
¢és 70/75% pératartalom mellett, modositott “2-es Hoagland tapoldaton (1,25 mM Ca(NOs),,
1,25 mM KNOs, 0,5 mM MgSOs, 0,25 mM KH,POy4, 0,25 mM NaCl, 0,08 uM CuSOs, 4,6
uM MnCl, 0,19 uM ZnSOy, 0,12 pM Na;MoOs,, 11,56 uM H3;BOs, 10 uM Fe"-citrat
vasforras mellett), neveltik. Vashidny eléidézésére (-Fe) a Fe''"-EDTA vasforras mellett
elénevelt novényeket vasmentes, 0,5% (w/v) CaCOs-t tartalmazoé tapoldaton neveltiik. Intakt
kloroplasztisz izolalashoz a novényeken a kezelés harom hete alatt fejlodott homogén

megjelenésli 0sszes levelet felhasznaltuk.

6. dbra: Intakt kloroplasztisz izolaldashoz kontroll nevelt cukorrépa névények, a novénynevelés

inditasakor (balra) és 3 honapos kezelés utan (jobbra). A kisérleti novényeket vizkulturaban, tehat

szabalyozott tapanyagellatds mellett, klimakamraban nevelltiik.
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Kloroplasztisz bels6 burkolomembran izolalas

Féeriiktdl megfosztott cukorrépa leveleket izolalo pufferben (50 mM HEPES-KOH, pH 7,0,
330 mM szorbitol, 2 mM EDTA, 2 mM MgCl,, 0,1% (w/v) BSA, 0,1% (w/v) Na-aszkorbat)
homogenizaltunk 2x3 s idétartamon 4t Waring blendor homogenizatorral. A homogenatumot
4 réteg géz és 2 réteg Miracloth™ (Calbiochem-Novabiochem, USA) segitségével sziirtiik,
majd a plasztiszokat 1500xg, 5 min centrifugalassal kilendiild rotorban (Sigma 11133)
kiiilepitettiikk. A plasztisz pelletet mosopufferben (50 mM HEPES-KOH, pH 7,0, 330 mM
szorbitol, 2 mM EDTA, 2 mM MgCl,) mostuk. A mosdpufferbdl a plasztiszokat 2400xg, 5
min centrifugalasal kiiilepitettiik és 0,6 M szacharo6zt tartalmaz6 10 mM Tricin-KOH, pH 7.8,
2 mM EDTA pufferben (TE) vettiik fel. A plasztisszuszpenziot ezutan 3 -20 °C torés/0 °C
felolvasztas ciklus segitségével tortiik.

A torott plasztiszokat tartalmazo szuszpenziot TE-pufferrel haromszorosara higitottuk (0,2 M
szachar6z koncentraciora), majd egy oran at jégen allni hagytuk. A tilakoidokat kilendiild
rotorban (Sigma 11133) 4500xg, 15 min centrifugalassal tavolitottuk el. A feliiliszobol
22 000 rpm (25 000 g,y), 65 min ultracentrifugalassal Beckmann SW40Ti rotorban {ilepitettiik
ki a nyers burkoldmembran frakciot. A pelletet 0,2 M szacharézt tartalmazoé TE-pufferben
reszuszpendaltuk €s diszkontinuus cukorgradiensre rétegeztiik, ahol a gradiens 1épcsoit 5 mL
1,0 M szachardz (p=1,13 g mL™), 3 mL 0,8 M szacharoz (p=1,10 g mL™), 2 mL 0,46 M
szacharéz (p= 1,06 g mL™") és 2 mL, mintat is tartalmazé 0,2 M szacharéz (p= 1,03 g mL™)
alkotta. Minden lépcsdtag TE-pufferben oldott szachardézbdl késziilt. A burkolomembran-
vezikuldkat ¢és a tilakoid szennyezddést 35000 rpm (140 000 g, ), 135 min
ultracentrifugaldssal Beckmann SW40Ti rotorban valasztottuk szét egymastol.

A belsd burkolomembran-frakciot az 1,0/0,8 M szachardz gradienshatarrol gyiijtottiik, majd a
burkoldmembran-vezikulumokat 25 000 rpm (40 000 g,,) 75 min ultracentrifugélassal
ilepitettiik ki. A kitilepitett burkolémembranokat 0,2 M szachardzt tartalmazo TE-pufferben
vettiik fel, nagyjabol 4-8 pg uL™' proteinkoncentracioval.
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Kontroll Vashianyos

7. dabra: A kiilso és belsé burkolomembran frakciok elvalasztasa szacharoz-gradiensen (a
gradienstagok szacharoz-koncentraciojat jeloltiik az abran). OE: kiilsé burkolomembran, IE: belsé

burkolomembran.

SDS-PAGE és Western blotting

Az izolalt burkolomembran-fehérjéket 62,5 mM Trisz-HCI, pH 6,8, 2% SDS, 2% DTT, 10%
glicerin ¢és 0,001% bromfenolkék jelenlétében 30 min ideig szobahdmérsékleten
szolubilizaltuk, majd SDS-PAGE elvalasztdshoz sdvonként hozzdvetdlegesen 10-50 npg
fehérjét vittiink fel a gélekre. Az SDS-PAGE elvalasztast 10-18% gradiens géleken végeztiik
(Laemmli 1970). A futtatas utan a géleket 50% metanolt, 7% ecetsavat és 0,1% Coomassie
Brilliant Blue R-250-t tartalmazé oldatban festettiik, majd a hattér elszintelenitésére 30%-o0s
metanolt és 10% ecetsavat tartalmazé oldatot hasznaltunk. Festés utdn a géleket deionizalt
vizben taroltuk. A proteintartalom, valamint a sdvok proteintartalmanak elemzése Phoretix
4.01 szoftverrel (Phoretix International, Newcastle upon Tyne, UK) tortént. A proteintartalom
méréseket Sarvari Eva és mtsai. (publikalatlan) modszere alapjan, a savok ismert mennyiségii

standardhez mért denzitometralasaval végeztiik.
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Fehérjeblottolashoz a burkoldmembran-fehérjéket SDS-PAGE segitségével valasztottuk el
(1d. feljebb. A futtatdé puffer 25 mM Trisz, pH 8,3, 192 mM glicin, 10% (v/v) metanol és
0,01% (m/v) SDS volt. A blottolt, mosott mebranokat 3% (m/v) zselatint tartalmazé TBS
pufferben (20 mM Trisz-HCI, pH 7,5, 0,15 M NaCl) blokkoltuk. Antitestkezelésként a
membranokat 1% (m/v) zselatint tartalmazé TBS pufferben 1:2000 ardnyban higitott
ellenanyagokkal reagéltattuk overnight id6tartamra. Az ellenanyagok: mitokondridlis
alternativ oxidaz (AOX), kloroplasztisz kiils¢ burkolomembran protein-transzlokon komplex
75 kDa fehérje (TOC75) és LHC-fehérjékkel keresztreagalo, spenot kloroplasztisz belsd
burkolomembran tridz-P-transzlokator (cTPT) poliklonalis nyul antitestek (Agrisera, Sweden)
voltak. A nem kotddott antitesteket 0,005% (m/v) Tween-20 tartalmi, majd a nélkiili TBS
pufferrel lemostuk. A masodik antitestkezelésként a membranokat 1:3000 aranyban TTB
pufferben oldott HRP-konjugalt kecske anti-nytl IgG-vel (BioRad, Inc.) reagaltattuk. A
membranokat lemostuk, majd eléhivé oldattal (0,06% (m/v), -20°C metanolban feloldott HRP
Colour Development Reagent™ (BioRad, Inc.), 0,015% (v/v) H,0,, TBS pufferben)
eléhivtuk. A kész membranokat szaritottuk és mieldébb digitalizaltuk. A western blotnal,

ahhoz hogy lassuk a savokat egyeldre megfestett molsuly-standardet hasznaltunk (fermentas).

Kloroplasztisz burkolomembran vezikulumok Fe" -kelat-reduktaz aktivitasinak
mérése

Izolalt kloroplasztisz burkoldmembran vezikulumok vasredukcids kapacitasat vizsgaltuk a
reakcioban keletkezé Fe** spektrofotometrias mérésével. A burkolomembran-vezikulumokba
-20 °C fagyaszttas/0 °C felolvasztassal zartunk be NADPH-t vagy NADH-t. A reakcidelegy
(1 mL) o6sszetétele S0 mM HEPES-KOH, pH 7,0, 330 mM szorbitol, 2 mM MgCl,, 100 uM
FAD, 100 uM NAD(P)H és 300 uM BPDS, illetve 50 pg proteintartalommal ekvivalens
mennyiségli burkoldémembran-vezikulum volt. A szobahdmérsékletre melegitett mintdkban a
reakciot Fe™-EDTA hozz4adasaval inditottuk. Bér a novényi sejt citoplazmajaban a vas
legnagyobb valosziniiséggel vas-citrat komplex formdajaban van jelen, ennek ellenére a
kisérletben Fe'"-EDTA-t alkalmaztunk, amely a 8. dbran is jol lathato modon jobban
koriilzarja a vasat, mintegy megvédi attél, hogy a NADH molekuldk hozzaférjenek,
ellentétben a vas-citrattal, amely a NADPH szamara sokkal nagyobb hozzaférési felszint

biztosit (2. abra).

14



8. dbra: Az enzimaktivitds méréshez alkalmazott Fe™-EDTA. Az enzimreakcié sordn redukdlt vas
Fe’* és EDTA keletkezett a vas-kelat reduktdz enzim hatdsdra. Az abrdan a molekuldt alkoté atomokat
kiilonbozo szinnel jeloltiik (narancssarga: vas, kék: nitrogén, sziirke: szén, piros: oxigén, fehér:

hidrogen).

A mintdk abszorbancia-emelkedését spektrofotometridsan mértiik 535 nm-en, 30 min
idétartamon keresztiil UV-VIS spektrofotométerrel (Shimadzu, Japan), a spontan abiotikus
NAD(P)H-Fe""-kelat reakcié miatt burkolomembran-vezikulakat nem tartalmazé vak
mintaval szemben. A reakcid sebességét az abszorbancia-emelkedés lineéris szakaszan

hataroztuk meg.

EnzimKkinetika szamitasa

A vas-kelat reduktdz reakcié enzimkinetikai analizisét Origin v. 6.1052 programmal végeztiik
el, a telitési kinetika szdmitasahoz szigmoidalis gorbét illesztettiink a mérési adatsorra, a

szamitott K, értékeket a program altal megadott szorasokkal tlintetjiik fel.

Iontartalom vizsgalatok

Iontartalom méréshez kloroplasztiszokat a burkolomembran-izolalashoz hasznalt modszerrel
preparaltunk, a mosott kloroplasztiszokat deionizalt vizben szuszpendaltuk, majd az izolalt
intakt plasztisz-mintdkat beszaritottuk. A mintdk elOkészitése savas feltarassal tortént. A
mintakhoz 10 ml cc. HNOs-at adtunk, majd egy €jszakan at allni hagytunk. Az eléroncsolas
(30 min, 60°C) utan 3 ml H,O, (30% m/m) adtunk hozza és tovabb roncsoltuk (90 min,
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120°C). Roncsoléas utan deionizalt vizzel az 50 ml-re kiegészitett mintakat MN 640W jeli
szlirOpapiron szlrtilk. A mintdk méréséhez ICP-MS-t (Induktiv Csatoldsi Plazma

Tomegspektrométer, Perkin-Elmer, USA) hasznéltunk.

A mintdk feltarasat Toth Brigitta és Dr. Lévai Laszlo (Debreceni Egyetem, Mezdgazdasag-,
Elelmiszertudomanyi és Kornyezetgazdalkodasi Kar, Novénytudomanyi Intézet, Novénytani
¢és Novényélettani Csoport), az ICP méréseket pedig a Debreceni Egyetem, Agrartudoményi
Centrum, Elelmiszertudomanyi Mindségbiztosité és Mikrobiologiai Intézet elemanalitikai

laborjanak munkatarsai végezték.

Fluoreszcencia indukcio mérés

A Kklorofill a fluoreszcencia indukciés méréseket impulzus amplitiddé moduladcio elvén
mitkodd PAM 100 fluoriméterrel (Heinz Walz GmbH, Germany) végeztilk. Az intakt
novények leveleit a levélkamraban 30 percig sotétben adaptaltuk. Az Fo-szintet a szaggatott

"' modulaciés frekvencia 1,6 kHz) bekapcsolasa utan

méréfény (intenzitis <1 pmol m™ s
hataroztuk meg (8. abra). A késziilék a fluoreszcens jelet szaggatottan, a mérdfénnyel
szinkronban szelektiven erdsiti (amplittdd6 modulacio). A maximalis fluoreszcencia
intenzitast sotét- (Fp), illetve fényadaptalt (F,’) allapotban 0,7 s-os, a PSII
elektrontranszportot telit fehér fényfelvillanast (3000 pmol m™ s™, fényforras: KL 1500
electronic, Schott, Germany) kdévetden mértiik. A kioltasi vizsgalatokhoz aktinikus vOros
fényt (100 puE m? s, 100 kHz) hasznaltunk. Az alap fluoreszcencia értékét fényadaptalt
allapotban (F,’) az aktinikus vords fény kikapcsolasa utan kis intenzitast (30 pmol m™=s™),
hosszt hulldamhosszu (720-730 nm) tavoli vords fénnyel torténd, 3 s-os megvilagitas utan

mértlik, amikor az sszes PSII centrum nyitott allapotban volt. A paramétereket a kovetkezd

egyenletek alapjan szamoltuk (Baker és Rosenqvist 2004):
AF/F’=(F-F)/Fn’;
Fy/Fn=(Fn-Fo)/Fp;

NPQ=(Fy-F’)/Fy’
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9. dabra: a fluoreszcencia indukcios és kioltdasi merések protokollja. A mérés menetét és a paraméterek

jelentését ld. a szovegben (Baker és Rosenquist, 2004).
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Eredmények

Tontartalom mérés

A kisérletben plasztisz bels6 burkolémembrant kontroll €s vashidnyos koriilmények kozott
nevelt cukorrépa levelekbdl izolaltunk, de az enzimaktivitas mérést megeldzden a fiziologias
allapot felmérése céljabol ICP-MS modszerrel vizsgaltuk a kiilonbozo feltételek esetén

kialakult iontartalmat is a kloroplasztiszokban.

1. tablazat: Kontroll és -Fe cukorrépa levelek iontartalma, kiilonos tekintettel a vas ionokra.
(Pirossal kiemeltem azokat az ionokat, amelyeknél vashiany esetén jelentos novekedeés

figyelheté meg a levelekben a kontroll névenyhez képest.)

Elemek Ko -Fe
mmol dm™ mmol dm™

Al 3,1 58,6
B 1,8 3,5
Ba 3,0 2,4
Ca 817.,8 1312,3
Cd 0,01 0,02
Cr 0,0 0,1
Cu 0,4 0,2
Fe 6,4 2,3
K 65,3 74,5
Li 0,1 0,2
Mg 211,2 194,9
Mn 0,7 0,6
Mo 0,4 0,5
Na 31,1 43,6
P 24,6 21,8
S 261,1 263,7
Sr 0,5 0,8
Zn 2,8 3,3

Az 1. tablazat alapjan elmondhatjuk, hogy a vashianyos kornyezetben nevelt ndvények
levelei ténylegesen - haromszor kevesebb- vasat tartalmaztak, mint a kontroll ndvények,
amelyek elegendd vasat vehettek fel. Emellett érdekességként szeretném megemliteni, hogy

vas hianyaban egyes ionok mennyisége a levelekben jelentdsen megnd, pl. az aluminium
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esetében drasztikus felhalmozas figyelheté meg, de a legtobb vizsgalt ion esetén elmondhato,

hogy a vashidnyos ndvény nagyobb mennyiségben tartalmazta.

Fotoszintetikus elektrontranszportlinc miikodése

A burkolomembran izolalashoz nevelt novények levelein fluoreszcencia indukcids méréseket

is végeztiink a ndovények fiziologids allapotanak felméréséhez.

2. tablazat: kontroll és vashianyos novények levelein mért fluoreszcencia indukcio. Fy/F ,=(F ,-Fo)/Fn;
NPQ=(F,-F.,)/Fy képletekkel szamoltunk, ahol F,: valtozo fluoreszcencia, F,,: maximalis

Sfluoreszcencia sotétadaptalt névény eseten, F,,.: maximalis fluoreszcencia fényadaptalt novény esetén.

F./Fn AF/F py NPQ
Ko 0,75 £0,01 0,70+0,01 0,05+0,00
-Fe 0,68+0,04 0,61+0,041 0,08+0,01

Az F,/Fy, érték a PSII maximalis kvantum hatékonyséaga sotétadaptalt novényekben, a AF/F
értek a PSII effektiv hatasfoka, fényadaptalt novényre vonatkozoan. Az NPQ (gerjesztési
energia hoként valo kibocsatasa) értéke a nem fotokémiai kioltds mértékét mutatja meg. A
vashidnyos novények F,/F, értéke alacsonyabb, mint a kontroll névényeké, a AF/F,,, értékben

szintén hasonlo kiilonbség figyelhetd meg, az NPQ értéke vas hidnya esetén nagyobb.

A Kkisérletekben felhasznalt membranok tisztasaga

Az izolalt kloroplasztisz belsé burkolomembran vezikuldink tisztasagat belsd

burkolomembran, ¢és egyéb organellaris membranok markerfehérjéire végzett Western blottal
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vizsgaltuk (9. abra). A levél homogenatum (plasztisz kiiilepités utani) feliiliszoban TOC75
(kloroplasztisz kiilsé burkolomembran protein-transzlokon komplex 75 kDa fehérje), a
Rubisco és a AOX (mitokondridlis alternativ oxiddz) savjat tudtuk kimutani. A kiilsé
burkolomembran mintadban is jol latszanak ezek a sédvok, mig a tilakoid minta az LHCII-re
vastag savot adott, a kiilsé burkoldmembran pedig csak a ¢cTPT-re (kloroplasztisz belsé

burkolémembran tri6z-P-transzlokator) adott egyértelmii savot.

(N

9. abra: A membranok tisztasaganak ellendrzéséhez haszndlt hasznalt SDS-Page és Western blot. Az
egyes mintdk tartalma: a legszélsé oszlopok mindig a molsuly standard-et tartalmazzak, 1. belso
burkolomembran izolatum, 2. kiilsé burkolomembran frakcio, a 3. tilakoid frakcio, 4. levél
homogenatum 20 000 g feliiluszo. Az abran a jelolések a szamunkra fontos savokra vonatkoznak.
Moltémegek: RbcL (Rubisco nagy alegység): 55 kDa, RbcS (Rubisco kis alegység): 13 kDa, AOX: 36
kDa, TOC75: 75 kDa, cTPT: 31 kDa, LHC: 29 kDa.

Vas-kelat redukcio mérések

A Kkloroplsztisz bels6 burkolomembranok vas-kelat reduktdz aktivitasit NADPH, illetve
NADH koenzim jelenlétében mértiikk. Vizsgaltuk emellett a vashidnyos ndvényekbdl izolalt
belsé burkolomembran vezikuldk vas-keldt-reduktaz aktivitasat is. Mérési eredményeink
alapjan az enzimkinetika telitési gorbét mutat kontroll ndvények esetén NADPH-val és
NADH-val is, vashianyos mintdk esetén azonban egy kétlépcsés telitési gorbét kaptunk.

Kontroll névényekbdl izolalt membranok esetén kb. 150-200 pM kozstti Fe'™-EDTA
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koncentracional van a telitési pont, vashianyos ndvény esetén sokkal hamarabb telitésbe megy
a reakcio (kb. 50 uM Fe"™-EDTA-nal), majd a kontroll névényekre jellemz6 koncentracional

ujra telitésbe megy.

Az enzimreakciot NADPH-val és NADH-val is mértiik és azt tapasztaltuk, hogy NADH
esetén az enzimmiikodés sokkal kevésbé hatékony, mint NADPH-val (10. abra). Ezt a K,
értékek is mutatjak, NADPH-val az enzimre jellemz6 Ky, érték 56,44+ 0,56 uM Fe!"™-EDTA
(a telitési reakciosebesség 16,4+0,42 pmol Fe pg protein” min™'), NADH-val a K, érték
ennek kb. masfélszerese, 72,23+0,36 pM Fe"N-EDTA (a telitési reakciosebesség 5,51+0,21
pmol Fe pg protein” min™), vagyis sokkal nagyobb szubsztrat koncentraci6 sziikséges ahhoz,
hogy az enzim elérje a maximalis reakcidsebességet, mint NADPH esetén. Kontroll mintak
esetén a NADPH-val és NADH-val mért eredményeket egy diagramon abrazolva (10. abra)
jol latszik, hogy a telités hasonld szubsztratkoncentracio mellett jelentkezik, de szignifikans

kiilonbség van az enzimmiikddés hatékonysagat illetéen.
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10. abra: Enzimreakcio (a redukalodott vas mennyisége novekvo szubsztratkoncentracio

fiiggvenyében) kontroll membranok esetéen NADPH-val és NADH-val.

21



A vas-kelat-reduktaz reakcio sebességét NADPH koenzim jelenlétében vizsgaltuk vashianyos
novényekbdl izolalt membranok segitségével is (11. abra). Vashidnyos ndvények esetén az
enzimre kis K, érték jellemzd (szignifikans kiilonbség van a vashidnyos ¢és kontroll kozott),
vagyis az enzim mar kis szubsztrat koncentracional eléri maximalis katalitikus hatésat, K, 1=
2,07£1,52 uM Fe'™-EDTA (a telitési reakcidsebesség vi=2,59+ 0,04 pmol Fe pg protein™
min™), majd magasabb szubsztrat koncentraciok fel¢ haladva ujra emelkedni kezd a
reakcidsebesség, ¢s a kontroll ndvényeknél megfigyelhetd, Gjabb telitési gorbét ad (Kpmo=
153,07+3,31 pmol Fe pg protein™ min™'; a telitési reakcidsebesség: v,=21,85+ 3,94 pmol Fe
ug protein’ min' ). A méréseket a kontroll vezikulakon kapott eredményekkel
Osszehasonlitva (11. dabra) jelentdsen eltéré enzimmiikodést tapasztaltunk, ugyanis vashiany
esetén kis szubsztratkoncentracioknal az enzimmiikodés joval hatékonyabb, kisebb K,
koncentraciot mutat, és alacsonyabb szubsztratkoncentracional telitésbe megy, mint amit
kontroll ndvénynél mértiink, de bizonyos szubsztratkoncentracié felett a kontroll

ndvényekhez hasonlo telitési gorbét kaptunk
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11. dabra: NADPH jelenlétében végzett enzimreakcio (a redukdlodott vas mennyisége névekvo

szubsztratkoncentracio fiiggvényében) kontroll és vashianyos névényekbdl izolalt membranok esetén.
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Diszkusszio

A vas a nOvények szamara esszencidlis tdpelem, mely a hajtdsban legnagyobb

mennyiségben a kloroplasztiszokba épiil be. A kloroplasztiszok vasfelvételi folyamata igy
kiilonos jelentdséggel bir a ndvények transzportfolyamataiban. Ennek ellenére a
kloroplasztiszok vasfelvételének sok mozzanata nem tisztazott még (Duy et al., 2011).
Vizsgalatainkban a vasfelvétel folyamataban esszencidlisnak tekintett (Jeong et al., 2008)
plasztisz vas-kelat-oxidoreduktdz enzim lokalizacigjat és miikdodési paramétereit vizsgaltuk.
Vizsgélatainkhoz cukorrépa novényeket hasznaltunk. A cukorrépa sok tekintetben idedlis
modellndvénynek tekinthetd: vizkultaraban, tehat szabalyozott tapanyagellatas mellett,
klimakamraban nevelhetd, a vasfelvétel folyamata €és a vashidny tiinetei jol ismertek rajta
(Larbi et al., 2001), valamint ismert az izolalt kloroplasztiszainak vasfelvétele in vitro
rendszerben (Solti ef al., 2012).
A vashidny tlineteinek jellemzésére vizsgaltuk a fotoszintetikus apparatus miikodésére
jellemzo6 fizioldgiai paramétereket. A fluoreszcencia indukcids mérések aldtdmasztjak, hogy
vas hidnydban a klorofill szintézis gatlodik, ¢és a fotoszintézis hatékonysdga csokken. A
csokkent Fv/Fm, valamint a miikddé fotoszintetikus elektrontranszportlancot jellemzd
AF/Fm’ paraméter szintén alacsony értéke utal arra, hogy a vashidny nem csak a IL
fotoszisztéma (PS), de a sok Fe-S kofaktort kotd, igy jelentds vastartalommal rendelkez6 PSI
mukodeését is jelentdsen rontotta. A gyengébb fotokémiai kioltds mellett jelentdsen erdsodott a
gerjesztési energia nem-fotokémiai kioltdsdnak mértéke is. A cukorrépa ndvények vashianyra
adott valaszai igy megegyeztek a kordbban Belkhodja et al. (1998), Morales et al. (1998) és
Abadia et al. (1999) altal mért eredményekkel.

Ezek mellett tobb olyan tanulmany is sziiletett, amelyek a fotoszintetikus apparatus
megvaltozasat vizsgaljak vashidnyos kornyezetben (Moseley et al., 2002, Neumann et al.,
2005). A cukorrépa tilakoid fehérjéi jelentds valtozdsokat mutattak vashiany hatdséra: az
elektronszallitdé komplexek relativ mérete csokkent (Andaluz et al., 2006). Mivel a fro7
mutans névények fotoszintetikus elektrontransztportja kevésbé hatékony és kloroplasztiszaik
jelentésen kevesebb vasat tartalmaznak — ami egy fontos kofaktor a fotoszintetikus
komplexekben —, ezért Jeong et al. (2008) azt feltételezték, hogy a fro7 novényekben a
fotoszintetikus appardtus felépitése megvaltozott. A fro7 és a vad tipusi ndvények
fotoszintetikus komplexeiben jelentds kiilonbség tapasztalhaté, de érdekes moddon a fro7

mutacid hatasara azok a fotoszintetikus komplexek valtoztak meg, amelyek hem-kofaktorokat
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kotottek: igy a hem nélkiili PSI nem véltozott meg jelentdsen a FRO7 hianyaban. Részben ez
is alatdmasztja, hogy vashiany hatasara a vas beépiilésének elsddleges célpontjai nem a hem-,

hanem a Fe-S kofaktorok.

A kontroll és vashidnyos koriilmények kozott nevelt cukorrépa ndvények leveleibdl izolalt
kloroplasztiszokon elvégzett iontartalom vizsgalatok alapjan szintén kovetkeztetéseket
vonhatunk le a vashidny okozta tiineteket illetden. A vashianyos ndvényekbdl izolalt
plasztiszok harmadannyi vasat tartalmaztak, mint a kontroll levelek plasztiszai, tehat a
fiziologiai mikodés szintjén tapasztalt zavarok kivaltd oka a kloroplasztiszok vas-
ionbol fokozottabb felvételt indukalt, az aluminium esetében a legszembetiinébb ez a
kiilonbség. A fémionok felvétele joI dokumentaltan kompeticidban 4ll egymassal a gyokér
elemfelvétele és a fém-transzlokacio szintjén (Solti et al., 2011), igy feltételezéseink szerint
hasonld kényszerek, illetve ion-helyettesitések allhatnak a megemelkedett fémfelvétel

hatterében, esetlinkben is.

Korabbi eredmények alapjan ismert, hogy a ndvények vasfelvételében fontos szerepet
jatszanak a vas-kelat-reduktazok (Jeong et al., 2008). A kloroplasztisz vasfelvételéért
nagymértékben felelds FRO7 jelenlétét mar bizonyitottak, tobbek kozott Jeong et al. (2008)
altal végzett mérések alapjan rendelkezésiinkre allnak adatok a kloroplasztisz vas-kelat-
reduktdz aktivitasrol, amelyhez 2 hetes vad tipust, fro7 és 35S::FRO7 csiranovénybdl
izolaltak plasztiszokat. A fro7 novényekbdl izolalt plasztiszok 75%-os vas-kelat-reduktaz
aktivitas csokkenést mutattak a vad tipustthoz képest és a 35 S::FRO7 novényekbdl izolalt
plasztiszok aktivitasa visszaallt a vad tipus plasztiszainak szintjére. Ez egyértelmii bizonyitéka
annak, hogy vas-kelat reduktaz aktivitas jelen van a plasztiszokban és ezért a FRO7 felelds.
Emellett azt is sikeriilt kimutatniuk, hogy a mutins kloroplasztiszok kevesebb vasat
tartalmaztak a vad tipustiakndl, ami azt sugallja, hogy a redukciods stratégianak szerepe van a
vasfelvételben. Bughio ef al. (1997) arpa kloroplasztiszokon végeztek kisérletet, melynek
soran Fe"-kelatorok hozzaadasaval a vasfelvétel gatlodott, ez bizonyitja a Fe®" redukciéjat a
vas influx soran a kloroplasztiszban. Ugyanakkor az enzim miikodésérol, lokalizaciojarol még

nem allnak rendelkezésiinkre korabbi adatok (Jeong és Conolly, 2009).

Az enzimaktivitds mérését megeldzden vizsgaltuk az izoldlt mintaink tisztasagat, mellyel az
enzimaktivitds adott membranfrakciohoz kotottségét kivantuk bizonyitani. Western blot

modszerrel ellendriztikk, hogy a mintank (belsé burkoldémembran frakci6) mennyire
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szennyezett kiils6 burkolo- és tilakoidmembranokkal. A TOC75 savja gyakorlatilag nem
jelenik meg a belsé burkolomembran izolatumban, vagyis a kiilsé burkoldomembran jelenléte
elhanyagolhato, viszont a cTPT sdvja markansan lathatova valik, vagyis a mintankban fleg a
belsé burkolomembran fehérjéi vannak jelen. Az Agrisera AG-t6] beszerzett ellenanyag
(valdsziniileg immunizalasi szennyezés kovetkezményeként) LHC-fehérjékkel is mutat
reakciot, melyet kihasznaltunk a tisztasag ellendrzésének vizsgalatakor: a tilakoidok esetén
erés LHC-festddés jelent meg, ellenben a megtisztitott, belsé burkolémembran mintdnk nem
tartalmazott LHC-fehérjéket. A tilakoid szennyezés igy egyértelmiien kizarhato. A
mitokondrialis alternativ oxidaz savja csak a levél homogenatum feliiluszdjaban adott jelet
vagyis mitokondridlis eredetli membrantormelékek/fehérjék sem befolyasoltdk a méréseinket,
nem voltak jelen a mintankban. Vizsgélatainkat tehdt nagy tisztasagu kloroplasztisz belsd
burkolomembran vezikulakon végeztiik, amelybdl az kdvetkezik, hogy a vizsgalt enzim, mint
ahogyan azt Duy et al., (2011) és Solti et al., (2012) prediktélta, a kloroplasztiszok belsd

burkolémembranjaban helyezkedik el in vivo.

Az enzimaktivitas méréshez Fe"™-EDTA kelatot hasznaltunk, melynek mddszertani oka van,
ugyanis a vas-citrat in vivo NADPH-val azonnal reakcidba 1ép ¢és rovid idon beliil
elredukalodik a reakcidelegyhez hozzaadott vas teljes mennyisége, ezaltal az enzimmukodés
vizsgalatat lehetetlenné teszi. A NADPH nagyrészt a burkoldmembran vezikulumok belsejébe
zartan talalhatd, de elkeriilhetetlen, hogy a reakcioelegyben ne maradjon kis mennyiségben
NADPH (NADH), amely mér elegendd ahhoz, hogy a Fe’" ionok elredukalédjanak, ezért

alkalmaztunk az enzimaktivitas méréshez Fe""-EDTA-t.

Meérési adataink alapjén a vas-kelat-reduktdz enzim kontroll ndvényekbdl izolalt membranok
esetén NADPH-val nagyobb hatékonysaggal képes redukalni a szubsztratot, mint NADH-val,
tehat in vivo valosziniileg a NADPH a reakcidban részt vevo koenzim. Ez azért is valdszindi,
mert a NADPH ardnya jelentdsen magasabb a kloroplasztisz sztroméban a NADH-hoz képest
(Harvey és Brown, 1969), ellenben a citoplazmaban a NADPH/NADH arany forditott. A
kloroplasztiszban 1évé magasabb NADPH tartalom azzal is magyarazhato, hogy az itt lezajlé
fotoszintézis fényreakcidjaban az elektronok a ferredoxin-NADP -oxidoreduktaz (FNR)
kozvetitésével végsé soron NADP'-re keriilnek. A keletkezett NADPH részt vehet a
kloroplasztisz vasfelvételi folyamatdban is. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy kozvetlen
kapcsolat van a kloroplasztisz vasfelvétele és a fotoszintézis fényszakasza kozott, vagyis a
vasfelvétel fényfliggd/fotoszintézis fiiggd folyamat (Solti ef al., 2012). Ezt alatamasztja az is,

hogy a folyamat sotétben illetve DCMU (3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea, fotoszintetikus
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elektrontranszportlanc gatloszere) jelenlétével gatolhaté (Bughio et al., 1997). Tehat a
kloroplasztiszok vas-kelat-reduktaza valdsziniileg a fotoszintézis fényszakaszaban keletkezd
NADPH-t hasznalja. Mindezeket 0sszevetve vizsgalati eredményeinkkel, valamint Jeong et
al., (2008) ¢és Solti et al., (2012) méréseivel, arra kovetkeztethetiink, hogy az enzim a belsd
burkolomembranban helyezkedik el, NADPH-ko6téhelye a membran sztroma feloli oldalan
talalhato, és a redukcid a kloroplasztisz két burkolomembranja kozotti térben mehet végbe in
vivo. Bar a FRO7 egy oxidoreduktdz enzim, tehat akér forditva is végbemehetne a folyamat,
de az eredmények azt bizonyitjak, hogy NADPH és FADH, jelenlétében a kelalt Fe'
redukalodik, lehetdséget teremtve a szabadda valo Fe®* felvételére.

A kontroll és vashidnyos novényekbdl izolalt belsé burkoldomembran vezikuldk kozott
az enzimmiikodés szintén szignifikans kiilonbséget mutat. Vashiany esetén az enzimaktivitas
kettds szaturaciés gorbét mutatott. Alacsony vas-koncentraciok hozzaadédsa esetén egy
hirtelen emelkedés figyelheté meg és gyorsan telitésbe megy, majd az enzimaktivitas Gjra
emelkedik ¢és magasabb vaskoncentracidknal 1jabb telitési gorbét kapunk. Ilyen
kétkomponensti rendszereket mar megfigyeltek mas ionok, pl. K felvétel esetén is (Schroeder
et al., 1987, Schroeder et al., 1994)

A vashiany hatasara megjelent alacsony K,,-mel jellemezhetd szaturacié az enzimnek
a szubsztrathoz, vagyis a Fe-kelathoz valé megndvekedett affinitdsat jelzi. A kontroll és a
vashidnyos plasztiszokban mért kiilonbség az enzimmiikdodésben igy valdszinlileg azzal
magyarazhat6, hogy vashiany hatdsdra maga az enzim valtozik meg, esetleg izoformavaltast
indukal a vashiany. Tobb ismert genomu zarvatermd novény prediktalt proteinjeit 6sszevetve
(ARAMEMNON adatbazis, frissitve: 2012. 03. 28) a hajtasban tobb FRO is expresszalodik,
melyek kozil csak az Arabidopsis thaliana ortologjainak lokalizacigjardl vannak
informacioink. Nem elképzelhetetlen tehat, hogy a vashidnyos cukorrépa kloroplasztisz belsd
burkolomembran vas-kelat-reduktaz aktivitdsdban tapasztalt jelenségért egy 10j izoforma
megjelenése a felelds. A plasztiszok ezzel alkalmazkodnak a vashidnyos allapothoz, és igy
hatékonyabban tudnak vasat redukalni és felvenni. Mind tartésan vashidnyos ndvényekben,
mind hosszi tava nehézfémstressz altal indukalt vashiany hatasara megfigyelhetd a
kloroplasztisz-vastartalom emelkedése valtozatlan levél-vastartalom mellett (Solti, 2012
PhD). Mikami et al. (2011) vashiany hatasara az intakt arpa kloroplasztiszokon is emelkedd
vas-kelat-reduktaz aktivitdst mértek, mely szintén megerdsiti a vashidny aktivalo, affinitast
noveld hatasat. Az izolalt IE vezikuldk vas-kelat reduktaz aktivitdsdban egy masodik telités is
jelentkezett, mely jellegében megegyezett/nagy hasonloésagot mutatott a kontroll levelekbdl

izolalt mintdk vas-keldt reduktaz aktivitdsaval. Vashidny hatdsara tehat egy olyan
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kétkomponensii rendszer alakult ki, amelybdl a kis affinitdsu tag valdsziniileg megegyezik a
kontroll vas-kelat reduktazaval, azonban ezzel parhuzamosan egy nagy affinitasu rendszer is

megjelenik a membranban.

Osszegzés

Az eredmények tiikrében megéllapitottuk, hogy a kloroplasztiszok vasfelvételében
kulcsfontossagu szerepet jatszik egy vas-kelat-reduktaz enzim, amely a kloroplasztisz belsd
burkolémembréanjaban lokalizalédik és a Fe'"-komplexek/kelatok redukcidjaban vesz részt.
Az enzim elfogad mesterséges ferri-kelatot (Fe(m)-EDTA) is, amely lehetévé teszi az
aktivitasanak a mérését. Megallapitottuk, hogy az enzim miikodéséhez egyértelmiien a
NADPH, mint redukalo-kapacitas valuta jelenlétét preferalja. Hatékonysagat nagymértékben
befolyédsolja a vashidnyos kornyezet, illetve a megfelel6 mindségli koenzim jelenléte. A
vasfelvétel mechanizmusa szorosan kapcsolodik a fotoszintézis fényszakaszdhoz. Egyrészt
nagymértékben befolyasolja a fotoszintetikus produktivitast a megfeleld mennyiségli vas
felvétele és beépiilése a pigmentszintézishez sziikséges enzimekbe, masrészt pedig a
fényszakaszban képz6dé NADPH meghatarozza a vasfelvétel hatékonysagat, azaltal, hogy

koenzimként szolgal a vas-kelat-reduktazok szamara.
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