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ROVIDITESEK JEGYZEKE:

ADP: adenozin-difoszfat

AOX: alternativ oxidaz

APX: aszkorbat peroxidaz

ASA: aszkorbinsav

ATP: adenozin-trifoszfat

DHA: dehidro-aszkorbinsav
GSH: glutation

GSSG: glutation-diszulfid

GR: glutation reduktaz

H,0O,. hidrogén-peroxid

KCN: kalium-cianid

MDHA: monodehidro-aszkorbat
NADP*: nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat
102; szinglet oxigén

'Oy: szuperoxid gydkanion

‘OH: hidroxil gyok

SOD: szuperoxid dizmutaz
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1. BEVEZETES

A novények alapvetd fontossdguak az élet fenntartdsdhoz a Foldon. A taplalék
biztositasanak képessége mellett az oxidativ 1égkor kialakitasaban is dont6 szerepiik van.
Egyedfejlodésiik sordn szdmos kornyezeti tényezének vannak kitéve, helyhez kotottségiik
kovetkeztében pedig kénytelenek alkalmazkodni. A megfeleld alkalmazkodas hianya a
szaporod6 képesség romlasahoz, extrém esetben az egyed pusztulasahoz is vezethet. A
kornyezet egyes jellemzOihez csak korlatozott mértékben képesek alkalmazkodni, melyek
lehetnek példaul a csapadékvaltozas, a homérsékletingadozas, a tapanyaghiany; mas
tényezOkhoz viszont mar egyaltalan nem. Kiilonb6z6 stressz hatasok érhetik oket, igy
példaul kiszaradas, oxidativ stressz, homérsékleti stressz, sostressz. A Stressz hatasokra
adott valaszuk igen széles skalaji, az anyagcsere modositasoktol kezdve a kiilonboz6
jelatviteli utvonalak modositasaig. Az oxidativ stresszre tobbek kozott enzimatikus és nem
enzimatikus antioxidansokkal tudnak valaszolni, melyek megvédik Oket az oxidativ
karosodastol.

Az oxidativ stressz okozta véltozasok kovetkezményeit mar évek ota kutatjak
novényi mitokondriumokban. Kiilonbozd kutatdsok eredményei azt is valdsziniisitik, hogy
a paraquat, mely oxidativ stressz kivaltdja lehet, befolyasolja a mitokondrium miikddését.
Az altala kifejtett hatds mitokondriumon beliili pontos helyére még nem sikertilt
rabukkanni, ezért munkdlataink célja az volt, hogy kozelebb jussunk a probléma
megoldasahoz. Sotétben tartott sejtekkel dolgoztunk, igy a paraquat fotoszintézisre
gyakorolt hatasat ki tudtuk zarni, ezzel megkonnyitve vizsgalatainkat. Kisérleti novényiink

a modellorganizmusnak is kivalé ludfti, az Arabidopsis thaliana volt.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Arabidopsis thaliana

Az Arabidopsis thaliana, magyarul ladfii, a keresztesviraguak (Brassicaceae)
csaladjaba tartozik (Koncz Csaba, Rédei Gyorgy, 1999). Kivaléan alkalmas
modellorganizmusként molekularis bioldgiai, névénybiologiai, stressz élettani és genetikai
kutatdsokhoz, mivel rovid életidejli, olcson termeszthetd, Onbeporzd, konnyen
keresztezhetd és kis méretli. Ezek a tulajdonsdgai a tobbi novényhez képest megkonnyitik
a géntérképezést, a gének azonositasat, izolaldsat. Nagyszama Okotipusa ismert (kb. 750)
melyeknek germinacios ideje kiilonbozik ugyan, de nagyjabol 6-8 hét. A magasabbrendi
novények kozil elsoként fejezodott be a teljes genom nukleotid sorrendjének
meghatarozasa 2000-ben. Kis méretii sejtmagi DNS-t hordoz, ami 5 par kromoszoémat
képez, igy a diploid Arabidopsis kromoszomaszama 10. Haploid sejtmagi DNS-ének
mérete kb. 100 Mb. Az egyes kromoszomakba csomagolt DNS-eknek a mérete 13,4 és
25,4 Mb kozott valtozik. Sejtmagi DNS-ének egy része "nem génikus", azaz nem kodol
RNS-t. Genomjanak 10%-a sokszorosan ismétlédé szekvencia, mely invertalt
ismétlddéseket tartalmaz. Az ismétlddd szekvencidk aranya rendkiviil alacsony, emiatt a
ladfti DNS-ének G+C tartalma és C metilacidjadnak szintje a magasabb rendli novények
kozott a legalacsonyabb. A riboszomalis RNS gének, melyeknek mérete kb. 10 kb., 570-
szer fordulnak el6 a 2. és a 3. kromoszoman egymas utani ismétlédésként. Az Arabidopsis
génekr6l szintetizalodo RNS-ek szamat kb. 25.000-re becsiilik (Bevan M, Walsh S., 2005).
Ez azt jelzi, hogy kb. minden 2-7 kb tavolsagon van egy gén az Arabidopsis-ban.
Koriilbeliil 25.000 génnel szamolva egy atlagos Arabidopsis gén mérete megkdozelitéleg 4
kb. A ludfti sejtmagi DNS-ének diploid kromoszémaszama fejlodési stadiumonként ill.
szovetenként megemelkedhet. Sejtosztodasanak idétartama 8,5 ora. Az Arabidopsis
kutatasban uttér6 szerepe volt Rédei Gyorgynek, eredményei segitségével valhatott ez a

novényfaj a genetikai kutatdsok modellorganizmusava.

2.2. Mitokondrium

A mitokondriumok megtaldlhatok minden eukariota sejtben, funkciojuk a kémiai

energia termelése és atalakitasa (Novak Béla, 1994). Atlagosan 0,5 pm atmérdjii és 2 pm


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bevan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16339360
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Walsh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16339360

hosszi sejtorganellumok (Adam Veronika, 2004). Szarmazasukat tekintve az evoliicio
soran a prokariotakbol jottek létre aerob baktérium és primitiv anaerob eukariodta sejtek
szimbidzisaval. A mitokondriumokat két membran hatarolja, egy belsé és egy kiilsd
membran. A kiils6 membrant 50%-ban lipidek és 50%-ban fehérjék alkotjak, a bels6
membran 70%-ban fehérjékbdl all, ami nem ateresztd valamennyi ionra nézve. A belsd
membran hatérolja a mitokondridlis matrixot, ami sok fontos folyamatnak, mint példaul a
Szent-Gyorgyi-Krebs ciklusnak vagy a zsirsav oxidacionak a kozege. Itt helyezkedik el a

1égzési lanc elektrondtvivd rendszere, valamint szamos alapvetd enzimrendszer.

ATP-szintaz részecskék

intermembran tér

betlirédések
riboszéma

belsd membran
DNS kiilsé membran

2.1 abra: A mitokondrium szerkezete (http://www.wiki.vetphysiol.hu/MitokondriumOregedes)

A FADH-r6l és a NADH-r6l az elektronok és a protonok a belsd membran 1égzési
lancanak komponensein keresztiil jutnak el az O,-re, és ennek hatisara H,O jon létre. A
lanc komponensei protonokat pumpalnak ki a membranok kozti térbe a mitokondrialis
matrixbol, ami elektrokémiai gradiens kialakuldsdhoz vezet, proton motoros erd
generalodik. A protonok a matrixba a mitokondrium belsé membranjan 1évé ATP-
szintazon keresztiil juthatnak vissza. A mitokondrialis 1égzési lanc fehérjéi 4 komplexet

alkotnak.
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2.2. abra: A mitokondrialis elektrontranszport linc
(http://inoxx.net/wp-content/uploads/2010/08/electron-transport.png)

A lancba egyszerre két elektron 1ép be, mivel a folyamatban az elektrondonor a
NADH + H", illetve a FADH,. Az I komplex, ami a lanc elsé komponense, a NADH-
ubikinon-oxidoreduktaz 25 polipeptid lancbol allo fehérje komplex, amely a matrixban
képz6dé6 NADH-t megkdti és oxidalja. Az | komplexrdl az elektronok az ubikinonra
vandorolnak, ami a Il komplexhez szallitja azokat. A 1l komplex a szukcinat-ubikinon-
oxidoreduktaz, ami szintén képes elektronokat atvinni az ubikinonra. Kozvetleniil veszi fel
az elektront, nincs protonpumpa aktivitasa. A III komplex, vagy ubikinon-citokrom c
oxidoreduktaz segitségével az elektronok a citokrém c-re keriilnek, amely egy vizoldékony
fehérje. A citokrom c-r6l az elektronok a 1égzési lanc utolsé tagjahoz, a citokrom c
oxidazhoz keriilnek, ami a IV komplex. A IV komplex az oxigén molekulat vizzé
redukalja. Az V, vagy ATP-szintdz komplex, szorosan kapcsolodik az elektrontranszport
lanchoz, annak ellenére, hogy nem tagja annak. A protonok ennek a komplexnek a fehérje
csatornajan keresztiil jutnak vissza a matrixba. A mitokondrialis elektrontranszport részt
vesz a reaktiv oxigénformak (ROS) termelésében, a lancban a f6 helye az I és a III
komplex. Egy, a novényi légzésben biokémiai szinten kialakult specifikus mechanizmus,
az alternativ oxidazok elektron felvevd €s tovabbito szerepe, lehetévé teszi a novények

szamara, hogy jobban alkalmazkodjanak kiilonb6z6 stressz helyzetekhez. Az alternativ
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oxidazok (AOX) fenntartjak a citrat ciklus miikodését és az elektronaramlast oxidativ
foszforilacié hianyaban (Plaxton és Podesta, 2006). Ezt a folyamatot cianid rezisztens

1égzésnek nevezziik.
2.3. Oxidativ stressz

A novényeket szamos stressz hatas (pl.. erés fényintenzitas, szélsOséges
hémérsékletek, szarazsag, s6 vagy nehézfémek felhalmozodasa) éri életiik soran. A
kiilonb6z6 stressz hatasok a sejten beliili redox allapot megvaltoztatasaval masodlagos
oxidativ stresszt is eredményezhetnek (Lang Ferenc: Novényélettan). Az oxidativ stressz
kozvetleniil is érheti Oket, és a novényekben végbemend valtozasok kovetkeztében az
oxigén anyagcserében bekovetkezé valtozasok alatt nagymértékben reakcioképes
oxigénformak keletkeznek. Ezek karositd hatasuak, és oxidativ stresszt okoznak. A
leggyakrabban el6forduld aktiv oxigénformak a szinglet oxigén (*Oy), szuperoxid anion
(O7), a hidrogén peroxid (H,0,) és a hidroxilgyok (OH*). A ndvényeket éré stresszek
kovetkeztében a megnovekedett mennyiségiik oly mértékben karositd hatast lehet, hogy
bekovetkezik a sejtalkotok oxidativ destrukcidja. A gyokok képzodését kivalthatja egy
herbicid, a paraquat, amely elektront felvéve gyokké alakul a fotoszintézis I-es
fotorendszerének redukalé oldalan. A paraquat Szuperoxid-anion gyokoket general, ha
molekularis oxigénnel reagal.

A paraquat indukalta szuperoxid gyokképzddeés:

paraquat’* + e~ == paraquat”

O, + paraquat” == O, + paraquat’
A ndvényi sejtek enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansokkal rendelkeznek, melyek
a ROS-okat semlegesithetik, szabalyozzak a ROS termeld folyamatokat, valamint szerepiik

van a ROS jelatvitelében.

2.3.1. Az aszkorbinsav

Az aszkorbinsav vagy C-vitamin, ami egy nem enzimatikus antioxidans, nagyon magas
koncentracioban fordul elé a ndvényi sejtekben (Noctor és Foyer, 1998). Dontd szerepet
jatszik a sejtben a redox egyensuly és anyagcsere szabalyozdsaban. Nagy mennyiségben
fordul el a kloroplasztiszban, részben pedig a mitokondriumban, és elszorva a sejtben. Az
aszkorbat redukalt forméaban talalhatdo meg a mitokondrium matrixdban (Jimenez és mtsai.,

1997, Teixeira és mtsai., 2006). A mitokondriumba teljesen oxidalt, dehidro-aszkorbinsav
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(DHA) forméaban 1ép be (Szarka és mtsai., 2004). Az aszkorbinsav aszkorbat peroxidaz
(APX) felhasznalasaval redukalja a hidrogén-peroxidot vizzé. Ez a Halliwell-Asada ciklus
(3. abra). Az aszkorbat peroxidaz az aszkorbinsavat atalakitja monodehidro-aszkorbatta,
ami dehidroaszkorbaton vagy kozvetleniil képes visszaredukalni aszkorbatta. Az

aszkorbinsav elektrondonorként szolgél az aszkorbat peroxidaz szdmara.

H,0, GSSG NADPH
/ \ aszkorbat NADP /' \/
/ N

SOD APX MDAR DAR GR

\ '/\MDHA_/ - NADPH
OZ- Hgo
2 GSH NADP

2.3. abra: Az aszkorbat redox ciklusa a kloroplasztiszban (Halliwell-Asada ciklus)

SOD: szuperoxid dizmutaz; APX: aszkorbat peroxidaz; MDAR: monodehidro-aszkorbat reduktaz;
DAR: dehidroaszkorbat reduktaz; GR: glutation reduktaz; H,O, hidrogén-peroxid; NADP:
nikotinamid-adenin-dinukleotid foszfat; GSSG: oxidalt glutation; NADPH: nikotinamid-adenin-
dinukleotid foszfat hidrogén; O,: szuperoxid gydkanion, MDHA: monodehidro-aszkorbat; DHA:
dehidroaszkorbat; GSH: redukalt glutation

2.3.2. Szuperoxid dizmutaz és a katalaz

A szuperoxid dizmutaz (SOD) olyan fémtartalmu enzim, amely a rendkiviil reaktiv
szuperoxid (O2") atalakitasat végzi. Megkiilonboztetiink mangan tartalmt (MnSOD), vas
tartalmt (FeSOD) és réz/cink tartalmt (Cu/ZnSOD) szuperoxid dizmutazt. A MnSOD, ami
a peroxiszoOmaban és a mitokondriumban talalhato, katalizalja az O, redukciojat vizzé. Az
FeSOD legfoképpen a kloroplasztiszban fordul elé, mig a Cu/ZnSOD a mitokondriumban,
citoplazmaban ¢és a kloroplasztiszban. A katalaz enzimek a mitokondriumokban,

glioxiszc’)mékban és peroxiszémékban fordulnak el6. Ezekben a kompartmentekben a H,0,

crer

2.3.3 A glutation, a redukalt glutation és a glutation reduktaz
A glutation (GS) képes kozvetlen reakciokra a reaktiv oxigén formakkal, hasonl6an

az aszkorbinsavhoz. A sejtekben legnagyobb részben a redukalt formaja (GSH) talalhato
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meg. A mitokondrialis matrix nem tartalmazza a GSH szintézis utvonalat, annak ellenére,
hogy sok GSH-szintetaz talalhaté a mitokondriumban. (Moran és mtsai., 2000) A GSH {6
szerepe a fehérjék védelmezése az oxidativ karral szemben. A glutationalt fehérjék
inaktivak. A glutation oxidalt forméja, a GSSG megnovekszik oxidativ stressz hatasara. A

GSSG redukalasat GSH-va a glutation reduktadz (GR) végzi.
2.4. Paraquat

A paraquat egyike volt a legelterjedtebb herbicideknek a vilagon (Darvas Béla,
2000) Eldszor 1958-ban fedezték fel. MérgezO hatdsu emberre és allatokra is. BOron
keresztiil és belélegezve is rendkiviil veszélyes, tiidoodémat okoz. Olyan méreg, mely ellen

nincs ellenszer, felszivodasa biztos halalt okoz.

/ \
Hic-N. S “N-CH,

2.4. abra: A paraquat képlete

(Forras: http://commons.wikimedia.org/wiki/Paraquat)

Hazéankban az 1960-as években valt az 6ngyilkosok kedvencévé. A madarakban az
egyik legsulyosabb fejlédési rendellenességeket, tiid6- és agyfejlédési zavarokat okoz.
Gyorsan hat, megdli a zold novényi szoveteket. Természetes koriilmények kozott szine
fehér, kristalyos anyag (Ross és Krieger 1980). Vizben jol olddodik, szerves oldoszerekben
viszont oldhatatlan. Bomlasa soran, melyet UV sugarzas katalizal, 4-karboxil-1-metil-
piridinium-klorid  keletkezik. A  fotoszintetikus elektrontranszport lanc  FeSx
komponenséhez bekapcsolodva eltereli az elektronokat fizioldgids utvonalukrol, majd
azokat felveszi, €s paraquat kation gyokké alakul &t ( Fujii és mtsai, 1991). Elektronok
hidnyadban kevesebb NADH termelddik, és a keletkezett paraquat kation gyokok a
kloroplasztiszban molekuléris oxigénnel reagalva szuperoxid anion gyokoket generalnak,
mig maguk regeneralodva visszaalakulnak paraquat kationnd. A szuperoxid anion gyokok
hidrogén-peroxidot képezhetnek ( Babbs és mtsai, 1989). A képz6dott hidrogén-peroxid
gyokok hidroxilgyokoket is 1étrehoznak tovabbi szuperoxid anion gyokok mellett. A

paraquat a novény felszinére keriilve, gyorsan, fél-masfél o6ran beliil penetralodik a
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novénybe. Mivel a paraquat a folyamathoz sziikséges elektronokat a fotoszintetikus
elektron transzportlancbol veszi el, ezért a hatds nagymértékben fiigg a fényintenzitastol.
Alacsonyabb fényintenzitds vagy alacsonyabb hémérséklet eldsegiti a herbicid
szétterjedését a novényben (Hunyadi és Almadi, 1981, Halasz és mtsai). A paraquat
gerjesztette oxidativ stressz a glutation (GSH) elektron atadasan keresztiil a szabadgyokok
redukcidjaban kiiszobolddik ki (Bittsanszky és mtsai, 2008).

A paraquat igen széles korben alkalmazott vegyiilet, ami strukturalis hasonldsagot
mutat egy manapsag igen nagymértékben tanulméanyozott neurodegenerativ betegség, a
Parkinson-kor toxinjaval, az 1-metil-4-fenilpiridiummal (Pablo R. és mitsai, 2007). A
Parkinson-kor egy olyan rendellenességet okoz az agyban, amely soran részben 1étrejon a
reaktiv oxigén gyokok taltermelddése, ami mitokondrialis miikodési zavarhoz és oxidativ
stresszhez vezet. Tanulmanyok arra kovetkeztetnek, hogy a paraquatnak nagy szerepe lehet
a betegség kivaltasdban. Ez megnovelte az érdeklédést eme gatlo hatasti anyag

vizsgélatanak iranyaban.
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3. CELKITUZESEK

Allati szervezetekben régota tanulmanyozzak a paraquat mitokondriumra gyakorolt
hatasat. Novények esetében is széles korben alkalmazzak mind in vivo, mind in vitro
kultardkban oxidativ stressz kivaltasara, mikozben hatdsmechanizmusat eddig leginkabb
csak kloroplasztiszban tanulmanyoztak. Habar a paraquat novényi mitokondriumra kifejtett
hatasat évek oOta valosziniisitik, igen kevés ismeret all rendelkezésiinkre a pontos
mikodésérol az organellumban. Az allati és a ndvényi szervezetek analdgidja alapjan a
mitokondrialis elektrontranszport lancot befolyasold hatasat valosziniisitenek, bar a
novények mitokondrialis 1égzésében az allati rendszerekhez képest eltérés is van (pl.:
alternativ oxidazok).

Dolgozatomban ezen gatld hatast herbicidet vizsgalom, hogy hogyan befolyasolja a
sOtétben nevelt Arabidopsis thaliana teljes novény eredetli sejtszuszpenzios kultirabol
izolalt mitokondriumot és a mitokondridlis 1égzési lanc komplexeit, kiilonb6zd mérési

modszerekkel. Az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

e A paraquattal kezelt mintak esetében valtozott-e a H,0O, tartalom?
e Ha torténik valtozas, ez milyen iranyban befolyasolta az antioxidans rendszer
néhany elemét?

e Az elektrontranszport lanc komponenseinek az aktivitdsa megvaltozik-e?

13



4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Sejtkultura fenntartasa

Kisérleteink soran Arabidopsis thaliana Columbia okotipus, vad tipusu teljes
novény eredetli sejtszuszpenzids kulturdval dolgoztunk. A sejtkultira fenntartdsahoz
Encina és munkatarsai (2001) altal kidolgozott modszert alkalmaztuk. Az alap MS
tapoldatot (Murashige és Skoog, 1962) kiegészitettiik 0,2 g/l mioinozitollal, 30 g/l
szacharozzal és hormonokkal (0,5 mg/l 6-benzil-aminopurin, 1 mg/l indol-3-ecetsav, 1
mg/l naftalinecetsav, 1 mg/l 2,4-diklérfenoxiecetsav). A tapoldatot hetente cseréltiik gy,
hogy a sejtkulturabol minden héten kivettiink 5-5 ml-t két 0j lombikba, melyeket
kiegészitettlink 45-45 ml friss tapoldattal. Ezutdn so6tétben, percenként 120

fordulatszammal razattuk.

4.2. Mitokondrium izolalas

Hat napos kezeletlen és 22 o6ran at 0,1 uM paraquattal kezelt Arabidopsis
sejtszuszpenzids kultirabol Werhahn és munkatarsai (2001) altal leirt modon izolaltunk ép
mitokondriumokat. Az 50 g szarazra szirt sejtszuszpenzidhoz 100 ml jéghideg feltaro
puffert ( 450 mM szachardz, 1,5 mM EGTA, 0,2 % [w/v] BSA, 0,6 % [w/v] PVP 40, 10
mM DTT, 0,2 mM PMSF, 15 mM MOPS, pH 7,4) adtunk. A sejteket turmixgéppel
homogenizaltuk 3 periddusban 15 mésodperces mixelési szakaszokkal. Az igy kapott
oldatot ~100 pm poérus atmérdji szoveten atszlrtiik. Ezt kovetden 3 1€pcsds centrifugalas
kovetkezett: két centrifugalas 5 percig (3000 g) a felesleges tormelék iilepitésére, és egy 10
perces centrifugalas (17000 g) a mitokondriumok {ilepitésére. Ezutdn a mos6 pufferben
(300 mM szacharoz, 1 mM EGTA, 0,2 mM PMSF és 10 mM MOPS/ KOH, pH 7,2) Gjra
feloldottuk a mitokondriumokat. Ezt kdvetden egy 3 1épcsés Percoll gradienst épittettiink
az ép mitokondriumok elvalasztdsahoz, amely 18%, 23 % ¢és 40% Percollt tartalmazott 0,3
M szacharéz és 10 mM MOPS/KOH (pH 7,2) mellett. A mintdkat a gradiensek tetejére
rétegeztiik, és az 50 perces nagy sebességii (70.000 g) centrifugalas utan a mitokondriumok
a 23%-o0s és a 40 %-os fazis hataran helyezkedett el. Ezutan eltavolitottuk a Percoll-t a
megtisztitott mitokondriumrol, majd kétszer mostuk a feloldé pufferrel ( 0,4 M mannitol, 1
mM EGTA, 0,2 mM PMSF, és 10 mM K-foszfat, pH 7,2) és 15 percig centrifugaltuk
(12000g). Az igy kapott mintakat felhasznalasig -80°C-on taroltuk.
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4.3. Enzimaktivitasok fotometrias mérése

A kiilonb6zé enzimek aktivitasinak a méréseit harom vagy tobb bioldgiai
ismétléssel végeztiikk. A statisztikai analizishez a Microsoft Office Excel 2007-es verzidjat

hasznaltuk, amivel Student t-probat végeztiink.

4.3.1 Aszkorbat peroxidaz aktivitismérés

Az APX aktivitasdnak a mérése Nakano ¢s Asada (1981) mddszere alapjan tortént.
A ndvényi mintdkat folyékony nitrogénben eldorzsoltiik és homogenizalod puffert adtunk
hozza, amely tartalmazott: 50 mM K-foszfat puffer (pH 7.0), 1 mM EDTA, 50 mM NacCl,
1% PVP-40 ¢és 1 mM aszkorbinsav. Ezutdn 20 percig 4°C-on 14.000 rpm sebességgel
centrifugaltuk a mintédkat. A centrifugalas utén a feliilisz6t hasznaltuk enzimkivonatként.
A méréshez kvarc kiivettat hasznaltunk. 1 ml végtérfogatban belemértiink 900 pl 50 mM
K-foszfat puffert (pH 7.0), 10 ul 100 mM aszkorbinsav oldatot, 50 pul enzimkivonatot és 40
ul 50 mM H,0; oldatot. Az abszorpciovaltozast 290 nm-en mértiik 2 percig. Az egységnyi
APX aktivitdson azt az enzim mennyiséget értjiikk, ami képes 1 pM aszkorbinsavat 1 perc
alatt oxidalni. Az APX molaris extinkcios koefficiense 290 nm-en 2,8 mM* Cm'l, az enzim

specifikus aktivitasat 1 mg fehérjére vonatkoztattuk.

4.3.2. Glutation reduktaz aktivitaismérés

A reakci6 az enzim milkdodése soran keletkez6 GSH kimutatdsan alapul. Szines
termék,  tionitrobenzoesav  keletkezik  5,5-ditiobisz(2-nitrobenzoesav)  (DTNB)
hozzéadasaval, ezt tudjuk mérni 412 nm-en. A ndvényi mintakat folyékony nitrogénben
eldorzsoltiik és homogenizalod puffert adtunk hozza (50 mM K-foszfat,] mM EDTA, 1%
PVP-40, pH 7.0), majd a mintakat cenrifugéltuk. A glutation reduktaz (GR) aktivitdsdnak
méréséhez az 1 ml reakcidelegy 550 pul 100 mM K-foszfat puffert (pH 7,0), 50 ul 2 mM
NADPH-t, 50 pul 20 mM GSSG-t, 100 ul fehérjét és 250 ul 3 mM DTNB-t tartalmazott.
Ezutan lezartuk a reakcidelegyet parafilmmel, és Osszeraztuk. Fél perc elteltével kezdtiik
mérni az abszorpcidvaltozast 412 nm-en a harmadik perc végéig. A mintdkat GSSG nélkiili
kontrollal szemben mértiilk. A kapott adatokbol kiszamoltuk azt az enzimmennyiséget,
amely katalizalja 1 umol GSSG redukciojat egy perc alatt. Az enzim specifikus aktivitasat

1 mg fehérjére vonatkoztattuk.
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4.3.3. Hidrogén-peroxid kvantitativ meghatarozasa

A H,0, tartalom és képzOdés mérését sejtszuszpenzidos kultarabol és izolalt
mitokondriumbol Dlaskova és munkatarsai (2006) altal leirt moédon végeztiik Amplex Red
Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit-et hasznalva (Invitrogen, Molecular Probes,
A22188). A sejtszuszpenzids kultirabol vett mintakat szarazra szirtiik, folyékony
nitrogénben eldorzsoltiik, majd tomegilikhdz képest négyszeres térfogati 20 mM K-foszfat
puffert (pH 6,5) adtunk hozza és 20 percig centrifugaltuk 4 °C-on. A feliiluszo6t hasznaltuk
H,0, tartalom meghatarozasahoz. A kb. 200 pg tdmegii izolalt mitokondriumot 10 mM K-
fosztat (pH 7,2), 0,4 M mannitol, 5 mM glutaméat, 5 mM szacharéz, 5 mM almasav, 1 mM
aszkorbinsav, 0,2 U/ml torma peroxiddaz és 50 uM Amplex Red reagenst tartalmazo
oldatban oldottuk fel . Ezt kovetéen az elegyet sotétben tartottuk szobahémérsékleten 30
Labsystems, Multiskan Spectrum), és kalibraciés gorbével hataroztuk meg a H,0O;

tartalmat.

4.3.4. Szuperoxid dizmutaz aktivitasanak mérése

A SOD aktivitdsanak a meghatarozasakor azt hasznaltuk fel, hogy az enzim gatolja
a 4-nitro-tetrazoliumkékb6l (NBT) O jelenlétében a formazan képzdédését (Dhindsa és
mtsai., 1981). A névényi mintakat folyékony nitrogénben eldorzsoltiik, majd felvettiik 50
mM K-foszfatot (pH 7.0), 1 mM EDTA-t és 1% PVP-40-t tartalmaz6 pufferben. Az igy
kapott homogenizatumot centrifugaltuk (14000 g). A feliilluszot hasznaltuk az enzim
aktivitdsanak mérésére. Az 1 ml végtérfogatu reakcioelegy 900 pl 100 mM K-foszfat (pH
7,0), 0,1 mM EDTA, 13 mM metionin oldatot, 33 pul 5 mM NBT-t, 30 ul enzimkivonatot
¢s 33 ul 0,2 mM riboflavint tartalmazott. Ezzel 3-4 parhuzamost mértiink dssze, a mintakat
pedig intenziven megvilagitott helyen tartottuk. A vak oldat nem tartalmazott enzimet. Egy
sOtétben tartott sorozatot is bedllitottunk referenciaként. 15 perc elteltével a keletkezett
formazan fényelnyelését mértikk 560 nm-en. Végiil az 50 %-os NBT gatlast eredményezd

enzimegységet 1 mg fehérjére vonatkoztatva adtuk meg.

4.3.5. Citokrom c oxidaz aktivitasmérés

Ezt a moddszert Szarka ¢és munkatarsai (2004) altal leirtak szerint végeztik. A
méréshez spektrofotométert hasznaltunk 550 nm hulldmhosszon. A 0,053 mg/ ml citokrom
¢ oldatot beletoltottiik 1 ml-es miianyag kiivettaba, felvettiik az alapvonalat, majd 0,1 M-o0s

Na-ditionittal redukaltuk. A Na-ditionitot apranként adagoltuk az abszorbancia folyamatos
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figyelésével, és amikor mar nem valtozott a szine az oxidalt oldattal szemben, akkor
tekintettiik teljesen redukaltnak a citokrom c oldatunkat. Az abszorbancia valtozasabol
tudjuk az enzim aktivitasat szdmolni, mivel a mérés nem végpontos. A redukalt citokrom c
oldat abszorbancidjat fél percen keresztiil felvettiik, majd hozzdadtuk a mitokondrialis
preparatumot, és 2 percig figyeltiik a valtozast. A mitokondrium épségét az enzim
latenciajaval jellemezhetjiik, ezért a mérést elvégeztiik tritonnal kezelt mitokondriumokkal
is. Mérés eldtt 1 ml citokrom c oldathoz 25 pul 1 %-0s Triton-X-100-at adtunk. Az
enzimaktivitast a Lambert-Beer torvény segitségével szamoltuk ki (molaris extinkcids

koefficiense 550 nm-en 20 mM™ cm™) 1 mg fehérjére vonatkoztatva.

4.4. Mitokondrialis 1égzési vizsgalatok

Ezeket a vizsgalatokat Ho és mtsai (2007) altal leirt modon végeztiik, kis mérték
modositasokkal. Az izolalt mitokondriumot 1égzési pufferbe tettiink ( 0,4 M mannitol, 0,25
% BSA, 10 mM MOPS, 5 mM KH,;PO4, 10 mM NaCl, 2 mM MgSO,, pH 7,35 ) és az
oxigénfogyasztast 22 °C-on mértiik Clark tipusu oxigén elektroddal (Hansatech CB1D).
Az alabbi 1égzési szubsztratokat ¢és gatloszereket hasznaltuk a  kovetkezd
koncentraciokban: NADH (1.5 mM), ADP (0.2 mM), ATP (0.3 mM), dithiothreitol (2
mM), piruvat (5 mM), rotenon (10 uM), szukcinat (5 mM), antimycin A (10 uM),
aszkorbinsav (1 mM), KCN (1 mM), SHAM (2 mM). Az oxigénfogyasztast ADP
jelenlétében, valamint nélkille is megmértiik. ADP hidnyaban lassabb az oxigén
fogyasztas, hozzaadasakor viszont tobbszorosére nohet. Az igy mért sebességek aranyat
respiracios kontroll hanyadosnak nevezziik. A 111 komplex aktivitasara annak antimycin A-
val torténd fokozatos gatlasabol és az ebbdl eredd csokkend oxigénfogyasztasbol

kovetkeztettiink.

4.5. Fehérje koncentracio mérése

Az izolalt mitokondriumok fehérje tartalmat Bradford (1976) modszere alapjan
hataroztuk meg a BioRad cég altal gyartott fehérje meghatarozo készlettel a megadott
leiras szerint. A méréshez spektrofotométert hasznaltunk 595 nm hullamhosszon. 1 ml
reakcioelegy 798 pl desztillalt vizet, 2 pl mitokondrium preparatumot és 200 pl
koncentralt reagenst (Protein Assay Dye Reagent Concentrate, #500-0006) tartalmazott.
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Minden alkalommal legalabb 3-3 parhuzamos mintat mértiink meg. A mért abszorbancia

crer
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

Kisérleteink soran teljes novény eredetli, de sotétben nevelt sejtszuszpenzios
kultaréval dolgoztunk annak érdekében, hogy a paraquat kloroplasztiszra gyakorolt hatasat
kikiiszoboljiik. A mérések sordan 0,1 uM végkoncentracioban 22 ¢6ra idétartamban
alkalmaztuk a paraquatot, mivel munkacsoportunk elézetes eredményei alapjan ez volt az
az optimalis kezelési koriilmény, amely még nem okozott letalitast, viszont mar stresszt
valtott ki. A stressz kezelés utdn a szuszpenzids kultirdkat gondosan szarazva szlirve
hasznaltuk, hogy a tdmegiik mérése soran minél pontosabb eredményeket kaphassunk. A
kiilonboz6é méréseket haromszor megismételtiik (biologiai ismétlés) legalabb harom-harom

parhuzamos mintaval.

5.1. Szuperoxid dizmutaz aktivitas mérése

A szuperoxid a mitokondridlis SOD (MnSOD) hatéséara elektront felvéve nagyon
gyorsan H,0,-da alakul (Dr. Sipos Ildiké, 2003). Szerepet jatszik az oxidativ stressz elleni
védelemben, az enzimatikus védelem elsé vonalat képviseli az intracellularis szabad
gyokok kioltdsdban, ezért eldszor ennek az enzimnek az aktivitdsat vizsgaltuk meg
paraquat hatasara. A SOD a tobbi antioxidanssal egyiitt képes igazan kifejteni hatasat (Ji L.
L. és mtsai, 2000). A méréskor a mitokondrium preparatumhoz K-foszfat puffert, EDTA-t,
metionin oldatot, NBT-t, és riboflavint adtunk az enzim optimalis miikodése érdekében.

A kisérletek soran a SOD aktivitdsaban 23%-o0s novekedés volt tapasztalhato (5.1.
A ébra) a paraquattal kezelt mintdkban a kontrollhoz képest abban az esetben, mikor a
teljes sejtet vizsgaltuk. Az izolalt mitokondriumban (5.1. B é4bra) 33%-kal nétt meg a
MnSOD  specifikus  aktivitisa a kezeletlen mintdkhoz képest. Az izolalt
mitokondriumokndl nagyobb kiilonbséget figyelhettink meg, mint a teljes sejtes
mintdkban, amibdl arra kovetkeztethetlink, hogy a paraquat altal kivaltott stressz kezelés
hatdsara az elsddleges szuperoxid anion képzddés helye sotétben nevelt szuszpenzid
esetében a mitokondrium volt, ¢és szuperoxid anionok mennyisége jelentGsen
megnovekedhetett.

A megnovekedett SOD enzim aktivitasb6l a H.O, fokozott jelenlétére
kovetkeztethetiink, ami egyrészt az oxidativ stressz velejardja lehet, masrészt Gnmagaban
is masodlagos oxidativ stresszt valthat ki. Ennek bizonyitasara H,O, kimutatasara alkalmas

kisérleteket végeztiink.
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5.1. abra A szuperoxid dizmutaz aktivitasanak mérése

A: A SOD aktivitasanak mérése kontroll és 0,1 uM paraquattal kezelt Arabidopsis thaliana
sejtszuszpenzios kultaraban (p< 0,05)

B: A SOD aktivitasanak mérése kezeletlen és 0,1 uM paraquattal kezelt ép mitokondriumban

(p <0,05)

5.2. H,O, kimutatasa

A sejtek H,O, tartalmat és a mitokondriumon beliili képzodését Amplex Red
Hydrogen Peroxide/Peroxidase Assay Kit-tel végeztiik. A mitokondriumok esetében olyan
kozegben meértiik, amely optimdlis volt a szamukra: kalium-foszfat puffer, mannitol,
glutamat, szukcinat, almasav, aszkorbinsav hozzdadasaval. A mérés el6tt a mintakat
sOtétben tartottuk. Mind teljes sejtben, mind izolalt mitokondriumban megnétt a H,0,
tartalom. Az izolalt mitokondriumoknal (5.2. B abra) 42%-kal megnétt a H,O, képzodése a
paraquattal kezelt mintakban a kontrollhoz képest, mig a sejtszuszpenzios kultiraban ez a
kiilonbség kisebb volt (5.2. A abra), 15%-kal tobb hidrogén-peroxidot mértiink a 0,1 uM
paraquattal kezelt sejtekben a kezeletleneckhez képest. Eredményeinkbdl jol latszik, hogy
erbteljesebb volt a HyO, képzddés az ép mitokondriumban, mint a sejtben. Novekedése azt
jelzi, hogy a mitokondriumra a gatloszer egyértelmiien hatast gyakorolt, és ott oxidativ
stresszt valtott ki. A HyO, szintje befolyasololag hat az aszkorbat oxidalt és redukalt

forméajara.
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5.2. abra H,0, kimutatasa

A: H,0, tartalom mérése kontroll és 0,1 uM paraquattal kezelt Arabidopsis thaliana sejtben

(p< 0,05)

B: H,0, képzédés mérése kontroll és 0,1 uM paragattal kezelt izolalt mitokondriumban (p< 0,05)

5.3. Aszkorbat peroxidaz aktivitas mérése

Az aszkorbat peroxidaznak nagy szerepe van a reaktiv oxigén gyokok kioltasaban,
a novények antioxidans rendszerének egyik meghatarozé eleme, ezért azt is megvizsgaltuk,
hogy hogyan valtozik a miikkddése az izolalt mitokondriumokban paraquat kezelés utan. Az
APX mérésnél az enzimkivonathoz adtunk még K-foszfat puffert, aszkorbinsav oldatot, és
H,0O, oldatot. Idében kovettilk az APX aktivitasat, hogy milyen sebességgel tudja bontani a
H,O,-t. Az APX specifikus aktivitdsa is megnOvekedett paraquat hatasara 34%-kal
nagyobb mértékben a kezeletlen mintakhoz képest (5.3. abra). Megallapithato, hogy a
jelentdsen megnovekedett APX aktivitds lehetévé teszi a szintén megndvekedett
mennyiségli H,O, redukalasat, melyhez aszkorbinsavat haszndl elektrondonorként. Ezzel
egy idoben az aszkorbat az APX-en keresztil monodehidroaszkorbatta (MDHA)
oxidalodik. Az MDHA 4talakulhat dehidroaszkorbatta (DHA), vagy visszaredukalodhat
aszkorbatta. A DHA vissza tud alakulni a dehidroaszkorbat reduktaz (DAR) segitségével

aszkorbatta, ami azt eredményezi, hogy a glutationbdl (GSH) oxidalt glutation jon létre.
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Legvégiil a keletkezd GSSG a glutation reduktdz (GR) enzim kozremitkodésével
visszaalakul redukalt glutationnda NADPH segitségével (Noctor és Foyer, 1998). A GR

aktivitasat is megvizsgaltuk a tovabbiakban.
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5.3. Aszkorbat peroxidaz aktivitis mérése
APX aktivitas mérése kontroll és 0,1 uM paraquattal kezelt mitokondriumban (p<0,05)

5.4.Glutation reduktaz aktivitas mérése

A glutation meghatarozoé tényezd a sejtek redox allapotanak fenntartasaban (Lang
Ferenc, 2007). Fontos szerepe van a lipidperoxidacié gatlasaban a DNS, ill. RNS allomany
karosodasanak megel6zésében (Zechmann és mitsai., 2006). Szintén részt vesz a H,0,
redukalasaban az APX és a glutation dehidrogenaz éltal katalizalt reakciokban. A mérés
soran tionitrobenzoesav keletkezését detektaljuk 5,5-ditiobisz(2-nitrobenzoesav) (DTNB)
hozzaadéasaval. Az aktivitds méréskor a mitokondriumhoz K-foszfat puffert, NADPH-t,
GSSG-t, és DNTB-t adtunk. A GR aktivitasa is ndvekedést mutat a paraquattal kezelt
mintdkban a kontrollal szemben, tehat képes volt reakcioba 1épni a ROS-okkal kézvetleniil.
Az 5.4. abran lathatd, hogy 16%-kal nagyobb értékek figyelhetbek meg a paraquattal

kezelt mintakban a kontrollhoz képest.
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5.4. abra: Glutation reduktiz aktivitas mérése
GR aktivitas mérése kontroll és 0,1 pM paraquattal kezelt ép mitokondriumban (p< 0,005)

Az eddigi eredményeinkbdl - SOD, APX, GR enzim aktivitdsdnak fokozoddasa,
H,0; tartalom ¢és képzddés megnovekedése - arra kdvetkeztettiink, hogy a sotétben nevelt
sejtszuszpenzids kultiraban a paraquat oxidativ stresszt valtott ki, és a keletkezd reaktiv
oxigén gyokok elsddleges forrasa a mitokondrium volt. Ezek utan azt szerettik volna
megtudni, milyen valtozasok zajlanak a mitokondrialis elektrontranszport lanc
komplexeinek miikodésében, mivel az organellumon beliilli ROS képzddés elsédleges

helyei itt talalhatoak.

5.5. Citokrom c oxidaz aktivitasa

A c tipusu citokromok kiilonféle 1égzési elektrontranszfer folyamatokat latnak el a
sejtek energia-atalakitdé membranjaiban, részt vesznek bizonyos oxidacios folyamatokban
és gazok megkotésében ( Tenger Katalin, 2010). A mitokondrialis citokroémok olyan hem-
fehérjék, melyeknél az elektrontranszport soran a hem vas ciklikus Fe?* - Fe®* atalakulésa
torténik. Az oxidalt és a redukalt citokrom c spektrumaik alapjan megkiilonboztethetéek
(Szarka és mitsai., 2004). A citokromok elektrontranszfer mikodésének vizsgélatira a
mitokondrialis 1égzési lanc IV komplexére jellemzd enzimaktivitas mérését, a citokrom c
oxidaz (COX) aktivitasmérést végeztiink el. Arra kerestiik a valaszt, hogy gatlodik vagy
fokozodik az elektrontranszport lanchan a 1V komplex miikddése 0,1 uM paraquat kezelés
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hatasara. A citokrom C oxidaz aktivitdsanak mérésekor Na-ditionittal redukaltuk el a
citokrom c-t tartalmazo oldatunkat, és a szinvaltozasbol tudtuk mérni az enzimaktivitast. A
mérést elvégeztiik ép és detergenssel kezelt mitokondriumokkal is, amikor Triton-X-100-at
adtunk az oldatunkhoz. Ezzel a méréssel a mitokondriumok épségét vizsgaltuk, ami
kisérleteink soran kb. 85-90%-0s volt. COX aktivitdas mérésekor azt tapasztaltuk, hogy
19%-o0s novekedés volt a paraquattal kezelt mintakban a kontrollhoz képest, tehat a 1V

komplex aktivitasa megemelkedett.

COX aktivitas
10
o 1
2 8 b
9
£
-~ 6 T
)
'S
=
s 4
%)
Q
o
n 2 -
O .

kontroll 0,1 uM PQ

5.5. abra: A citokrom c oxidaz enzim aktivitasanak mérése

COX aktivitas mérése kontroll és 0,1 uM paraquattal kezelt ép mitokondriumban (p< 0,005)

5.6. A mitokondrialis 1égzési lanc vizsgalata

A mitokondrialis 1égzési lanc miikodését mas modszerrel is megvizsgaltuk, hogy
lassuk, komponensei milyen aktivitassal miikodnek paraquat hatasara. A mitokondrialis
elektrontranszport részt vesz a ROS termelésében kiilonbz6 biotikus €s abiotikus stressz
koriilmények kozott (Meller, 2001). Az elektronszallitasi lancban az | komplex (NADH
dehidrogenaz) és a Il komplex (citokrom c reduktaz) a f6 helye a ROS képzdédésnek
sotétben és nem zold szovetekben (Navrot és mtsai.,, 2007). A lanc komponenseinek
vizsgalatakor oxigénfogyasztast mértiink, hozzaadtuk a komplexekhez a szubsztratjaikat,
majd gatloszerekkel leallitottuk mikodésiiket. Az I komplexhez NADH-t adtunk

szubsztratként, majd rotenonnal gétoltuk. A II komplex szubsztratja a szukcinat volt. A 11l
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komplex oxigén fogyasztasait NADH, szukcinat és ADP jelenlétében mértiik,
gatloszereként antimycin  A-t hasznaltunk. A IV komplex szubsztratja pedig az
aszkorbinsav, a gatloszere pedig a kalium-cianid (KCN). A KCN jelenlétében mértiik az
alternativ oxidazok (AOX) miikodését is. A novények mitokondriumaiban a ROS
képzddést jelentdsen képesek csokkenteni az oxidativ foszforilaciot nem végzd 1égzési
utak, amelyek magukba foglaljak az alternativ oxidazokat. (Navrot és mtsai., 2007) Az
alternativ oxidazokat szalicil-hidroxam savval (SHAM) gatoltuk. A méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy az | komplex aktivitasa 30-35%-kal megnovekedett paraquat hatasara
(5.6. abra). Az alternativ oxidazok aktivitasa is ndovekedést mutatott (25-30%), és a IV
komplexben is 30%-0s aktivitasnovekedés volt tapasztalhatd. A II komplex esetében nem

tapasztaltunk valtozast az oxigén fogyasztds mértékében szukcinat hozzaadasakor.
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5.6. abra: Kontroll és 0,1 pM paraquat kezelt sejtszuszpenziobol tisztitott mitokondriumokon
mért O, fogyasztas
NADH: | komplex szubsztratja; szukcinat: I komplex szubsztratja; AOX: alternativ oxidaz enzim

aktivitas; aszkorbat: IV komplex szubsztratja

Az oxigénfogyasztast ADP jelenlétében, illetve nélkiile is megmértiik. Az igy mért
sebességek aranya (O, fogyasztas mértéke az idé fliggvényében) a respiracios kontroll
hanyados (RC). Az oxidativ foszforilacid sebességét elsdsorban az ADP koncentracioja
szabja meg. Ha az ATP/ADP arany az ADP javara tolodik el, nd az oxidativ foszforilacio

mértéke.
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Az ADP-re felhasznalodott oxigén mennyiségét egy minta alapjan szamoltuk ki, melyen az
ADP jelenlétében illetve nélkiile mért sebességek nyomvonalait meghosszabbitva az igy
kapott metszéspontok tavolsaganak megfeleld oxigénfogyasztds adta meg a
mitokondriumhoz adott ADP-re felhasznalodott oxigén mennyiségét. Abban az esetben,
mikor a NADH ¢s a szukcinat mellett ADP-t is adtunk a mitokondriumokhoz, szépen
latszott a kiilonbség az oxidativ foszforilacioban, az aktivitas jelentdsen megnétt az ADP
hatasara a paraquattal kezelt mintdkban a kontrollhoz képest (5.7. dbra). Eredményeinkbdl
kiszamolva az RC hanyadost azt tapasztaltuk, hogy mig az I komplex esetében nem
talaltunk kiilonbséget, addig a 11 komplexnél 2,5-3-szorosa volt a paraquattal kezelt mintak

esetében a kontrollhoz képest.

O, fogyasztas

250
a
I m kontroll
Q@ - a
5 200 I A 0,1 uM PQ
2 b
£ 150
°
g
- 100 -
O
g
< 50 1 a
b I
a a
.  wimer |

NADH NADH+ADP szukcinat szukcinat +
ADP

5.7. abra: Kontroll és 0,1 uM paraquat kezelt sejtszuszpenziobol tisztitott mitokondriumokon
mért O, fogyasztas ADP jelenlétében és nélkiile

NADH: I komplex szubsztratja; szukcinat: Il komplex szubsztratja
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A III komplex aktivitdsanak mérésekor az antimycin A gatloszert (NADH, szukcinat és
ADP jelenlétében) fokozatosan, kis mennyiségekben adtuk hozza a mintdinkhoz az 1 uM
végkoncentracio eléréséig. A gatlas kialakulasanak mértékébdl kovetkeztettiink a komplex
aktivitdsanak valtozasara paraquat kezelés hatasara, ¢s relativ aktivitds csOkkenést
szamoltunk a kontroll minta kiindulasi pontjahoz (100%) képest. Nem tapasztaltunk

szignifikans kiilonbséget a Il komplex miikodésében (5.8. &bra).
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5.8. abra: A 111 komplex aktivitasanak csokkenése
NADH-t, szukcinatot és ADP-t 0,5 percnél, antimycin A-t 2,5 percnél és azt kovetden 2 percenként

adtunk a kezeletlen és 0,1 pM paraquat kezelt mitokondriumokhoz

A mitokondridlis 1€égzési lanc vizsgalataibol levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy
az AOX aktivitas novekedése alatdmasztotta az eddigi eredményeinket, miszerint a
paraquat a mitokondriumokon belill egyértelmiien oxidativ stresszt valtott ki az altalunk
hasznalt koncentracioban sotétben nevelt sejtszuszpenziés kultaran. Mivel az
elektrontranszport lanc vizsgalt komponenseinek miikodésében nem tapasztaltunk
egyértelmii gatlast, ezért a jovoben tovabbi kisérletek sziikségesek ahhoz, hogy megértsiik
a paraquat miitkddésének pontos mechanizmusat. Ilyen mérések lehetnek tobbek kozott a
I komplex aktivitasanak a mérése ADP nélkiil, és ADP hozzaadasaval, illetve paraquat
kozvetlen hozzdadasa a mitokondriumokhoz, majd az igy bekdvetkezé valtozasok

vizsgalata.
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6. OSSZEFOGLALAS

Allati  szervezetekben maér évtizedek Ota tanulmanyozzak a paraquat
mitokondriumra gyakorolt hatdsat. Novényeknél is elterjedt korben alkalmazzék oxidativ
stressz kivaltdsara, eddig hatdsmechanizmusat leginkabb csak a kloroplasztiszban
tanulmanyoztak. Dolgozatomban kiilonb6zé mérési modszerekkel vizsgaltam ezen gatlo
herbicid hatasat sotétben nevelt Arabidopsis thaliana teljes novény eredetli
sejtszuszpenzios kultiran és az abbdl izolalt mitokondriumokon. Kisérleteinkbdl kideriilt,
hogy a paraquat egyértelmiien oxidativ stresszt okoz a mitokondriumban. Ezt a tobbfajta
mérési modszer kimutatta. A paraquattal kezelt mintakban a H,O, tartalom egyértelmiien
megnodvekedett, a kiilonbség pedig jobban érzékelhetd volt az izolalt mitokondriumban,
mint a sejtszuszpenzids kultardban. Az antioxidans védelmi vonal is fokozott mikddést
mutatott a paraquat hatasara. A SOD enzim aktivitisa megnétt a Sejtekben és a
mitokondriumokban, igy hatastalanitani tudta a szuperoxid gyokoket H,O, képzddése
mellett. Itt is az izolalt mitokondriumban nagyobb kiilonbség volt észlelhetd a kontroll és a
kezelt mintak kozott. Mivel a SOD a tobbi antioxidanssal tudja igazan kifejteni hatasat, igy
azokat is megvizsgaltuk. Az APX szintje is megnovekedett az oxidativ stressz hatdsara a
mitokondriumokban, tehat redukalni tudta a H,O,-t, vagyis a reaktiv oxigén gyokoket
sikeresen kioltotta aszkorbinsavat felhasznalva elektrondonorként. A GR aktivitdsa is
novekedést mutatott, ami szintén a nagy mennyiségben jelen levé H,O,-dal szembeni
védekezési mechanizmus aktivalodasara utal. A COX aktivitdsa is megnovekedett a
keletkezo reaktiv oxigén gyokok hatasara az elektrontranszport lanc IV komplexében. Az
elektrontranszport lanc komponenseinek az oxigénfogyasztasa megndvekedett fokozott
mikodést mutatva, kivéve a Il komplexet, ahol nem tapasztaltunk szignifikans
miikddésbeli kiilonbséget kisérleti rendszeriinkben. Ennek okainak pontos megértéséhez

tovabbi kisérletek sziikségesek a jovoben.
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- glutation reduktaz aktivitdsmérést,
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- szuperoxid dizmutadz aktivitdsmérést,

- citokrom c oxidaz aktivitasmérést,

- mitokondrialis 1€gzési vizsgalatot,

- fehérje koncentracié mérést
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