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|. Bevezeto és irodalmi attekintés

I.1. A sO-stressz és a programozott sejthalal

A so-stressz egy komplex kornyezeti tényezo, ami két f6 komponensbdl épiil fel:
egy ozmotikus komponensbdl, a talajoldat kiils6é ozmotikus potencialjanak csokkenése
miatt, és egy ionos komponensbdl (féleg a Na® és Cl ionok akkumulacija), amelyek
toxikussa valhatnak magas sOkoncentraciok esetén. A so-stressz nem specifikus hatasaként
oxidativ stressz 1ép fel, amely soran reaktiv oxigénformak (ROS) keletkeznek. A
membranokat, nukleinsavakat, fehérjéket degradald ¢és inaktivalé ROS eltavolitdsa a
sikeres akklimatizacid egyik legfontosabb feltétele. A membranlipidek peroxidacigjat, a
proteinek oxidaciodjat, az enzimgatlast, valamint a DNS és az RNS karosodasat okozd, a
kioltd6 mechanizmusokat tallép6 oxidativ stressz programozott sejthalalhoz (PCD) vezet
(De Pinto és mtsai, 2012). A so-stressz egyik kozvetlen hatasa a gyokér merisztematikus
programozott sejthalalt okozott (Huh és mtsai, 2002). S6-stressz hatasara fitohormonszerii
alifas aminok (poliaminok) akkumulalédnak a névényekben, amelyek kapcsolatban allnak
szamos fiziologiai vagy élettani folyamattal, tobbek kozott a so-stresszre adott valaszokkal

(Szepesi és mtsai, 2009; Gill és Tuteja, 2010; Gémes és mtsai, 2011).

1.2. A poliaminok és szerepiik a s6-stresszre adott valaszokban

A poliaminok kis molekulatomegili biologiailag aktiv molekuldk, amelyeknek
szereplik van a novekedésben és a differencialodasban (Bagni és Tassoni, 2001; Thomas és
Thomas, 2003; Wallace és mtsai, 2003). A ndvényekben a legnagyobb mennyiségben
eléforduld poliaminok a diamin putreszcin (Put), amely obligat prekurzora a triamin
spermidinnek (Spd) és a tetramin sperminnek (Spm) (Cohen, 1998) (1. abra). A
novényekben a hdrom f6 poliaminon kiviil egyéb di- és poliaminok is megtalalhatoak, mint

példaul a diaminok koziil az 1,3-diaminopropan (DAP), valamint a kadaverin (Cad).
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1. abra. A novényekben eléfordulé harom legfontosabb poliamin: a diamin putreszcin, a
triamin spermidin és a tetramin spermin vonalképlete

(Hideo Yamasaki és mtsai, 2006 alapjan modositva)

A poliaminok fizioldgiai pH-n pozitiv toltéssel rendelkeznek, ami lehetévé teszi,
hogy kolcsonhatasba Iépjenck és védelmet biztositsanak olyan negativ toltést
makromolekuldknak, mint a DNS, RNS, fehérjék és foszfolipidek, ily modon részt vesznek
a membranok fizikai és kémiai tulajdonsigainak, a nukleinsavak szerkezetének és az
enzimek aktivitasanak szabalyozasaban (Liu és mtsai, 2007). Tovabba koélcsonhatasba
léphetnek antibiotikumokkal, fenolos vegyiiletekkel, leginkabb a hidroxifahéjsavval
(Martin-Tanguy, 2008). Ez alapjan harom formajukat kiilonithetjiik el: a szabad szolubilis,
a makromolekuldkhoz kotott (példaul hemicelluloz, lignin), illetve kis molekulatomegii
fehérjékhez konjugalt formakat.

Novényekben a poliaminok sok fizioldgiai és fejlddési folyamat szabalyozasaban
vesznek részt, mint a novekedés, sejtosztddas, DNS replikacio, sejtdifferenciacio,
organogenezis, embriogenezis, viraginicidcio ¢€s fejlédés, levéloregedés, abiotikus és
biotikus novényi stresszvalaszok (Wimalasekera és mtsai, 2011).

A poliaminoknak esszencialis szerepiik van a sejt talélésében, mivel a kémiailag
vagy genetikailag indukalt Put és/vagy Spd szintek hianya letalisnak bizonyult élesztében,
egysejtiiekben és névényekben (Urano €s mtsai, 2005). A Spm hidnyos organizmusok
¢letképesek, de kiilonbozd mértékii rendellenességeket mutatnak. Ez azt jelzi, hogy bar a
Spm nem esszencialis, mégis nagyon fontos szerepet jatszik a fejlédésben és a

novekedésben (Yamaguchi és mtsai, 2007; Minguet és mtsai, 2008).



Az abiotikus stresszorok altal aktivalt ROS kioltasaval a poliaminok novelik a
sejtek ¢életképességét és hozzajarulnak a sikeres akklimatizacidhoz. A Spm fokozza a
novények sotolerancidjat azaltal, hogy szabalyozza a Ca*" homeosztazist (Yamaguchi és
mtsai, 2006; Kusano és mtsai, 2007), azonban a Spm sejten beliili koncentracidja a
spermidinhez és a putreszcinhez képest meglehetdsen alacsony. Zapata és mtsai. (2004)
megvizsgaltak néhany so-stressznek (100 mM vagy 150 mM NaCl) Kitett novényfaj
(spenot, salata, dinnye, paprika, brokkoli, cékla és paradicsom) poliamin tartalmat. A cékla
kivételével a Put koncentracidja alacsonyabb volt a sokezelt ndvényekben, tehat a so-
stressz szignifikans emelkedést okozott a Spd és a Spm szintekben majdnem az Gsszes
tanulmanyozott novényfajban. Szepesi és mtsai. (2009) hosszt tava 1 hetes 100 mM NaCl
kezelésnek kitett paradicsom ndvények fiatal hajtdsaban és gyokerében megvizsgaltdk a
szabad poliamin tartalmak valtozasat. A kapott eredmények alapjan megallapithato, hogy a
kezelés soran a Put koncentracidja alacsonyabb volt fiatal hajtasban és gyokérben, mig a
Spd ¢és Spm mennyisége nétt a kezelés idétartama alatt. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy a ,,Put-pool” a Spd és Spm szintézisére hasznalédhatott fel. A (Spd+Spm)/Put arany
sO-stressz hatasara emelkedett, ami egybehangzd azzal a ténnyel, hogy a spermidinnek és a
sperminnek tolerancia fokozo szerepe van a so-stresszel szemben (Mansour és Al-Mutawa,
1999) (4. abra).

A sejt tulélését vagy halalat nemcsak a poliaminok mennyisége, hanem a lebontést
végz6 enzimek (DAO és PAO) aktivitasa, valamint az altaluk katalizalt reakcidtermékek
mennyisége is befolyasolja. A poliaminok ugyanis konnyen képesek kijutni az apoplasztba
(stressz hatasdra vagy a hiperszenzitiv reakcio (HR) sordn), ahol degradaciojuk
kovetkeztében melléktermékként olyan fontos szigndlmolekula keletkezhet, mint a

hidrogén-peroxid (H,0,).

I.3. A poliaminok katabolizmusa

A sejten beliili poliamin koncentracio fliigg a poliamin bioszintézistél, a lebontasban
vakuolaris ¢és extracellularis transzportjuktol, illetve fenolos szarmazékokkal torténd
konjugaciojuktol (Wallace és mtsai, 2003).

A poliamin katabolizmusban szerepet jatszo két apoplasztikus enzim, a réz tartalmu

diamin-oxidaz (DAO, EC 1.4.3.6), mely a diamin putreszcin lebontasat végzi, valamint a
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FAD tartalmt poliamin-oxidaz (PAO, EC 1.5.3.14), mely a Spd és Spm katabolizmusat
latja el.

Arabidopsis thaliana-ban 12 DAO-szerii gént talaltak, de ebbdl csak egyet, az
ATAO1-et jellemezték ez idaig (Alcazar és mtsai, 2006). A DAO enzim a putreszcint a
primer aminocsoportjanal oxidalja, ezaltal 4-aminobutanalla alakitja, amely tovabb
alakulhat A'-pirrolinna. Melléktermékként ammonia (NHs) és H,0, keletkezik (2. abra).

A PAO enzim altal 1étrehozott termékek kémiai mindsége fligg attol, hogy az enzim
nitrogénjének endo oldalan talalhatd szénatomot oxidalja (Cona és mtsai, 2006), mely
soran 4-aminobutanal, vagy (3-aminopropil)-4-aminobutanal, illetve 1,3-diaminopropan
keletkezik, és melléktermékként H,O, szabadul fel (Wu és mtsai, 2003; Cona és mtsai,
2006) (2. abra). Ellenben az allati szervezetekben megtalalhaté spermin-oxidaz (SMO) és
az ¢lesztoben (Saccharomyces cerevisiae) eléforduld nem specifikus poliamin-oxidaz

“ ey

talalhato szénatomon oxidalja (Landry és Stemglanz, 2003; Vujcic és mtsai, 2003; Wu és

mtsai, 2003).

02; Hzo HzOz; NH3 H,0
v oy L =
HzN(CH2)4NH2 M HzN(CHz)gCHO — A'l-pirrolin
Putreszcin DAO 4-aminobutanal  -H20

02,' Hzo HzOz

+H20
HaN(CH2)sNH(CH2)4NH; M» H,N(CH,)sNH, + OHC(CH,)sNH, +———= A*-pirrolin
Spermidin PAO DAP 4-aminobutanal 120
* * 02, Hzo HzOZ
H,N(CH,)3sNH(CH,)4NH(CH,);NH, MV H,N(CH,)3NH, + OHC(CH,)3sNH(CH,)3NH,
PAO _ . Y- _ .
Spermin DAP (3-aminopropil)- 4-aminobutanal

2. abra: A putreszcin, spermidin, spermin katabolizmusa (Kuznetsov és Shevyakova,
2007 alapjan modositva)

A PAO enzimosztalynak a legjobban tanulmanyozott képviseldje a kukoricabol
kinyert PAO (ZmPAO) enzim. Ez egy 53 kDa nagysagi monomer glikoprotein, mely féleg
az apoplasztban fordul el (Sebela és mtsai, 2001). Jellegzetes tulajdonsaga, hogy
tartalmaz egy 30-A hosszi U alak katalitikus csatornat, amely legbelsé része a flavin-

izoalloxazin gylirQi elétt van, igy alakitva ki a katalitikus centrumot. A ZmPAO-Spm,



valamint a ZmPAO-Spd komplex komputeres modellezése soran kideritették, hogy az
enzim két glutaminsav oldallanca (E170 és az E62) hidrogénkdtéseket alakit ki a Spm és a
Spd aminocsoportjaival. Ennek a két aminosav oldallancnak kulcsfontossagl szerepe van a

szubsztratkotésben (3. abra).

W60

3. abra: A ZmPAO enzim aktiv centruma, valamint a szubsztratok (Spm és Spd)
kozotti kolcsonhatasa

A pontozott vonalak mutatjak a szubsztrat, valamint a fehérje k6zotti hidrogénkotéseket

(Fiorillo és mtsai, 2011)

Az extracellularis lokalizacioji ZmPAO enzimmel ellentétben az arpabol kivont
PAO (BPAO2) szimplasztikus lokalizaciot mutat. Ezek a PAO enzimek egy nyolc
aminosavbol allo szekvenciat tartalmaznak a C termindlis doménen, amely segitségével a
vakuolumba transzportalodhatnak (Cervelli és mtsai, 2004).

Az allati SMO csak ugy, mint az élesztd Fmsl a poliaminok visszaalakitasaban
(backconversion) vesz részt, amely soran a spermin spermidinné, a spermidin pedig
putreszcinné alakul (Seiler, 2004). Arabidopsis genomban 5 PAO enzimet kodold gént
talaltak. Az AtPAO1, AtPAO3 és AtPAO4 szubsztratspecifitasaban ¢€s a katalizalt reakciot
tekintve is az allati SMO enzimekhez hasonlit (Tavladoraki és mtsai, 2006; Moschou ¢és
mtsai, 2008b). Az emlésok visszaalakitast végz6 PAO enzimei konstitutiv. modon
expresszalodnak. Az AtPAOS3 is konstitutiv expresszidt mutat, mig az AtPAO1 alacsony
szinten expresszalodik novényekben (Tavladoraki és mtsai, 2006; MosChou és mtsai,
2008b). Az endogén PAO transzkriptum szintek szabalyozasa dohanyban (Paschalidis,
2005) és kukorica mezokotilban auxin altal szupresszalt, mig a fény upregulalja a PAO
expressziot (Cona és mtsai, 2003).

Yoda és mtsai. (2006) kimutattdk, hogy a lebontast végzd enzimek koziil a PAO

enzim az egyik kulcs eleme az oxidativ robbanasnak, ami PCD-t indukal dohany
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sejtkultarakban. A meglehetdsen magas ZmPAO enzim aktivitas a differencialodo trachea
elemekben megerdsiti azt az elképzelést, hogy a PAO enzimeknek kozvetleniil szerepiik
van a PCD-ban (Cona és mtsai, 2006). Moschou és mtsai. (2008a) megvizsgaltak, hogy so-
stressz hatdsara a Spd az apoplasztba szekretalodott, ahol a PAO enzim lebonté miikodése
révén, melléktermékként H,O, keletkezett. So-stressz alatt az apoplasztikus H,O, és
szuperoxid-gyokanion (O2") mennyisége nagyban fiigg a PAO enzim aktivitasatol. A sé
ugyanakkor képes gatolni a plazmamembran lokalizalt NADPH-oxiddz enzim miikodését,
ezaltal pedig csokkenteni az apoplasztikus O, mennyiségét (Rodriguez és mtsai, 2009) (4.
abra). Magas PAO enzim aktivitds magas H,O, akkumulaciot eredményezett az
apoplasztban, amely elégséges volt a ROS altal indukalt PCD kivaltasahoz, mig egy
kozepes PAO és H,0; szint a szignalizacios és védelmi gének expressziojat eredményezte,
eldsegitve az abiotikus stresszel szembeni toleranciat (Moschou és mtsai, 2008a).

So-stressz hatasa a poliaminokra névényi sejtekben

SEJTFAL

NADPH
oxidaz

PLAZMAMENVIBRAN

- Wédelmi gének expresszidja
- HRindukalta sejthalal

- PCD
SEITMAG

4. abra: Apoplasztikus ROS generalasanak és azok hatasanak sematikus

abrazolasa kukorica levélben so-stressz hatasara (SPDS: spermidin-szintaz; SPMS:
spermin-szintaz; PAO: poliamin-oxidaz; DAP: 1,3-diaminopropan; Rodriguez és mtsai, 2009

alapjan modositva)

I.4. A poliamin-oxidaz gatlasanak mechanizmusa

A PAO enzim aktivitaisa az MDL72527 [N1,N4-bisz(2,3-butadienil)-1,4-
butandiamin] nevii vegyiilettel specifikusan gatolhat6. Az inhibitor irreverzibilis modon
gatolja a ZMPAO enzim miikddését. Az MDL72527 inhibitor megakadalyozza a szubsztrat
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Spm, Spd PAO enzim E170 és E62 glutaminsav oldallancaihoz vald kotodését azaltal,
hogy az enzim F403 és Y439 aminosav oldallancaival létesit kapcsolatot, ezaltal fizikai
Giton gatolva a Spm és Spd bekotédését (Binda és mtsai, 1999) (5. abra). Allati sejtekben,
valamint a kisérleti allatok minden szervében mikromolaris koncentracioban képes volt
gatolni az enzim mitkodését anélkiil, hogy a poliamin metabolizmus mas enzimeit gatolna.
Alkalmazasa egér hosszl tava kezelésében halalt okozott, mert a Spm a vordsvértestekben
¢s a vérplazmaban felhalmozddott. Ennek kovetkeztében a poliamin katabolizmus gatlasa,

kiilonosképpen a Spm felhalmozddasa végzetes ezekben az allatokban (Seiler €s mtsai,

2002).

5. abra: A ZmPAO szubsztratkotésében résztvevé glutaminsav oldallancok (E170 és
E62), valamint a specifikus gatloszer az MDL72527 kotési helye az enzim tirozin

(Y439) és fenilalanin (F403) aminosav oldallancaihoz (Fiorillo és mtsai, 2011)

I.5. A poliaminok és a reaktiv oxigénformak (ROS) kapcsolata

Az elmult években a poliaminok antioxidans szerepét is megvizsgaltak,
hiszen kozvetett mdodon képesek a ROS kioltasara, illetve hatdssal vannak bizonyos
antioxidans enzimek aktivitasara (Tang és Newton, 2005; Verma és Mishra, 2005). A
poliaminok antioxidans hatasa az anionkotési képességiikre vezethetd vissza. Ebbdl a
szempontbol a kotott forméak bizonyultak hatékonyabbnak (Bakhanashvili és mtsai, 2005;
Groppa ¢és Benavides, 2008). Chilling sordn a Put képes volt antioxidans enzimekhez
kotédni, példaul a szuperoxid-dizmutazhoz (SOD) vagy kisebb antioxidans molekuldkkal
konjugatumot képezni. A poliaminok csokkentették a lipidperoxidaciot, és megdrizték a
membranok integritasat (Nadeau, 1987).

Reaktiv oxigénformak keletkezhetnek a mitokondriumban és a kloroplasztiszban, a

mitokondrialis, valamint a fotoszintetikus elektrontranszportlanc soran, a peroxiszomaban,
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plazmamembran lokalizalt NADPH-oxidaz altal, tovabba peroxidazok, apoplasztikus
lokalizacioji amin-oxidazok (DAO, PAO) és oxalat-oxidazok altal (Martin-Tanguy J,
2001; Papadakis, 2005; Cona és mtsai, 2006; Ahmad és mtsai, 2008; Mittler és mtsai,
2011).

A reaktiv oxigénformak koz¢é tartozdé H,O, masodlagos jelatviteli molekula, mely
képes belépni a stressz szignaltranszdukcids utvonaldba, ami eldsegitheti az antioxidans
védekezési  valaszok aktivaciojat. Alacsony koncentracioban védelmi  szignal
molekulaként, magas koncentraciéban citotoxikus prooxidans agensként viselkedik. A
H,0; valtozasokat idézhet eld a redox jelatvitelben, melynek kovetkeztében a sejt vagy
osztodik, vagy elpusztul (Ha és mtsai, 1997; Hu és Pegg, 1997). A PAO altal keletkezett
H,0, kivaltja a MAPK (Mitogén aktivalt protein kinazok) aktivaciojat is (Kusano és mtsai,
2008). A Spd és a Spm gatolta a NADPH-oxidaz miikodését, ily modon pedig a Oy~
keletkezését, a Put pedig kivédte a PAO altal generalt H,0, altal indukalt PCD kialakulasat
sz616 protoplasztokban (Papadakis és mtsai, 2005).

I.6. A poliaminok és a nitrogén-monoxid (NO) kélcsonhatasa

A NO szintelen, gaz halmazallapot, erdteljesen reaktiv molekula, amely
szignalmolekulaként kulcsszerepet jatszik biotikus és abiotikus stresszvalaszokban (Hung
¢s mtsai, 2002). A differenciacioban és fejlodésben betdltott szerepe hasonld a
poliaminokéhoz. Részt vesz a magvak csirazasaban (Sarath ¢és mtsai, 20006),
gyiimolcsérésben (Manjunatha és mtsai, 2010), szeneszcenciaban (Corpas €s mtsai, 2004)
¢s az abiotikus stressz (szarazsag, ho- és magas so-Stressz) soran az adaptiv valaszgének
bekapcsolasaban (Qiao ¢és mtsai, 2008). Kulcsfontossagu intermedier molekula a citokinin
(Tun és mtsai, 2008), abszcizinsav (Garcia-Mata és mtsai, 2002), etilén (Leshem és mtsai,
2000) és a poliamin (Tun és mtsai, 2006) szignalizacioban. Koézremiikodik a PCD
folyamataban (Neill és mtsai, 2003), ugyanis koncentraciotol fiiggéen lehet antioxidans
vagy citotoxikus hatasu.

A poliaminok képesek hatni a NO képzddésre (Yamasaki és Cohen, 2006),
indukaljak a NO termelédést, aminek fontos szerepe lehet a stresszvalaszok és mas
stresszkozvetitok kozotti kapcesolat megteremtésében (Tun és mtsai, 2006). A Spd és a Spm
gyors, néhany percen beliili NO képzddést indukal Arabidopsis thaliana gydkércsticsok
elongacios zonajaban, valamint az als6 levelekben, kiilondsképpen az erekben és a

trichdomakban (Tun és mtsai, 2006). Ugyanakkor a poliaminok képesek csokkenteni a nitrat
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asszimilaciot és valdszinlileg a NO nitritbdl torténd produkcidjat is azaltal, hogy
kolcsonhatasba 1épnek egy 14-3-3 fehérjével (Rockel és mtsai, 2002; Athwal és Huber,
2002). A 14-3-3 fehérjéhez vald kotédés kovetkeztében a nitrat-reduktaz (NR)
inaktivacioja kovetkezik be, amely a NO egyik forrdsa a ndvényi sejtekben.

A keletkezett NO szamos ton képes kapcsolatba 1épni a reaktiv oxigénformakkal,
¢s ezaltal a védekezési jelatvitelben jatszhat szerepet so-stressz soran (Poor €s mtsai,
2012). Gémes és mtsai. (2011) kimutattak, hogy az exogén Spd és Spm ndvelte mind a NO
protoplaszt sejtekben. Ezzel szemben Fan és mtsai. (2010) kimutattdk, hogy natrium-
nitroprusszid (SNP) hozzaadasa utan, amely egy NO donor, csokkent a szabad Put és Spd
mennyisége, valamint a PAO enzim aktivitasa so-Stressz alatt uborka novényekben. Az
SNP kezelés tovabba novelte a Spm mennyiségét, amely fokozta a novények
sotolerancidjat. A NO hatasa eldsegitheti vagy gatolhatja a PCD-t a fehérjék S-
nitrozilacidjan keresztiil, amely nagyban fiigg szdmos faktortél tobbek kozott a sejt
tipusatol, a cellularis redox allapottol, valamint a NO helyi koncentraci¢jatol (Wang és

mtsai, 2010) (6. abra).

stressz

nitrit o
nitrozilalt
fehérjék

CDPK
MAPK

H205

emp  PK egyéb Ca?*
diamin-oxidaz szenzorok

poliamin-oxidaz ADPR
s CDPK

Ca?t MAPK
poliaminok

6. abra: A nitrogén-monoxid (NO) jelatvitelének sematikus abrazolasa novényi
sejtekben (cADPR: ciklikus ADP riboz; CDPK: Ca®" fiiggd protein kinaz; cGMP: ciklikus GMP;
H,0,: hidrogén-peroxid; MAPK: mitogén aktivalt protein kinaz; NR: nitrat-reduktaz; PK: protein

kinaz; Wimalasekera és mtsai, 2011 alapjan modositva)
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[l. Célkitlizések

Kisérleteink sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a rovidtava kezelésben
alkalmazott alacsony (100 mM) és magas (250 mM) NaCl koncentraci6 milyen
valtozasokat indukadl a paradicsomndvények poliamin tartalméaban, valamint a poliaminok
katabolizmusaban, és mindez miképp jarul hozza vagy hozzajarulhat-e a so-stresszel
szembeni tolerancia kialakitdsahoz vagy ellenkezd esetben a novényi egyedek
pusztulasahoz az id6 fliggvényében.

Munkank sordn célunk volt annak megallapitasa, hogy rovidtdvon alacsony és
magas soOkoncentracioval Kkezelt paradicsom ndvények szabad poliamin mennyisége
hogyan alakul, az azok lebontdsaban szerepld enzimek (DAO, PAO) aktivitasa, valamint a
reakciojuk melléktermékeként keletkezett H,O, mennyisége korrelal-e ezekkel a
valtozasokkal. A DAO és PAO enzimeket kddold gének aktivitasa hogyan valtozik az id6
fliggvényében, valamint a lebontdé enzimek aktivitasa sordn keletkezett H,O, szerepet
jatszik-e az intracellularis 6sszes ROS alakulasdban. Mivel a poliaminok indukalhatjdk a
NO bioszintézisét, amely szerepet jatszhat a stressztolerancia vagy a sejthalal kivaltasaban,
ezért megvizsgaltuk a NO koncentracio alakulasat gyokércsticsokban az id6 fiiggvényében.

A PAO katabolizmus so-stresszben betoltott fontossaganak tanulmanyozasara egy
specifikus PAO gatloszert, az MDL72527 ([N1,N4-bisz(2,3-butadienil)-1,4-butandiamin])
vegyiiletet alkalmaztuk. Megvizsgaltuk 1d6 fiiggvényében a katabolikus enzimek
aktivitdsanak valtozasat, tovabba valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a poliaminok
lebont6é enzimei koziil a PAO enzim aktivitasanak gatlasa hogyan befolyasolja a H,0O,, az
Osszes ROS és a NO mennyiségét rovidtavon 100 mM ¢és 250 mM NaCl koncentrécid

hatasara.
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lll. Anyagok és moédszerek

III.1. A névények nevelési paraméterei

A kisérletek soran Solanum lycopersicum Mill. L. cvar Rio Fuego paradicsom
ndvényeket vizsgaltunk. A magokat harom napig, sotétben csiraztattuk 27 °C-on. Csirdzas
utan a ndvények kéthetes korukig perlitben nevelkedtek, majd hidroponikus koriilmények
kozott, tapoldatban fejlodtek haromhetes korukig (Poor és mtsai, 2011). A tapoldat a
kovetkez6 elemeket tartalmazta: ((2 mM Ca(NOgs);, 1 mM MgSQOy, 0,5 mM KCI, 0,5 mM
KH,PO,, 0,5 mM NayHPO,, és mikroelemek (10° M MnSO,, 5-107 M ZnSO,, 107 M
CuSO4, 107 M (NH,)sM070,4, 10° M H3BO,, 2:10° M Fe-EDTA). A tapoldat pH-ja 5,8
volt. A tapoldatot hetente haromszor cseréltik. A novények a kovetkezd nevelési
paraméterek mellett fejlédtek: 12 oras nappali, 12 6ras éjszakai periddus, 300 pmol m?s?t

fényintenzitas és 55-60%-os relativ paratartalom.

III. 2. Alkalmazott kezelések

A so-stressz kivaltasara NaCl-t alkalmaztunk, amit a novények 3 hetes korukban 6
ordig kaptak. Két altalunk kivalasztott, alacsony (100 mM) és magas (250 mM) sé
koncentraciokkal dolgoztunk.

A PAO enzim gatlasara egy irreverzibilisen hatd specifikus gatloszert, az
MDL72527 ([N1,N4-bisz(2,3-butadienil)-1,4-butandiamin]) hasznaltuk (Sigma-Aldrich).
A gatloszerrel torténd kezelés a sokezelés eldtt 10 perccel tortént, 50 pM-0s
koncentracioban a tapoldathoz keverve.

A mintaszedések idépontjai a kdvetkezOk voltak: 0, 0,5, 1, 2, 3 és 6 h. Méréseinket
a cstcstol szamitott masodik levélemeleten 1évo, de mar teljesen kifejlett leveleken (fiatal

hajtas), valamint gyokereken végeztiik.

III. 3. Alkalmazott modszerek

lll. 3. 1. Az életképesség meghatarozasa ionkieresztés alapjan
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Az életképesség meghatarozasa Sun és mtsai. (2010) alapjan tortént. Kezelésenként
100 mg gyokeret vagy 1 cm atmérdju levélkorongokat hasznéltunk, melyeket 2 orara, 25
°C-ra, 15 ml ioncserélt desztillalt vizbe helyeztiink. Az inkubdacié utan megmértiik az oldat
konduktivitasat ~ (C1)  konduktivitasmérével — (OK-102/1  Radelkis,  Budapest,
Magyarorszag). Ezutdn a mintdkat 40 percig 95 °C-ra felforraltuk, majd ismételten
meghataroztuk az oldat konduktivitasat (C2). A relativ ionkieresztést (EL) az alabbi képlet
alapjan hataroztuk meg: EL(%) = (C1/C2)x100.

lll. 3. 2. A szabad poliaminok analizise HPLC-vel

A poliaminokat Flores és Galston (1982) modszerével Tari és Csiszar (2003) altal
leirt protokoll szerint hataroztuk meg. A ndvényi szdveteket 5%-os perklorsavban
homogenizaltuk 0 °C-on. Centrifugalas utan (4 °C, 20 perc, 6000 rpm), a feliiluszot 2 ml 2
M NaOH-dal k6zombositettiik. A poliaminokat benzoil-kloriddal szarmazékka alakitottuk,
majd a benzoil-poliaminokat 3 ml dietil-éterrel extrahaltuk. A szerves fazist szarazra
paroltuk. A benzoil-poliaminokat HPLC-n (JASCO HPLC System, Japan) reverz fazist
kolonndn (Apex octadecyl 5 p; 250x4,6 mm), acetonitril:viz 45:55 (viv) elegyével

valasztottuk el, és UV detektor segitségével 254 nm-en azonositottuk.

[ll. 3. 3. A poliamin katabolizmusban szerepet jatsz6 enzimek, a diamin-
oxidaz (DAO, EC 1.4.3.6), valamint a poliamin-oxidaz (PAO; EC 1.5.3.11)
aktivitasanak meghatarozasa

A DAO ¢és PAO enzimek aktivitasait spektrofotometridsan hatiroztuk meg. A
moédszer a A™-pirrolin kolorimetris meghatirozasan alapszik. A DAO enzimaktivitas
meghatarozasahoz szubsztratként Put-t, a PAO enzimaktivitds méréséhez Spd-t
hasznaltunk (Holmstead ¢és mtsai, 1961). A ndvényi mintdkat folyékony nitrogénben
poritottuk, majd extrakcios puffert mértiink ra. Az extrakcids puffer osszetétele: 1 M Tris
pH=8.0, 50 % glicerol, 20 % Triton-X 100, 100 mM PMSF, 1 mM leupeptin. Az
extraktumot 12000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A feliiliszohoz foszfat puffert
¢és 1 M Put-t, ill. Spd-t adtunk, majd 37 °C-on 1,5 6raig inkubaltuk. Inkubacié utan 20 %-
0s TCA-t és 10 mg/ml 2-amino-benzaldehidet adtunk a mintakhoz. A mintakat 30 percig
jégen inkubaltuk, majd 12000 rpm-en 10 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A A™-pirrolin
termék keletkezését 430 nm-en az abszorbancia leolvasasaval detektaltuk (Moschu és

mtsai, 2008a).
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lll. 3. 4. A diamin-oxidazt, valamint a poliamin-oxidazt kédolé gének
expresszios vizsgalata

A novényi Osszes RNS kinyeréséhez koriilbeliil 100 mg mintat folyékony
nitrogénben dorzscsészében elporitottunk, majd 1 ml TRI reagenst adtunk hozza (1,822 M
guanidium izotiocianat, 11,36 mM natrium-citrat, 200 mM kalium-acetat pH 4,0, 0,7341
mM N-lauril-szarkozin, 44 mM B-merkaptoetanol, 45,45% fenol). A mintédkat 65 °C-on 3
percig inkubaltuk, majd mintanként 200 pl kloroformot adtunk hozza. Centrifugalas utan a
feliiliszokat atpipettaztuk egy 0j eppendorf csébe, és 375 ul kloroform:izoamilalkohol
(24:1) elegyet adtunk hozza. Ujabb centrifugalas utan a feliiliszot 500 pl izopropanolba
pipettaztuk, majd szobahémérsékleten allni hagytuk. Centrifugalas utan a pelletet 500 pl
70 %-0s etanollal tisztitottuk, majd 30 ul dietil-pirokarbonatot (DEP) tartalmazé steril
desztillalt vizben feloldottuk az RNS-t. Az esetleges degradaciot agar6z
gélelektroforézissel (1 %) ellendriztiik (Gallé A, 2010).

A tisztitott RNS mennyiségének meghatérozasa és DNaz kezelése (Gallé A, 2010)
utan reverz transzkriptaz enzim hozzaadasaval CDNS-s¢ irtuk 4t (Gallé A, 2010).

A vizsgalni kivant gének expressziojat kvantitativ real-time PCR segitségével
detektaltuk. Az NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) adatbazisbol beazonositott dohany
PAO génjével ortolog paradicsom szekvenciara (AK322530.1) és a paradicsom réztartalmu
amin-oxidaz ~ (DAO)  szekvencigjara (AJ871578.1) a Primer 3  szoftver
(http://frodo.wi.mit.edu/) (Rozen és mtsai, 2000) segitségével primereket terveztiink (PAO:
5’-CCGTCAACTCCAAAAACACC-3’, 5’>-TCCTCTTTCATCAGCAACCA-3’; DAO: 5°-
AATACGGGTTCGGGTTACAA-3’, 5’-TGCCACAAATACACCATCCATA-3’).
Referencia génként a paradicsom elongacios faktor 1 alfa (EFla) génjét valasztottuk (5°-
GGAACTTGAGAAGGAGCCTAAG-3’, 5’-CAACACCAACAGCAACAGTCT-3’). A
tervezett primer szekvencidk génspecifitasit az NCBI BLAST analizisével
visszaellendriztiik. 15 ml szintetizalt cDNS-t 285 ml nukleazmentes vizzel kihigitottunk,
majd ebbdl 9 ul higitott cDNS-t 6sszekevertiink 0,5 pl primerparral és 10 ul SYBERGreen
mixxel. A gqRT-PCR-t Real-Time PCR detektorral ellatott PCR késziilékkel (Biorad,
Hercules CA, USA) végeztik. A reakcid 41 ciklusbol 4ll6 sorozatbol (95 °C 15
masodpercig, 60 °C 1 percig) allt. A SYBERGreen festék fluoreszcenciajat minden 1épés
utan az Opticon Monitor szoftver (BioRad, Hercules CA, USA) segitségével detektaltuk. A
PCR reakcid utan a termékek specifikussagat az olvadasi gorbék detektalasaval

ellendriztiik. Az adatok analizisekor a 2**“' médszert alkalmaztuk (Gallé A, 2010).
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lll. 3. 5. A H,O, tartalom kvantitativ meghatarozasa

A H,0, tartalmakat Velikova (2000) modszere alapjan hataroztuk meg. A friss
ndvényi anyagot (200 mg) 700 pl 0,1 %-0s TCA-ban homogenizaltuk, majd centrifugalas
utan 0,5 ml feliiliszohoz hozzaadtunk 0,5 ml K-foszfat puffert (10 mM, pH=7,0) és 1 ml
kalium-jodid (KI) (1 M) oldatot. Az oldatok optikai denzitasait 390 nm-en mértik
KONTRON Double-Beam spektrofotométer segitségével 10 mM-os K-foszfat pufferrel

szemben. A H,0, tartalmakat kalibracids gorbe segitségével allapitottuk meg.

I1l. 3. 6. Intracellularis ROS és NO in situ detektalasa

Az intracellularis 6sszes ROS in situ detektalasara egy erre alkalmas fluoreszcens
festéket, a 2°,7’-diklorodihidrofluoreszcein-diacetatot (H,DC-FDA) hasznaltunk. A H,DC-
FDA az intracelluléris peroxinitrit aniont (ONOO); hidroxil gyokoét (OH) és a hidrogén-
peroxidot (H,O,) festi meg. A festés soran a gyokereket 20 percig 10 mM MES-TRIS/KCI
pufferben (pH 5.8) sotétben, 37 °C-on inkubaltuk 10 uM koncentraciojuo HoDC-FDA festék
oldattal, majd egyszer mostuk 10 mM MES/TRIS/KCI pufferrel (pH 5.8) (Gémes és mtsali,
2011).

A NO felszabadulast 4-amino-5-metilamino-2°,7’-difluorofluoreszcein (DAF-FM
DA) festékkel mutattuk ki. A festés soran a gyokereket 10 uM DAF-FM DA festékoldattal
festettik 20 percig sotétben 10 mM MES-TRIS/KCI pufferben (pH 5.8)
szobahOmérsékleten. Festés utan egyszer mostuk a mintdkat 10 mM MES-TRIS/KCI
pufferrel (pH 5.8) (Kolbert és mtsai, 2012).

Az igy elOkészitett mintakat ezek utdn Zeiss Axiovert 200M tipust fluoreszcens
mikroszkop (Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) alatt vizsgaltuk. A felvételek készitésénél
OtszOr0s objektivet alkalmaztunk. A mintakrol fotot készitettiink nagy felbontasu digitalis
kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna,
Németorszag). A detektalt fluoreszcencia intenzitasokat az AXIOVISION REL. 4.5. nevii
szoftver (Carl Zeiss, Miinchen, Németorszag) segitségével értékeltiik ki (Gerjesztés 450-
495, emisszi6 515-565 nm).

I1I. 4. Statisztikai analizis

A feltlintetett adatok minden esetben hdrom filiggetlen bioldgiai ismétlés atlag-és
szorasértékei. A kontrolltol vald szignifikans kiilonbségeket a Student-féle t-tesztettel
allapitottuk meg P<0.05 (*), 0.01 (**), vagy 0.001 (***) valoszinliségi szinteken.
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V. Eredmények és kiértékelésuk

IV. 1. Rovid ideig tarté sokezelés hatasa a paradicsom noévények
ionkieresztésére az ido fiiggvényében

A kisérlet soran a paradicsom ndvényeket két altalunk valasztott alacsony (100
mM), illetve magas (250 mM) NaCl koncentracidéval kezeltiik. Megvizsgaltuk mindkét
koncentraci6 esetén fiatal hajtdsban, valamint gyokérben a plazmamembran
szemipermeabilitdsarol informdciét adod ionkieresztést. Amennyiben az ionkieresztés
magas, a sejtek plazmamembranja karosodott, mely egy kezdeti Iépése a sejt
pusztulasanak. Az ionkieresztés fiatal hajtasban 100 mM NaCl kezelés esetén alacsony
volt, mig 250 mM NaCl koncentracié hatasara 3 oOra utan folyamatos emelkedés
tapasztalhatd. A 250 mM NaCl-dal kezelt novények gyokerében az ionkieresztés
szignifikansan megemelkedett mar 0,5 ordval a kezelést kovetden és egészen a kezelés
végéig (6 h) magas is maradt, amely egybehangzd azzal a ténnyel, hogy 250 mM NacCl
kezelés soran szignifikdnsan megnott a gyokerek elhaldsa. Ez a folyamat irreverzibilis
plazmamembran karosodasra utal, mig 100 mM NaCl-dal kezelt gyokerekben ez a valtozas

reverzibilis, a kezelés végére kontrollhoz kozeli értéket kaptunk (7. abra).

el 100 mM NaCl 750 mM NaCl

*kk fravars

EL (%)

Id6 (6ra) —@— Fiatal hajtas
—— Gyokér

7. abra: Az ionkieresztés valtozasa rovid ideig tarté6 NaCl kezelés hatasara paradicsom
névények fiatal hajtasaban és gyokerében az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag
szignifikans kiillonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01,
***P<0.001).
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IV. 2. A szabad poliamin tartalom valtozasa 100 mM és 250 mM NacCl
hatasara fiatal hajtasban az id6 fiiggvényében

A poliaminok kis molekulatomegli polikationok, amelyek képesek megndvelni a
sejtek talélését, azonban tul magas koncentracidban citotoxikus prooxidansként
viselkedhetnek. A névényekben eléforduld harom f6, szabad poliamin a putreszcin (Put),
spermidin (Spd), valamint a spermin (Spm) egymashoz viszonyitott sejten beliili aranya is
donté fontossagu a stresszel szembeni tolerancia vagy a programozott sejthalal (PCD)
indukciojaban.

Fiziologiai koriilmények kozott fiatal hajtasban a Put és Spd sejten beliili
koncentracioja a spermin mennyiségéhez képest magasabb volt. 100 mM NaCl kezelés
hatasara ez az arany eltolodott. A Put mennyisége a kontrollhoz képest lecsokkent, mig a
Spd 1 oranal, a Spm mennyisége pedig 0,5 oranal és 3 oOrdnal mutatott szignifikans
emelkedést. 250 mM NaCl kezelés hatdsara a Put mennyisége kismértékben lecsdkkent a
kontrollhoz képest, mig a 100 mM NaCl-dal kezelt novények Put mennyiségével
Osszehasonlitva magasabb sejten beliili koncentraciét mutatott. A magasabb
sokoncentracioval kezelt ndvények fiatal hajtasaban a Spd és Spm mennyisége a 100 mM
NaCl kezeléshez képest alacsonyabb volt, ugyanakkor a 250 mM NaCl-dal kezelt
novények nem voltak képesek a kezelés végéig (6 h) megtartani a Spm mennyiségét.

A so-stressznek kitett ndvények sejten beliili Spm mennyisége dontd fontossagu az
akklimatizacio szempontjabol. A 100 mM NaCl-dal kezelt novények képesek voltak
megtartani a Spm mennyiségét fiatal hajtasban, mig a 250 mM NaCl-dal kezelt névények
Spm tartalma a kezelés végére lecsokkent, amely hozzajarulhatott a magas so-stressz altal

kivaltott PCD-hoz (8. 4bra).
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8. abra: A szabad poliamin tartalom valtozasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara
paradicsom névények fiatal hajtasaban az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag
szignifikans kiillonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01,
***P<0.001).

IV. 3. A lebontast végzé enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6; a
poliamin-oxidaz (PAO) EC. 1.5.3.14) aktivitasanak, valamint a lebontas
soran keletkezett melléktermék (H:0:2) mennyiségének valtozasa fiatal
hajtasban az id6 fiiggvényében

A poliamin katabolizmusban szerepet jatsz6 diamin-oxidaz (DAO), illetve
poliamin-oxidaz (PAO) enzimek aktivitasa fontos szerepet jatszik a poliaminok oxidacidja
soran fellépd apoplasztikus oxidativ robbanas kialakitdsdban azaltal, hogy a lebonto
folyamatok soran melléktermékként hidrogén-peroxid (H,0,) keletkezik, melynek
mennyiségében bekovetkezd valtozasok hozzajarulhatnak a sotolerancia vagy a PCD
kivaltasadhoz.

A kontroll koriilmények kozott mind a DAO, mind pedig a PAO enzimek

aktivitasa, valamint a H,O, mennyisége csak kismértékben valtozott az id6 fiiggvényében.
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100 mM NaCl kezelés hatdsira a DAO és PAO enzimek aktivitisa nem mutatott
szignifikans emelkedést a kontrollhoz képest ez az emelkedés pedig a H,0,
DAO, PAO enzimek aktivitas, valamint a H,O, mennyisége kettds csucsot mutatott a
kezelést kovetd 0,5 és 2 oranal. Ez a kettds csucs, valamint a kontrollhoz és a 100 mM
NaCl-dal kezelt novényekhez képest a magas PAO és DAO enzimek aktivitisa magas
H,O, akkumulaciot eredményezett, amely elégséges lehetett a ROS indukélta PCD
kivaltashoz. 100 mM NaCl kezelés esetén kozepes PAO, DAO enzimaktivitas, illetve az
ezt kiséré kozepes H,O, mennyisége szignalizacidos és védelmi gének expressziojat

eredményezhette, amely eldsegithette a so-stresszel szembeni toleranciat (9. abra).
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9. abra: A lebontast végz6 enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6; a poliamin-oxidaz
(PAO) EC. 1.5.3.14), valamint a lebontas soran keletkezett melléktermék (H,O,) mennyisége
100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara paradicsom novények fiatal hajtasaban az idé
fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom
csillaggal jeloltik (*P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001).
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IV. 4. A lebontast végzé enzimek (DAO, PAO) relativ transzkript
szintjének valtozasa fiatal hajtasban az ido fiiggvényében

A DAO relativ transzkriptjének szintje fiatal hajtasban 100 mM NaCl kezelés
hatasara a kezelést kovetd 1 oraig emelkedett, majd hirtelen lecsdkkent és a kezelés végéig
alacsony is maradt. Az 1 oras emelkedés kdvetkeztében néhetett a DAO enzimaktivitasa 3
oranal. 250 mM NaCl kezelés hatasara a DAO transzkript szintje 3 6ranal mutatott
szignifikans emelkedést, majd a kezelés végére lecsokkent. A PAO relativ transzkriptjének
szintje a kezelést kovetd 0,5 oraban lecsokkent, de a kezelés végére kontrollhoz kozeli
értéket mutatott, illetve kismértékben meg is emelkedett a 100 mM NaCl-dal kezelt
paradicsom novények fiatal hajtasaban. 250 mM NaCl-dal kezelt novények esetén a PAO
transzkript szintje a 100 mM NaCl kezléshez hasonloan a kezelést kovetd 0,5 oraban
lecsokkent, de az alacsony koncentracioval kezelt ndvények fiatal hajtasaval ellentétben ez

a csokkenés a kezelés végéig megmaradt (10. abra).
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10. abra: A DAO, PAO transzkript szint valtozasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara
paradicsom névények fiatal hajtasaban az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A transzkript szint
relativ egysége a Solanum lycopersicum Mill. L. cvar Rio Fuego kontroll mintaiban mért relativ

transzkript szint (=1).

23



IV. 5. A reaktiv oxigénformak (ROS), valamint a nitrogén-monoxid (NO)
koncentraciéjanak alakulasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara
paradicsom novények fiatal hajtasaban az id6 fiiggvényében

A reaktiv oxigénformak (ROS) azon beliil is a H,O,, valamint a nitrogén-monoxid
(NO) fontos szerepet jatszik, mint védelmi szignalmolekula, azonban magas
koncentracioban citotoxikus prooxidans agensként viselkednek, amelynek kovetkeztében
PCD indukalodhat. 100 mM NaCl kezelés hatasara a ROS koncentracioja kismértékben
emelkedett, de ez az emelkedés a 250 mM NaCl kezelt novények fiatal hajtasdhoz képest
kisebb mértékii volt. A NO koncentracidja 100 és 250 mM NaCl kezelés hatasara 0,5
oranal kismérték(i emelkedést mutatott, de mig ez az emelkedés a 100 mM NaCl-dal kezelt
novényeknél a kezelés végére kontroll ala csokkent, addig a 250 mM NaCl kezelést kapott

novények NO termel6dése a kezelés végéig kontroll f616tt maradt (11. abra).
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11. abra: A ROS és a NO koncentraciéojanak alakulasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés

hatasara paradicsom novények fiatal hajtasaban az id6 fiiggvényében. Atlagok+SE. A
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05;
**P<0.01, ***P<0.001).

IV. 6. A szabad poliamin tartalom valtozasa 100 mM és 250 mM NacCl
kezelésnek Kkitett paradicsom néovények gyokerében az ido fiiggvényében
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Mivel a soO-stressz elsddleges tamadaspontja a gyokér, ezért kisérletiink soran
megvizsgaltuk a 100 mM és 250 mM NaCl-dal kezelt paradicsom névények gyokerében is
a szabad poliamin tartalom valtozasat.

Fiziolégiai koriilmények kozott a Put és a Spd mennyisége a sperminhez képest a
fiatal hajtashoz hasonloan a gyokérben is magasabb volt. 100 mM NaCl kezelés hatasara a
Put mennyisége kontrollhoz képest szignifikansan csokkent, mig a Spd koncentracigja a
kezelést kdvetd 1 orara szignifikansan emelkededett. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
»Put-pool” hasznalddott fel a Spd szintézisére. 250 mM NaCl kezelés hatdsara a Put
mennyisége magasabb Vvolt, mint a 100 mM NaCl kezelés esetén. A fiatal hajtashoz
hasonléan a 250 mM NaCl-dal kezelt névények gyokerében a Spd atmeneti emelkedés
utan lecsokkent, nem voltak képesek megtartani a Spd és Spm mennyiségét, amely
hianyaban a sejtek sem voltak képesek a so-stressz okozta karosodasokat kivédeni. Ez

végiil a sejtek programozott sejthalalahoz vezetett (12. abra).
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12. abra: A szabad poliamin tartalom valtozasa 100 mM és 250 mM NacCl kezelés hatasara
paradicsom novények gyokerében az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag
szignifikans kiillonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01,
***P<0.001).
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IV. 7. A lebontast végz6 enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6;
poliamin-oxidaz (PAO) EC. 1.5.3.14) aktivitasanak, valamint a lebontas
soran Kkeletkezett melléktermék (H:0:) mennyiségének valtozasa
gyokérben az idé fiiggvényében

Gyokérben mind a DAO, a PAO enzimek aktivitasa, mind pedig a H,O,
koncentracioja kisebb mértékii, mint fiatal hajtasban. 100 mM NaCl kezelés hatasara a
DAO enzimaktivitasa kontrollhoz kozeli értéket mutatott, a kezelés végére pedig a kontroll
érték ala csokkent. Ezzel szemben 250 mM NaCl kezelés hatasara a DAO enzimaktivitasa
0,5 6ranal kisebb mértékii, 3 oranal pedig szignifikans emelkedést mutatott. Mivel a DAO
katalizalja a Put oxidacigjat, ezért a megnovekedett enzimaktivitas kdvetkeztében a gyokér
Put mennyisége is nagymértékben csokkent 0,5 oranal és 3 oranal a 250 mM NaCl-dal
kezelt novények esetén. 100 mM NaCl kezelés hatdsaira a PAO enzimaktivitasa
kismértékben emelkedett, mig 250 mM NaCl kezelés hatésara 0,5 6ranal kismértékd, 2 és 3
oranal pedig szignifikans emelkedést mutatott az enzim aktivitdsa. 100 mM NaCl kezelés
hatasara a H;O;, koncentracidja a kezelést kovetd 3 oOranal szignifikdns emelkedést
mutatott, amely a kezelés végére kontroll kozeli értékre csokkent. 250 mM NaCl hatasara
A letalis NaCl-dal kezelt paradicsom novények gyokerében a 0,5 oranal megemelkedett
H,O, koncentracidja olyan gének bekapcsolasaban vehet részt, amelyek szerepet

jatszhatnak a PCD kialakitasaban (13. abra).

26



Kontroll 100 mM NacCl 250 mM NacCl
8 *

DAO (U gFw)

PAO (U gFwT)
= a

Ho05 tartalom (ng gFw-1)

0 1 2 3 4 5 60 1 2 3 4 5 60 1 2 3 4 5 6
1dé (6ra) —8— Gybkeér
13. abra: A lebontast végzé enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6; poliamin-oxidaz
(PAO) EC. 1.5.3.14), valamint a lebontas soran keletkezett melléktermék (H,O,) mennyisége
100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara paradicsom novények gyokerében az id6
fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom
csillaggal jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001).

IV. 8. A lebontast végzé enzimek (DAO, PAO) relativ transzkript
szintjének valtozasa gyokérben az id6 fiiggvényében

A vizsgalt DAO ¢és PAO gének transzkript szintje a legmarkansabban a 250 mM
NaCl kezelés hatasara emelkedett meg, mig a 100 mM NaCl kezelés esetén a transzkript
szintek nem mutattak szignifikans valtozast. A DAO transzkript szintje kettds csucsot
mutatott a kezelést kovetd 0,5 és 3 oraban, amely megegyezett az enzimaktivitisban
bekovetkezé valtozasokkal. A PAO transzkript szintje a 250 mM NaCl hatasara hirtelen
emelkedés utan a kezelést kovetd 2 orara lecsokkent, majd a kezelés végéig (6 h) gatlodott.

100 mM NacCl kezelés hatdsara a DAO transzkript szintje nem mutatott olyan nagymértéki
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novekedést, mint a 250 mM NaCl kezelésnél, tovabba a PAO génexpresszidja 100 mM
NaCl hatasara az id6 fiiggvényében kismértékii, bar folyamatos emelkedést mutatott.

A két sokoncentracio hatdsaban tapasztalhato legfontosabb kiilonbség, hogy a 100
mM NaCl kezelés esetén a DAO és PAO transzkript szint valtozasa kisebb mértéki volt a
250 mM NacCl kezeléshez képest. A letalis sokoncentracional az amin-oxiddzokat kodolo
gének expresszidjanak hirtelen emelkedése mediatora lehetett a PCD Kivaltasanak (14.

abra).
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14. abra: A DAO, PAO transzkript szint valtozasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara
paradicsom névények gyokerében az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A transzkript szint relativ
egysége a Solanum lycopersicum Mill. L. cvar Rio Fuego kontroll mintaiban mért relativ

transzkript szint (=1).

IV. 9. A reaktiv oxigénformak (ROS), valamint a nitrogén-monoxid (NO)
koncentracidojanak alakulasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasara
paradicsom novények gyokerében az ido fiiggvényében

crer

fiiggvényében 100 és 250 mM sokoncentracioval kezelt paradicsom névények gydkerében
is. 100 mM NaCl kezelés hatasara a gyokerek ROS tartalma a kezelést kovetd 1 orara

szignifikans emelkedést mutatott kontrollhoz képest, majd a kezelés végére kontrollhoz
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kozeli értékre csokkent. Mindekdzben a NO koncentracidja a kezelést kovetd 2 oOrdig
kontroll kozeli értéken maradt, majd 2 oOra utan szignifikdns emelkedést mutatott,
250 mM NaCl kezelés hatasara a ROS koncentracidja a 100 mM NaCl kezeléshez
hasonléan megemelkedett, majd a kezelés végére kontroll érték ala csokkent. Azonban a
NO koncentracidja a 100 mM NaCl kezeléshez képest 1 ordra szignifikdns emelkedést
mutatott, majd a kezelést kovetd 3 orara a 100 mM NaCl kezeléshez hasonléan a kezelés
végéig magas maradt. A letdlis koncentracioval kezelt paradicsom novények gyokerében a
ROS és NO egyiittes jelenléte kivalthatta azon gének expresszidjat, amelyek a PCD-ben
jatszanak fontos szerepet. Azokban a novényekben, ahol az akklimatizaci6 megtorténik az
oxidativ és nitrozativ stressz eltéré idopontban jelentkezik a gyokereikben, amely védelmi

gének bekapcsolasaban is szerepet jatszhat, ezaltal fokozva a stressztoleranciat (15. abra).
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15. abra: A ROS és a NO Kkoncentriacidjanak alakulasa 100 mM és 250 mM NaCl kezelés

hatasara paradicsom novények gyokerében az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeldltiik (*P<0.05;
**P<0.01, ***P<0.001).
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IV. 10. A lebontast végz6 enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6;
poliamin-oxidaz (PAO) EC. 1.5.3.14) aktivitasanak, valamint a lebontas
soran keletkezett melléktermék (H:0:2) mennyiségének valtozasa fiatal
hajtasban egy specifikus PAO gatloszer, az MDL72527 hatasara

Mivel irodalmi adatok aldtdmasztottak azt az elképzelést, hogy a PAO enzim altal
kivaltott oxidativ robbanas kulcseleme a PCD-nak, ezért megvizsgaltuk a 100 mM és 250
mM NaCl-dal kezelt paradicsom novények fiatal hajtasaban, illetve gydkerében a DAO,
PAO enzimek aktivitasat, valamint a lebontas soran melléktermékként keletkezett H,O,
mennyiségét egy specifikusan hatd irreverzibilis PAO gatloszerrel, az MDL72527
alkalmazasaval az id6 fiiggvényében. A gatldszer hatasara a legmarkansabb valtozas az
volt, hogy 250 mM NaCl-dal kezelt paradicsom névények fiatal hajtasaban a DAO és PAO
enzimaktivitasaban tapasztalhatd kettds csucs eltlint és csak egy csucs jelent meg 2 dranal,
amely még igy is kontroll alatti értéket mutatott. A 250 mM NaCl-dal és MDL72527-tel
kezelt novények fiatal hajtasaban a PAO enzimaktivitasa a kezelés végére szignifikans
emelkedést mutatott, amely feltételezhetéen az enzim gatlasa miatt megemelkedett Spd és
Spm felhalmozddasa miatt kovetkezhetett be. A Spd és Spm képes a negativ toltésit DNS-
hez kotédni, és feltételezhetben a sajat lebontasukat végzé enzimek (pl. PAO)
transzkripcidjat befolyasolni. A megvaltozott enzimaktivitashoz hasonléoan a H,0;
koncentracidja is lecsokkent, amely alapjan elmondhato, hogy az itt kimutatott H,O, nagy
valoszinliséggel a PAO ¢és DAO enzimek aktivitdsanak melléktermékeként keletkezett.
Tovéabba a letalis koncentracioval kezelt ndvények fiatal hajtdsdban 0,5 6ranal megjelend,
szignifikansan megnovekedett DAO, PAO enzimaktivitds és H,O, koncentraci6 fontos
szerepet jatszhat a PCD indukciojaban, mivel ez az emelkedés a gatloszer hatasara a 250

mM NaCl-dal kezelt n6vényekben elmaradt (16. abra).
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16. abra: A lebontast végzé enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6; poliamin-oxidaz
(PAO) EC. 1.5.3.14), valamint a lebontas soran keletkezett melléktermék (H,O,) mennyisége
az MDL72527 gatlészer hatasara paradicsom novények fiatal hajtasaban az idé
fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom
csillaggal jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001).

IV. 11. A reaktiv oxigénformak (ROS), valamint a nitrogén-monoxid (NO)
koncentraciéjanak alakulasa fiatal hajtasban egy specifikus PAO
gatlészer, az MDL72527 hatasara

Megvizsgaltuk a specifikus PAO gatloszer hatdsdra a ROS ¢és NO
NO tartalom mind a szubletélis, mind pedig a letalis s6koncentraciénal alacsonyabb értéket
mutatott kontrollhoz képest az inhibitor jelenlétében. 250 mM NaCl-dal kezelt névények
fiatal hajtasaban az MDL72527 hatasara csokkent ROS tartalom mutatkozott, amely

feltételezhetoen a csokkent PAO enzimaktivitasnak koszonhetd. Ez a valtozas a 100 mM
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NaCl-dal kezelt novényeknél ugyanakkor kisebb mértékii volt. A NO termelddés mindkét
kezelés esetén kontroll alatti értéket mutatott, ezért a kapott eredményekbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a ROS és NO idobeli alakulasat nagymértékben befolyasolta a

crer

hatéssal lehetett a kiilonb6z6 gének expresszidjara is (17. abra).
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17. abra: A ROS és a NO koncentraciojanak alakulasa az MDL72527 gatloszer
hatasara paradicsom novények fiatal hajtasaban az idé fiiggvényében. Atlagok+SE. A
statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeloltiik
(*P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001).

IV. 12. A lebontast végz6 enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6;
poliamin-oxidaz (PAO) EC. 1.5.3.14) aktivitasanak, valamint a lebontas
soran Kkeletkezett melléktermék (H:0:) mennyiségének valtozasa
gyokérben egy specifikus PAO gatldszer, az MDL72527 hatasara

Az MDL72527 gatloszer hatasara a 250 mM NaCl-dal kezelt paradicsom névények
gyokerében tapasztalhato PAO és DAO enzimaktivitasok, valamint a H,O, mennyiségének
kettds csucsa a gatloszer hatasara a fiatal hajtashoz hasonloan itt is eltiint és csak egy csucs

jelent meg 2 o6randl. A DAO ¢és PAO enzimek aktivitasanak, illetve a Hy0;

crer

32



tapasztalhato a letalis sokoncentracioval kezelt ndvények gyokerében. A 100 mM NaCl-dal

és MDL72527-tel kezelt novények DAO enzimaktivitasa a kezelés végére (6 h) magasabb
aktivitast mutatott, mind a kontrollhoz mind pedig a 250 mM NaCl-dal és MDL72527-tel
kezelt novények gyokeréhez képest. A 250 mM NaCl-dal és MDL72527-tel kezelt

novények gyokerében a PAO enzimaktivitasa a kezelés végére a fiatal hajtashoz hasonldéan

szignifikans emelkedést mutatott, amely feltételezhetéen ebben az esetben is az enzim

gatlasa miatt megemelkedett Spd és Spm felhalmozodasa miatt kovetkezhetett be. A H,0,

koncentracioja 2 oranal emelkedett meg, ott, ahol a PAO és DAO enzimek aktivitasa a

legnagyobb, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az itt mért H,O, mennyisége a DAO és

PAO enzimek aktivitasanak mellékterméke volt (18. abra).
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18. abra: A lebontast végzé enzimek (diamin-oxidaz (DAO), EC 1.4.3.6; poliamin-oxidaz
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(PAO) EC. 1.5.3.14), valamint a lebontas soran keletkezett melléktermék (H,O,) mennyisége

az MDL72527 gatlészer hatasara paradicsom névények gyokerében az ido fiiggvényében.

Atlagok+SE. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal

jeloltiik (*P<0.05; **P<0.01, ***P<0.001).
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IV. 13. A reaktiv oxigénformak (ROS), valamint a nitrogén-monoxid (NO)
koncentraciéjanak alakulasa gyokérben egy specifikus PAO gatlészer, az
MDL72527 hatasara

A gatloszer hatasara mind a ROS, mind pedig a NO koncentracidja kontrollhoz
képest szignifikans csokkenést mutatott. A 250 mM NaCl-dal kezelt paradicsom névények
gyokérében tapasztalhatdé 1 oras ROS ¢és NO emelkedés a gatloszer hatasara eltiint, a
kezelés végére a ROS termelddés kontroll értéket, mig a NO szignifikans csokkenést
mutatott. A letalis sokoncentracional a NO kettds csucsa eltiint. 100 mM NaCl kezelésnél
tapasztalhatd 1 oras szignifikdins ROS emelkedés a gatloszer hatasara lecsokkent, kisebb
mértékll csucsot a kezelést kovetd 1 és 3 oranal kaptunk, amely kontroll kozeli értéket
gatloszer hatdsara a kontroll gyokérhez képest a kezelés végére szignifikans csokkenést
mutatott. Osszességében elmondhaté, hogy mindkét sokoncentracid esetén a gatloszer
hatdsara a ROS ¢és NO termelddése szignifikdns csokkenést vagy kontroll allapotot

mutatott a 6 oras kezelés végére (19. abra).
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19. abra: A ROS és a NO koncentracidjanak alakulasa az MDL72527 gatloszer hatasara
paradicsom névények gyokerében az idé6 fiiggvényében. Atlagok+SE. A statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom csillaggal jeldltiik (*P<0.05; **P<0.01,
**%P<0.001).
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V. Kovetkeztetések

Vélaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy a poliamin katabolizmus okozta oxidativ
stressz milyen mértékben jarul hozza a stressztolerancia vagy a PCD kialakitasahoz révid
ideig tarto alacsony (100 mM) és magas (250 mM) NaCl kezelés hatasara a paradicsom
novények fiatal hajtasaban és gyokerében az id6 fiiggvényében. Kivancsiak voltunk arra,
hogy a szubletalis és letalis koncentraciok milyen mértékben befolyasoljak a poliaminok
mennyiségét, a poliaminok oxidacidjat katalizalé enzimek (diamin-oxidaz DAO, poliamin-
oxidaz PAO) aktivitdsat, valamint génexpresszidjat, a lebontas soran melléktermékként
folyamatok idébeli vizsgalata hozzajarulhat annak megvalaszolasahoz, hogy a poliamin
katabolizmusnak milyen szerepe van a so-stresszel szembeni tolerancia kialakitasaban
vagy a programozott sejthalalban. Munkidnk maésodik részében megvizsgaltuk egy
specifikus PAO gatloszer, az MDL72527 alkalmazasaval, hogy a PAO enzim gatlasa soran
hogyan véltoznak az el6zdekben felsorolt folyamatok az i1d6 fliggvényében a 100 mM ¢és
250 mM NacCl kezelésnek kitett paradicsom novények fiatal hajtasaban és gyokerében.

Munkank elsé 1épéseként megvizsgaltuk az ionkieresztés alapjan, hogy a
paradicsom novények fiatal hajtidsa és gyokere hogyan reagal a 100 mM-0S sétoleranciat
kivaltdo és a PCD-t indukald, 250 mM NaCl kezelésre. A kapott eredmények alapjan
elmondhat6, hogy a 100 mM NaCl kezelés hatidsara gyokérben a plazmamembran
integritdsanak valtozasa reverzibilis volt, ellenben a 250 mM NaCl kezelés hatdsara mar 6
oran beliil szignifikdnsan megndtt a gyokerek elhalésa.
lebontasaban szerepet jatszé enzimek (DAO, PAO) aktivitasanak és génexpresszidjanak a
valtozasat, a lebontds soran keletkezett H,O, mennyiségét, valamint a NO és ROS

A kapott eredmények alapjan elmondhaté, hogy a 100 mM NaCl-dal kezelt
novények fiatal hajtasaban és gyokerében a DAO ¢és PAO enzimek kismértéki aktivitas
emelkedést mutattak, amelynek kovetkeztében ezek a novények képesek voltak a kezelés
végéig megtartani a Spd €s Spm mennyiségét. A kismértékii enzimaktivitds miatt a
poliaminok nem bomlottak le, ezért a H,0, koncentracidja is kisebb mértékben emelkedett
meg. A H,O, tartalom hatassal lehet a DAO és PAO gének expresszidjara is. A 100 mM

NaCl-dal kezelt novényekben, ott ahol a H,O, koncentracidja magas volt, nétt a DAO

35



transzkript szintje, ekozben a PAO transzkript mennyisége csokkent vagy kontroll kozeli
értéket mutatott. A kezelés azon idGpontjainal, ahol a H,O, mennyisége csokkent, ott a
DAO transzkript szintje is szignifikdns csokkenést mutatott, ezzel szemben a PAO
transzkript szintje emelkedett. Fiatal hajtdsban a ROS emelkedését megelézte a H,0;
tartalom emelkedése. Fiatal hajtasban és gyokérben a ROS koncentracio novekedését NO
emelkedés kovette. Gyokérben a 3 oras NO akkumulaciot egy emelkedett H,0,
koncentracio kisérte. Osszefoglalasképpen elmondhato, hogy a 100 mM NaCl kezelés
hatasara a DAO és PAO enzimek alacsony aktivitasa miatt alacsony H,O, szabadult fel,
amely hatassal volt a DAO ¢és PAO gének expresszidjara. A  s6-Stressz
akklimatizaciojahoz  sziikséges védelmi gének  bekapcsolasaban  védelmi
szignalmolekulak egymast kovet6 jelenlétének lehetett fontos szerepe: a kezdeti ROS-
nak, azon beliil is a H,O,-nak és végiil a NO emelkedésének.

250 mM NaCl kezelés hatasara fiatal hajtasban és gyokérben a DAO és PAO
enzimek aktivitasa 0,5 és 2 oranal kettGs csucsot mutatott, amelyek jol korrelaltak a H,O;
voltak képesek megtartani a Spd és Spm mennyiségét, amelyek hianya nagymértékben
hozzéjarulhatott a PCD indukci6jahoz. A H,0; kettés csucsot mutatdé emelkedése 0,5 €s 3
oranal DAO transzkript szintnovekedést eredményezett a fiatal hajtasban és gyokérben.
Fiatal hajtasban a 0,5 6ranal megjelend H,O, szint csokkentette a PAO transzkript szintjét,
mig gyokérben a 2 ords HyO, szintndvekedés nagymértékben gatolta a PAO
génexpressziot. Fiatal hajtasban és gyokérben a H,O,, ROS és NO koncentracioja a
kezelést kovetd 1 oranal nagymértékben megemelkedett, melyek egyiittes jelenléte a
programozott sejthalalban szerepet jatszo gének bekapcsolasaban vehet részt.

Munkénk masodik részében megvizsgaltuk egy specifikus PAO gatloszer, az
MDL72527 hatasara a PAO, DAO enzimek aktivitasat, tovabba ezeknek az enzimeknek a
alapjan elmondhato, hogy a DAO és PAO enzimek aktivitdisa 100 mM NaCl kezelést
kapott ndvények fiatal hajtasdban és gyokerében is kontrollhoz kozeli értéket mutatott, a
H,O, koncentracidjanak alakuldsa jol korrelalt az enzimaktivitdsokkal az 1d6
fliggvényében. A ROS ¢és NO mennyisége a gatloszer hatasara nagymértékben lecsdkkent a
fiatal hajtdsban €s gyokérben.

250 mM NaCl kezelés hataséara a kezeletlen mintdk gyokerében és fiatal hajtasaban
tapasztalhato kettds csucs a gatloszer hatasara eltiint, €s csak egy csucs jelent meg 2 oranal.

A kezdeti H,O, emelkedés is eltiint ezekben a novényekben a gatloszer hatasara, ami
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alapjan elmondhat6, hogy feltételezhetden az itt megjelend H,O, mennyisége a PAO ¢és
DAO enzimek mikodésének koszonhetd. A gatloszer hatasara a fiatal hajtas ROS és NO
emelkedése elmaradt a kezelés végére, minddssze egy csucs jelent meg 0,5 oranal. A
gatloszer hatasara a 250 mM NaCl-dal kezelt névények gyokerében az 1 6ras ROS és NO
emelkedés eltint, a kezelés hatdsara nem volt tapasztalhato a kontrollhoz hasonld
szignifikans emelkedés.

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy a Spd és Spm poliamin-oxiddzok altal
katalizalt lebontasa 250 mM-os NaCl kezelés esetén hozzajarult a PCD kivaltasdhoz,
amelyben nem csak a H;O;-nak, hanem a PAO inhibitor altal szintén gatolhatd NO
képzédésnek is szerepe van. Uj eredménynek tekinthetd, hogy a poliaminok katabolizmusa
nem csak a HyO,, hanem a NO generalasaval is hozzajarul a PCD indukcidjahoz a so-

stressznek kitett paradicsom novényekben.
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