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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Aréz, mint esszencialis és toxikus nehézfém

A nehézfémek a foldkéreg alkotéelemei, megtalalhatok a kézetekben, talajokban, az
él8lényekben. A tobbi fémtdl eltéréen a stirliségiik nagyobb, mint 5 g/cm®. A higanynak (Hg),
kadmiumnak (Cd) és az 6lomnak (Pb) nincs élettani funkcioja, igy ezek nem alapvetden
szlikségesek a novények szamara (Lang 1998). Vannak azonban olyan nehézfémek is, melyek
az ¢lélények szamara esszencialisak, mint példaul a cink (Zn), a réz (Cu), a vas (Fe), a
mangan (Mn), valamint a molibdén (Mo). Emellett egyes fajok igénylik a kobaltot (Co) és a
nikkelt (Ni) is.

A novények és a nehézfémek kozotti Osszetett kapcsolat jellege lehet pozitiv és
negativ. Kis mennyiségben (10° M) bizonyos nehézfémek esszencidlis mikroelemként
funkcionalva jelentOs szerepet toltenek be a névények novekedésében és fejlodésében.

A nehézfémek természetbe keriilésének lehetséges modjai koziil elsésorban az
antropogén forrdsok a legjelentésebbek, koziilikk is az ipari tevékenység (kohaszat), ipari
eredetli hulladékok, fosszilis energiahordozok égéstermékei, valamint a nagy mennyiségben
kikeriilé6 szennyviz, amelyben a fémek kelatjaik formajaban vannak jelen, melyek kénnyen
hozzaférhetok a novények szamara. Tovabbi meghatarozé forrésai a nehézfémeknek a
mez6gazdasag altal természetbe keriil6 miitragyak, melyek ismeretesek talajsavanyitd
hatasukrdl is. A savas pH szintén kedvez a fémek akkumulacidjanak, amely végul igy
nehézfém szennyezéshez vezet. Fontos megemliteni a kdzlekedést is, mely esetben egyrészt a
jarmiivek alkatrészeinek kopésa soran keriil a kornyezetbe a toxikus fém, masrészrél nem
elhanyagolhatdak a kipufogdgaz dsszetételében szereplé nehézfémek sem (Csath6 1994).

Hazank talajai a nemzetkdzi viszonylatokhoz mérten tobb kadmiumot, vasat és nikkelt
tartalmaznak - derult ki az utdbbi évtizedekben végzett felmérésekbdl (Otvos és mts. 2003). A
szennyezettség kilondsen az ipari teriiletek, forgalmas autopalyak térségében jellemzo.

A talaj korlatozott ideig képes pufferelni a nehézfémek okozta valtozasokat, am a
pufferelé hatds maximumanak elérése utan mar képtelen detoxifikalni azokat. Ezek a fémek
felhalmozdédva a ndvényekben nehézfém stresszt valtanak ki, tovabba bekerllve a
taplalékhalozatba, karositjak az €16 szervezeteket. E tények ismeretében a nehézfémek

ndvényekben torténé akkumulacio-vizsgalata nagy jelentéségii és elhanyagolhatatlan.



1.1.1. A réz szerepei a ndvényi sejtekben

A nehézfémek kozul dolgozatomban a rézzel foglalkozom részletesebben, amely
esszencialis mikroelemként kulcsfontossagu szerepet tolt be a névények szdmos ndvekedési
és fejlédési folyamatéban, igy részt vesz a fotoszintetikus elektrontranszport lancban, az etilén
hatdsmechanizmusaban, a sejtfal metabolizmusban és a molibdén kofaktor szintézisében
(Yruela 2009).

A réz jelentOs szerepét azaltal éri el, hogy szamos enzim kofaktoraként funkcional,
mint a Cu/Zn szuperoxid dizmutéz, amelynek Arabidopsisban 3 izoforméaja is megtalalhato.
Szdmos oxidaz, igy a mitokondrialis citokrom-c oxidaz, az amin-oxidaz, az apoplasztikus
térben lokalizalodo aszkorbat-peroxidaz és a lakkaz, valamint a kloroplasztiszban a polifenol-

0xidaz szintén rezet igényel miikodésehez (Yruela 2009).

1.1.2. A réz felvétele és transzportja a névényben

A novények hozzaférését a fémekhez két f6 tényez6 befolyasolja: a talaj és a fémek
kémiai tulajdonséagai.

A réz nagy affinitdssal kotddik a talaj szilard fazisdban a kolloid részecskékhez,
valamint a talajoldatban jelen lev6 szerves anyagokhoz, amelyekhez savas pH-n kapcsolodva
szolubilizalddik. Ebben az allapotban a legk6nnyebben felvehetd, hiszen ekkor ion formaban
van jelen. A talaj l10gos kémhatésa viszont noveli a csapadékképz6 folyamatokat, igy magas
pH-n a réz kevésbé hozzaférhet a ndvények szamara (Carrillo-Gonzéalez és mts. 2006).

A réz felvételét ndvelheti a ndvény is azaltal, hogy fémkelatol6 anyagokat valaszt ki a
rizoszféraba, mint példaul szerves savakat (citromsav, almasav), aminosav szarmazékokat
(mugineinsav, nikocidnamin), fitoszideroférokat, valamint kis molekulasulyd fehérjéket
(metallotionein), amelyek komplexet képezve a fémmel bejuttatjdk azt a gyokérsejtekbe
(Yruela 2009). A mikorrhiza kapcsolatban a névény gombapartnerei szintén képesek kelatold
szikség, amikor kevés a fém a novény rizoszferajaban.

A réz felvételének konkrét mechanizmusarol és a sejten bellli transzportjardl keveset
tudunk, am az utobbi évtizedben gyors fejlédésnek indult e téma kutatasa.

A réz rovidtava transzportjat specifikus transzporter molekulacsaladok biztositjak,
amelyek a gyokér kiilonbozé sejtrétegein atjuttatjak a rezet, majd segitik betoltodését a
xilémbe (Yruela 2009).



A hossz( tavu transzport a szallitoelemekben torténik, szintén kelatokkal alkotott
komplexben. llyen kelator molekula a mar a felvételben is szerepet jatszé mugineinsav (MA)
és a nikotinamin (NA), melyek olyan esszencialis fémek transzportjaban vesznek részt, mint a
Cu, Zn, Fe, Mn és a Ni (Curie 2009). A transzport végen a mikroelem eljut a fotoszintézis
helyére és beépiil szamos, az els6dleges anyagcsere sordn szintetizalédo fehérjébe, amelyeket

az el6z0 bekezdés foglal Gssze.

1.1.3. A réz toxicitasa

A réz koncentracioja vegetativ ndvényi szovetekben fligg a novényfajtol, okotipustol,
fejlodési allapottol, kornyezeti tényezO6kt6l, mint a nitrogén ellatottsag vagy a talaj kémiai
tulajdonsagai, igy a toxikusnak szdmitd koncentraciot nehéz meghatarozni (Yruela 2009). A
ndvények sajat anyagcsere folyamataik szabalyozasaval probaljdk a réz homeosztazisat
fenntartani mind réz hiany, mind pedig tbblet esetén.

Egyes novényfajok kimondottan sok rezet képesek akkumulalni anélkil, hogy
barmilyen karosodast szenvednének. Ezek a Cu-hiperakkumulalok, mint példaul az
Arabidopsis halleri (Iudfti), a Silene vulgaris (holyagos habszegfii) és a Thlaspi caerulescens
(havasalji tarsoka) (Yruela 2009).

A legtobb novenyfaj azonban jellemzéen inkabb érzékenyen reagél a megndvekedett
réz koncentraciora, hiszen elsésorban a fotoszintetikus apparatus sériil, amely héatterében
elsésorban a réz tobblet okozta vashidnyban all. A szintén esszencialis fém hianyanak
kdvetkezményeként redukalodik a porfirin vaz szintézise, amely a klorofill bioszintézisének
nélkilozhetetlen lépése, és amely kovetkezményeként a kloroplasztisz granumjait alkoto
klorofillok mennyisége lecsokken (Patsikka és mts. 2002). A folyamatot a leveleken fehér

1éziok formajaban megjelend érkozi klorozis jelzi.

A klorofillok mitkodése is zavart szenved azéltal, hogy a réz a kdzponti magnéziumion
helyére épll be (Kupper és mts. 2003). A réz kloroplasztiszt karositdé hatdsa a fotoszintézis
gatlasahoz vezet, ami pedig a novekedes leallasat eredményezi, igy a réz toxicitast a
morfol6giai vizsgalatok soran a biomassza csokkenése is jelzi.

Teljes ndvény szintjén megfigyelheté a hajtas és levélméret csokkenése, amit a

levélcsucsok és -szélek nekrotikus elvaltozasa kisér (Taylor és Foy 1985).



A réz tobblete jelentdsen befolyésolja a gyokérzet novekedését és szerkezetét is, és ez
a hatés altaldban a hajtason bekovetkez6 valtozasok elétt jelenik meg.

A réz toxikus koncentracioi a f6- €s oldalgyokerek megnyulasanak csokkentését, a
fogyokerek vastagodasat, az oldalgyokerek €s a gyokérszorok képzddésének gatlasat okozzak
(Reichman 2003).

Emellett a réz tobblet altal okozott sejtszintii valtozasok kozott szamon tartjuk a
megnovekedett szamu kisebb méretli, kerek kloroplasztiszokat, melyek denzebb belsd
membranokkal rendelkeznek (Bernal és mts. 2006b, 2006c.) A réz-kezelt novények
gyokerében az epidermisz sejtek karosodnak, a kortexben nagyméretli, megvastagodott falu
sejteket talalunk, a kozponti hengerben pedig a xilém elemek atméréje megnovekszik (Panou-
Fitlotheou and Bosabalidis 2004).

A novények a magas rézkoncentracido csokkentésére, avagy a stressz tolerancia
fokozasa érdekében tobb stratégidval is rendelkeznek. Ezen stratégiak egyike a réz felvételét
segité exudatumok mennyiségének mérséklése, tovabba a réz névényen bellli eloszlasanak
szabalyozésa (a gyokérben halmozodik fel nagyobb mértékben), a rezet kipumpald efflux
csatornak stimulalasa, valamint a kelator molekuldk (metallotioeninek, fitokelatinok)
szintézisének indukcitja, amelyek a rezet megkdtve kompartmentalizaljak azt a vakuélumban,

Kizarva igy a sejt érzékeny, citoszolikus régidjabol (Puig és mts. 2007).

1.2. A reaktiv oxigénformak (ROF) és az oxidativ stressz

1.2.1. A reaktiv oxigénformak fajtai

A reaktiv oxigénformak az aerob élet nem Kkivant velejar6i. Megjelenésik a
molekularis oxigén légkorbe keriiléséhez kothetd (Halliwell 2006), hiszen annak részleges
redukcidja, vagy aktivacidja révén jonnek létre (Asada és Takahashi 1987).

Elkilonithetjik a ROF-kat a reakcioképességuk, féléletidejiuk és difflizids képességiik
alapjan. A molekuléris oxigén aktivéaci6ja révén jon létre a szinglet oxigén (*O.), részleges
redukcidja révén pedig a szuperoxid gyokanion (O,"), amely kevésbhé reaktiv, rovid
féléletid6vel rendelkezik, €s a bioldgiai membranokon nem képes atdiffundalni. Ezért tovabb
alakul hidrogén-peroxidda (H,O;), amely az aquaporin csatornakon keresztul viszont képes

atjutni a sejtmembranokon (Pastori és Foyer 2002).



Ez a képessége lehetdvé teszi, hogy fontos jelmolekulaként jelentds szerepet jatsszon
az abiotikus és biotikus stressz kivaltotta sejtvalaszokban (Torres és Dangl 2005). A H,0,
oxidacioja révén hidroxilgyokké (OH") alakul, amely a ROF-k kozil a legreaktivabb. A O,
atalakulhat hidroperoxid gyokké (HO,") is, amely ugyancsak atjut a membranon, emellett a
lipidek auto-oxidaciojara képes, lipid hidroperoxidokat kialakitva.

Az aerob kornyezetben él6 szervezetekben evoltciosan kialakult egy, a ROF-kat
eliminaldé antioxidans rendszer. Egyensulyi allapotban a keletkez6 ROF-kat (ROS) az
antioxidansok (AOX) eliminaljak, viszont kiilonb6z6 kornyezeti stressz, igy a nehézfém
stressz esetén is eltolodik az egyensuly a ROF keletkezésének javara. Ekkor beszéllink

oxidativ stresszr6l, amely soran a sejtek jelentésen kdrosodnak (Tuteja és mts. 2010, 1.4bra).
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1. 4&bra: A sejtek redox egyensulyanak megvaltozasa oxidativ stressz alatt.
(Tuteja és mts. 2010)

1.2.2. A ROF-k képzodése réz stressz alatt

Az atmeneti fémek, mint a réz, katalizaljak a toxikus hidroxil gyok kialakulasat, ami
egy nem- enzimatikus kémiai reakcid révén képzoédik a szuperoxid gyok és a hidrogén-
peroxid kozott a Haber- Weiss reakcio soran (Halliwell és Gutteridge 1984) (2. abra). A réz
ugyanis képes valtoztatni oxidacios allapotat; egyszeresen pozitivan téltott formabol (Cu®)
kétszeresen toltétt kationna (Cu®*) alakul. A Fenton- reakcié soran a réz elektronfelvétele
révén oxidalja a hidrogén-peroxidot (H,0,), amely hidroxilgyokké (OH") alakul A keletkezett
szabadgyok a legveszélyesebb a reaktiv oxigénformak kozil, mivel oxidacio révén kéarositja a

fehérjék és lipidek mellett a nukleinsavak szerkezetét is.



A réz-kezelt Arabidopsis gyokerekben a H,O, képzddése a Fenton-reakcié mellett a
szuperoxid dizmutécidjaval is torténhet. A szuperoxid gyokanion termelésében pedig a
NADPH-oxidazok jatszanak szerepet réz stressz alatt (Opdenakker és mts. 2012).

mitochondria

e ) oy /T_\Ferritin

2+ Sitd
Cu “'/Fe OH
Haber-Weiss Fenton
reaction ;
reaction
Cu +/ Fe2+ H,0;,
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o mitochondria
2

2. dbra: A réz szerepe a Haber-Weiss/Fenton reakcioban

A réz tobblet oxidativ stresszhez vezet, ami megvaltoztatja az enzimatikus
antioxidansok aktivitasat, igy az aszkorbat peroxidaznak (APX), katalaznak (CAT), a
dehidroaszkorbat reduktdznak (DHAR), guajakol-peroxidaz, glutation reduktaz (GR),
monodehidroaszkorbat reduktaz (MDHAR) és a szuperoxid dizmutaz (SOD) (De Vos és mts
1992; Wang és mts 2004; Lombardi és Sebastiani 2005). Az aszkorbat-glutation ciklus részt is
vesz a réz tobblet indukalta valaszreakcidk kialakitdsdban (Gupta és mts. 1999; Drazkiewicz
és mts. 2003). Az antioxidans valaszok levélben és gyodkérben fliggenek a réz tobblet

mértékétdl, iddtartamatol, a novény fajtol és dkotipusatol.

A novények nehézfém toleranciajanak jobb megismerése érdekében fontos ismereteket
gyljteni a réz altal kivaltott génexpresszios valtozasokrol is. Weber €s mts. (2006) altal
elvégzett transzkriptom analizis soran fény derdlt arra, hogy a réz-valasz gének tébbségenek
kifejez0dését mas abiotikus stresszek (pl. 6zon, so, hideg) is moduldljak. Ennek oka
feltehetdleg az, hogy a réz tobblet indukalja a ROF-ok nagymértékii képzodését, ami mas
stresszeknek szintén kdvetkezménye (Yruela 2009).



1.2.3. A ROF-k szerepei a nehézfém stressz soran

A ROF megemelkedett szintje a sejt redox egyensulyanak felborulasahoz, azaz
oxidativ stressz kialakulasahoz vezet (Potters és mts. 2009). Ennek soran a membrénok,
fehérjék és nukleinsavak irreverzibilis karosodast szenvednek, igy a sejt elhal. A réz tobblet
altal indukalt H,O, szerepelhet jeImolekulaként is, hiszen az OXI1-MAPK kaszkad
aktivalasan keresztil szabalyozza a pro- (NADPH-oxidaz, lipoxigenaz) illetve antioxidans
(SOD, katalaz) enzimek génexpresszidjat (Opdenakker és mts. 2012). A ROF —k nehézfém

stressz soran bet6ltott szerepeit a 3. abra szemlélteti.
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3. dbra: A nehézfém stressz soran lejatszédé ROF- jelatvitel sémaja
(Molassiotis és Fotopoulos 2012)



1.3. A reaktiv nitrogénformak (RNF) és a nitrozativ stressz

1.3.1. A RNF-k fajtai

A reaktiv nitrogénformék egy, a novényi és allati sejtekben is el6forduld, wjszerti
molekulacsaldd, melyek kdzé a nitrogén-monoxid (NO), a peroxinitrit (ONOO-), az S-
nitrozoglutation (GSNO), a dinitrogén-trioxid (N2Os) és a dinitrogén-tetroxid (N,O,) tartozik
(Molassiotis és Fotopoulos 2012).

A nitrogén-monoxid, mint a f6 RNF egy biologiailag aktiv gazmolekula, mely fontos
szabalyozO szerepet tolt be a novények kiilonboz6 abiotikus és biotikus stresszre adott
valaszreakcioiban (Xiong 2010). Gaz halmazéllapota mellett kis molekulatomegii, toltéssel
nem rendelkezd molekula, amely ezekbdl a tulajdonsdgokbol addéddan akadalytalanul képes
diffundalni a novényi sejtmembrénon, és ennek révén biologiailag aktiv jelatviteli
molekulaként funkcionalni kiilonb6z6 sejtvédé folyamatokban (Neill és mts. 2002).
Szabadgyok természete révén viszont nagyon instabil, és kénnyen kapcsolatba Iép mas

molekulédkkal, igy kérosithatja a membranokat és a makromolekulakat.

1.3.2. A NO képzodése a novényi sejtekben

A noévényekben két f6 bioszintézis utvonalon valdsulhat meg a nitrogén-monoxid
produkcioja, amelyek kdzil az egyik utvonal az oxigénben szegényebb szovetekben jatszodik
le, azaz reduktiv, a méasik az oxigéndusabb szdvetekben megy végbe, azaz oxidativ (Moreau
2009) (4. &bra). A reduktiv utvonalon képzodhet NO enzimatikus (ton és nem
enzimatikusan, viszont k6z0s szubsztratokbdl, nitratbol (NO3’) és nitritbl (NOy).

A nitrat-reduktdaz (NR) enzim elsédleges funkcidja a nitrat redukaldsa nitritté
NAD(P)H-figgé modon (Crawford 1995). Azonban in vitro kisérletek kimutattak, hogy az
enzim képes a nitritet tovabb redukalni nitrogén-monoxidda (Rockel és mts. 2002),
hatékonysaga viszont alacsony; elsdsorban oxigénhianyos kérnyezetben jon létre, amikor az
enzim elsddleges szubsztratjabol kevesebb van jelen. A NR nitrogén-monoxid szintézisben
betdltott szerepét tdbb tanulmany is bizonyitotta, tobbek kozott abiotikus stressz Kivaltotta
valaszreakciokban, valamint fejlédési folyamatokban, igy lateralis gyokérindukcio soran
(Kolbert és mts. 2008, 2010).



A nitrogén-monoxid masik enzimatikus képzO6dési Utvonala a novényi
sejtmembrénhoz kétott nitrit: NO reduktéz altali t, amelyet dohdnyban mutatott ki Stohr és
Stremlau (2006). Ez az utvonal szintén az oxigénben kevésbé telitett szdvetekben kovetkezik
be, mivel az oxigén az enzimre nézve toxikus (Gupta és mts. 2005).

Nem enzimatikus képz6dési utvonalainak egyike a nitrit redukcidja révén valosul meg,
de létrejohet belble savas pH-n a gyokér apoplasztban is (Bethke és mts. 2004). A
mitokondrialis elektrontranszport sordn a végoxidazok (alternativ oxidaz, citokrém-c
oxidaz) miikodése révén szintén a nitritb6l szarmaztathatd a nitrogén-monoxid (Planchet és
mts. 2005). Ezeken kiviil az urea-ciklusban, a xantin eloxidalasa soran szintén keletkezik NO.
A reakciot a xantin-oxidaz katalizalja.

Oxidativ uton eddig még csak allati sejtekben bizonyitottak NO szintézist argininbdl, a
nitrogén-monoxid szintdz (NOS) katalizdlasaval. A ndvényekben eddig még nem sikerilt
nitrogén-monoxidot kozvetlenil szintetizalé enzimet azonositani. A legUjabb eredmények
szerint, az Ostreococcus tauri nevli alga tartalmaz egy, az allatihoz szerkezetében és
miikddésében is hasonldo NOS enzimet (Foresi és mts. 2010).

Nitrogén-monoxid képzddhet tovabba spontan oxidacio révén hidroxilaminbol (Rumer
és mts. 2009), valamint poliaminokbdl (Tun és mts. 2006). Az utobbi két folyamat nagyon
gyorsan lejatszodik, igy valdszinlileg direkt szintézisr6l van sz, viszont egyértelmil

bizonyitékok még nem tdmasztjak ala egyik oxidativ szintézis utat sem (Moreau 2010).

Reductive pathway Oxidative pathway

) ) Hydroxylamine
Mitochondrial electron RNOH

transport system

NO. NO, )
g irate % : citrulline ——
wctase
NO, .A— Arginine
Non enzymatic l
(low pH, reducing conditions) \ l
\ Polyamines

4. dbra: A nitrogén-monoxid bioszintézisének két f6 utvonala ndvényekben
(Moreau 2010).



1.3.3. A nitrogén-monoxid szerepe nehézfém stressz alatt

A NO az abiotikus stressz toleranciaban, igy a nehézfémek elleni védelemben is fontos
szerepet jatszik. Kopyra és mts. 2003-ban azt tapasztaltak, hogy a kiilsé forrasbol szarmazo
NO (kiils6 forras: natrium-nitroprusszid (SNP)) jotékony hatasu a nehézfémek okozta
csokkent gyokérndvekedesre. Az eredmény azt feltételezi, hogy a NO novelte az
antioxidansok aktivitasat. Yu es mts. (2005) szintén igazoltdk a NO réz stresszre gyakorolt
enyhit6 hatasat rizs levelekben, hiszen a kilséleg adott NO csokkentette a ROF szintet. Egy
Ujabb Kisérletben pedig az utdlag alkalmazott NO kezelés valamelyest visszadllitotta a
csokkent fotoszintetikus mitkodés hatékonysagat réz-kezelt Chlorella algdkon (Singh és mts.
2004).

Az oxidativ stressz csokkentése mellett a nehézfémek akkumulaciojanak
redukélasaban is fontos szerepe van a nitrogén-monoxidnak. Az akkumulaciot csokkentd
mechanizmusok egyike sordn a NO nehézfém megnoveli a sejtfalban a kall6z szintet,
valamint a pektin és hemicelluldz szinteket, amelyek poligalakturonsav tartalmukbol adédoan
megkdtik a fémeket, elzarva igy azt a sejtek érzékenyebb régiodjatél, a citoszoltol. A sejtfal
tehat nehézfém raktarkeént funkcionalhat stressz esetén (Ernst és mts. 1992).

A nitrogén-monoxid masik fém szintet csokkent6 stratégidja a vakudlumban valo6
kompartmentalizalas metallotioeninekhez és fitokelatinokhoz kotott allapotban. Végsé
alternativaként a sztomak zarddasat indukalja, ezaltal csokken a transzspiracio, gatlodik a
fémek transzlokacioja a gyokerekbdl a szenzitivebb hajtasba (Mata és mts. 2001).

A nitrogén-monoxid képes a nehézfém stressz toleranciat novelé gének
expresszidjanak indukalasara is (Grin és mts. 2006). Az egyik legfontosabb antioxidans, a
glutation génexpresszidjanak stimuldlasa altal kétféle utvonalon is csokkenteni tudja a
nehézfém stresszt. Egyrészt a glutation antioxidans természete révén kdzvetlenil, méasrészt a
fémmegkotd tulajdonsagardl ismert fitokelatinok prekurzoraként kozvetve. A - ferritin
génexpressziojat szintén pozitivan befolyasolva, segiti a vas homeosztazis helyreallasat.

Mindezeken felil méas maésodlagos messengerek, példaul az intracellularis Ca®*

koncentracidjat megemelve tovabbi génexpresszids valtozasok elinditdsahoz jarul hozza.
Reéz stressz soran a szervek auxin homeosztazisa megvaltozik, és ebben a folyamatban

a NO, mint szabalyoz6 molekula szerepel (Petd és mts. 2011). A NO képes egy optimalis

auxin szint fenntartasara a réz terhelt névényekben az IES-oxidaz gatlasa révén (Xu 2010).
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1.4. A prolin, mint multifunkcionalis aminosav

1.4.1. A prolin felhalmozodéasa

A prolin egy, a sejtek anyagcsere folyamataiban jelentés szerepet jatszo, rendkivil
stabil, ciklikus szerkezetli aminosav. A noOvényi sejtekben funkcional az els6dleges
metabolizmusban szintetizalodo fehérjék alkotoelemeiként (kotétt aminosav), valamint
kornyezeti stressz sordn akkumulalodd, a toleranciat novelé kompatibilis ozmotikumkent
(szabad aminosav) (Sleator és Hill 2002).
alakul ki (Costa és Morel 1994). A bioszintézise és lebomlésa egy ciklikus folyamat révén
val6sul meg a citoplazma és a mitokondrium koz6tt. A prolin-P5C ciklust nemrégiben irtak
le, miszerint a pirrolin-5-karboxilat (P5C) a mitokondriumban keletkezik prolinbdl, majd
transzportalddik a citoszolba és prolinna redukalodik (Miller 2009).

A prolin bioszintézis két prekurzorbol indulhat ki, a glutaméatbol és az ornitinbél. A
novényekben elsésorban glutamatbdl szintetizalodik prolin, a pirollin-5-karboxilat
intermedieren keresztiil a citoplazmaban. A kiindulasi glutaméatot a pirollin-5 karboxilat
szintaz (P5CS) redukélja glutaméat szemialdehiddé, amely spontan atalakul pirollin-5-
karboxilattad (Savouré és mts. 1995), majd a keletkezett termék prolinna redukéalodik a P5C-
reduktaz (P5CR) katalizélasa altal (Szoke 1992).

A prolin mésik prekurzora az ornitin. Ez a szintézis Utvonal egyes fajokban a stressz
indukalta prolin szintézisnél fontos lehet (Xue és mts 2009). A szintézist az ornitin-delta-
aminotranszferdz (OAT) katalizalja, és a reakcié szintén a citoplazmaban torténik.

A prolin szintézise két gén Aaltal szabalyozott, ezek egyike a merisztémakban és
hiperszenzitiv reakcié sordn aktiv haztartasi gén, a P5CS2, valamint egy stressz folyamatok
(ozmotikus-és a sé stressz) altal indukalt gén a P5CS1, amely expresszidjat a HyO,-
kozvetitette jelatvitel is aktivalja (Verslues és mts. 2007).

A prolin lebontasa a mitokondriumban megy végbe. A prolin-oxidaz (POX) vagy a
prolin-dehidrogenaz (PDH) mitkddése révén Ujra a P5C intermedier alakul ki, ami a P5C-
dehidrogenadz (P5CDH) altal visszaalakul glutamatta. A prolin metabolizmusat az 5. abra

foglalja 6ssze.
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5. bra: Prolin bioszintézis és lebontasi Gtvonalak (Szabados 2010)

A z6ld nyilak a glutamatbo6l, mig a kékek az ornitib6l kiinduld szintézis utat jeldlik.
A lebontast a pirossal jel6lt Gtvonal mutatja be. A kék nyolcszogek pedig prolin és glutamat

transzporter fehérjéket jeldinek.

A réz indukalta prolin akkumulacio hatterében is a metabolizmust szabalyoz6 enzimek
aktivitdsanak megvaltozasa all. Rizs novények levelében a réz kezelés fokozta a prolin
szintézisben szerepld PSCR és OAT enzimek aktivitdsat, mig a prolin lebontasért felelds
P5CDH aktivitasa csokkent (Chen és mts. 2001). Zhang és mts. (2008) munkéja szerint a
Chlamidomonas reinhardtii nevii zold alga sejtjeiben a réz kezelés fokozta a PSCS enzim

aktivitasat és a gén expresszidjat.

1.4.2. A prolin szabalyzo szerepei nehézfém stressz soran

A nehézfémek okozta stressz kovetkezményeként a ndvényi sejtek ozmotikus
egyensulya felborul (Barcelo és Poschenrieder 1990), vizhiany I1ép fel. A ndvények altalanos
valaszreakcioja a vizhaztartds helyreéllitdsa, amelyben fontos szerepe van a prolin
akkumulaciojanak (Schat és mts. 1997). Réz stressz alatt a prolin sztdbma zarodast idéz eld,
ezaltal részt vesz a n('jvényi sejtek ozmoreguléciéjéban (Rajagopal 1981). A zart éllapotl]

crer

gyokérbdl a hajtasba, védve ezéltal a fotoszintézis helyet.
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A réz akkumuldcidjanak csokkentése mellett a prolin jelentés feladatot lat el a
makromolekulak védelmeében. Ezt a védo funkciot kétféleképpen éri el, egyrészt, kompatibilis
ozmotikumként segiti a molekuldk térszerkezetének megtartasat stressz alatt, masrészt szabad
fémionokhoz hozzékapcsolodva csokkenti az enzim-fém komplex kialakuldsanak eselyét,
amely a fehérje funkciojanak elvesztését jelentheti (Sharma és mts. 1998).

A prolin tehat alapvetd fontossaggal bir a stressz tolerancia kialakitdsdban. Az
ozmoprotektiv szerepét mar szamos kisérlet bebizonyitotta (Kishor és mts. 2005; Verbruggen
2008). A magasabb prolin koncentracié jelenlétében csokkent a Chlorella sejtek réz
felvételének mértéke (Wu és mts. 1998).

A prolin akkumulacié mértéke kiilonb6z6 ndvényfajokban eltérd, igy a tiir6képesség
kialakulasa, intenzitadsa is mas. Egyes kutatok azt vélik, hogy a prolin akkumulacié akar
adaptacios valaszreakcio is lehet a megvaltozott kornyezeti feltételekre. A feltevést
alatdmasztja, hogy a rezet hiperakkumulalo Silene vulgaris nagyobb mennyiségii prolint
halmoz fel stressz mentes korlilmények kdzott, mint a rézre szenzitiv fajtarsai (Schat és mts.
1997).

1.4.3. A prolin és a reaktiv jelmolekuldk (ROF és RNF) kapcsolata

A prolin antioxidanskent is hozzajarul a réz terhelés okozta stressz enyhitéséhez, mivel
képes kapcsolatba Iépni egyes reaktiv oxigénforméakkal, mint példaul a hidroxil gyokkel. A
reakcid eredményeként egy kevésbé reaktiv, prolin-nitroxil gyok alakul ki (Floyd és Nagy
1984). A hidroxil gyok mellett szinglet oxigént Kioltd szerepét is tapasztaltadk (Alia és mts.
2001).

A ROF-kat kioltd és ezaltal az oxidativ stresszt enyhitd hatasat szdmos Kisérlet
igazolta: exogén prolinnal kezelt Chorella vulgaris esetében csokkent a lipidperoxidacio
mértéke (Mehta és Gaur 1999). Backor és mts. (2004) szintén pozitiv korrelaciot tapasztaltak
a szabad prolin koncentracio és réztolerancia kdz6tt Trebouxia erici-ben. Prolinnal eldkezelt,
majd réz stressznek kitett Scenedesmus-ban csokkent a lipidperoxidacio és a kalium kiaramlas
mértéke a csak rézzel terhelt algapopulaciohoz képest (Tripathi és Gaur 2004). A szerz6k
tovabbi eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a karosodast csokkenté hatasért a

prolin ROF- kiolt6 tulajdonsaga, nem pedig a fémmegkotd képessége a felelds.

13



A prolin és a NO kapcsolatat Zhang és mts. (2008) vizsgalta el6szor rézzel kezelt
Chlamydomonas reinhardtii sejtekben. Azt tapasztaltak, hogy a réz terhelés indukalta prolin
felhalmozodas a NO donor, SNP hatasara fokozdodott, mig a NO-t kioltd vegyulet (cPTIO)
jelenlétében elmaradt. Ugyanezt a jelenséget tapasztaltak a P5CS enzim aktivitdsanak és
expressziojanak vizsgalatakor is. Ezekbol arra kovetkeztettek, hogy a réz indukalta prolin
akkumulacio a NO Altal szabalyozott. Tapasztaltak tovabba exogén NO Altal kivaltott prolin
akkumul&ciét aluminium terhelés alatt bdzaban (Zhang és mts. 2008), valamint kadmium
okozta stressz esetén lucerndban (Xu és mts. 2010). A legujabb eredmények szerint, az
exogén NO kezelés fokozta a P5CS enzim aktivitasat és a génexpressziot, valamint prolin

felhalmozodast okozott lucerna levelében (Filippou és mts. 2012).
A prolin szintén pozitiv hatassal van a NO akkumulaciora, azaltal, hogy saperonként

segiti megtartani stressz alatt a nitrat reduktaz térszerkezetét (Sharma és Dubey 2005), ami a

ndvenyekben a nitrogén-monoxid szintézisében kulcsfontossagu enzim.

14



2. CELKITUZES

A nitrogén-monoxid és a prolin réz stressz alatt lejatszdédo sejtvéd6é folyamatokban
kulon-kalon  betoltott  szerepér6l mar tobb publikacio sziletett, bar ezekben a
mechanizmusokban a két molekula kozt kialakulé interakcio meglétérl és milyenségérdl
keveset tudunk magasabbrendli ndévényekben. Prolint de novo nem szintetizal6 mutans
novenyekben a réz terhelés hatdsat eddig még nem vizsgaltdk, igy munkank sordn a
kovetkezo kérdesekre kerestiik a valaszt:

> A réz kezelés befolyasolja-e a prolin metabolizmusat Arabidopsis

ndvényekben?

» A P5CS, mint a prolin bioszintézis egyik kulcsenzime szerepet jatszik-e

ebben a folyamatban?
»  Szikséges-e a prolin akkumulacié a réz tiirés kialakulasahoz?

» Hogyan hat a prolin hiany a réz stressz altal kivaltott hajtas- és

gyokérmorfoldgiai valtozasokra?

» Hogyan hat a prolin hiany a NO metabolizmusara a réz-kezelt Arabidopsis

ndvényekben?

> Hogyan hat a prolin hiany a ROF metabolizmusra a réz-kezelt Arabidopsis

ndvényekben?
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3. ANYAGOK és MODSZEREK

3.1. Novenyi anyag és nevelési korilmények

Kisérleteinket Arabidopsis thaliana L. névényekkel végeztik és a vad tipus (Col-0)
mellett két inszerciés mutans (p5csl-1 és p5csl-4) vizsgalatdt is elvégeztik. Mindkettd
Agrobaktérium fert6zés altal 1étrehozott, T-DNS inszerciés mutagenezis eredménye, amely
soran a prolin bioszintézis kulcsenzimébe, a pirollin-5-karboxilat szintazt (p5cs) kodold két
gén egyikébe (P5CS1) integralédott DNS szekvencia, gatolja az enzimet kodold gén
atirodasat. A mutansok az inszercio lokalizacidja alapjan kiilonithetdk el egymastol, a p5csl-1
esetében a T-DNS integralodasa egy 5°-végi UTR régidt érintett, mig a p5csl-4 muténs,
prolint kodolo génjének végsé exonjaba épiilt be az idegen szekvencia (6. abra). Géntermék,
azaz prolin de novo szintézissel csak a p5cs1-1 mutansban képzodik, de a vad tipushoz képest
nagyon kis mennyiségben. Ezek a mutadnsok normal kérulmények kozott nem mutatnak
morfologiai eltérést a vad tipustol, prolin tartalmuk viszont alapallapotban is 15-30 %-al
kevesebb, mig s stressz alatt ez a kulonbség fokozddik. A mutansok sé stressz hatasara
érzékenyebben reagilnak, amely az er6sebb gyOkérmegnyulas gatlasaban, a szOvetek
magasabb ROF szintjében, valamint a prolin akkumulacié elmaradasaban nyilvanult meg
(Székely és mts. 2008).

P5CS1- P5CS1-4

6. dbra: Az altalunk felhasznalt két mutans, pirollin-5-karboxilat szintazt kodol6 két gén egyikében

(p5cs1) végrehajtott T-DNS inszercio, lokalizacidja szerint (Székely és mts 2008).

16



A novényeket hidroponikus rendszerben neveltiik négy hétig, amely ndvényneveld
kamraban (Fitoclima S600 PLH- tipust) elhelyezett Hoagland tapoldatot tartalmazé 1500 ml-
es dobozokbol allt (7. abra). A kamraban a névények nappali periodusa 14 éran at tartott, 25
fokon, 65 %-os paratartalom mellett, mig az ¢éjjeli id6szak 10 Orads volt, ekdzben a
hémérséklet 20 fokra hiilt, a paratartalom pedig mindossze 50 %-0s volt.

A novények rogzitésére (iltetd kozegként) Eppendorf-csdvekbe toltott agart
hasznaltunk, és a tapoldatot hetente egyszer lecseréltink. Az Ultetéshez a magokat
sterilizaltuk, amelyhez 70 (v/v)%-os etanolt és 50 (v/v)%-0s hipoOt hasznaltunk. A magokat

pipetta segitségével ultettik ki.

7. dbra: Az altalunk alkalmazott vizkultlras rendszer

A vizkulturas rendszert kisérleteinkhez elénydsnek talaltuk, mivel a tapoldatban a
gyokerek konnyen kezelhetdek maradtak, amely az altalunk alkalmazott fluoreszcens festési
eljarasokhoz fontos volt. Nem elhanyagolhaté emellett a kis helyigény, a kezelés tetszéleges
beallithatdsadga, amelyek szintén konnyebbé tették a munkat. A hidropénikus kultdrak
hatranya viszont a gyakori tapoldat csere és a folyamatos figyelem.

A novényeinket négy hetes korukban kezeltlik réz-szulfat (CuSO,) oldattal, harom
kiilonb6z6 koncentracioban (1, 2.5 és 5 uM). A Kkezelés egy hétig tartott, kontrollként
Hoagland tapoldatban nétt novényeket hasznaltunk.
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3.2. Morfoldgiai mérések

A novényi anyag feldolgozasa elétt kivancsiak voltunk a vad tipus (Col-0) és a
mutadnsok  (p5csl-1 és p5csl-4)  kozotti  morfoldgiai  kilonbségekre  kulénb6z6
rézkoncentracidju kezelést illetben. A gyokerek és a hajtasok friss tomege mellett,
meghataroztuk a gyokerek hosszat, valamint a levelek darabszamat. Ezeken Kivil

természetesen a kezelés hatasara megjelend szimptomakat is feljegyeztik.

3.3. Prolin koncentracié meghatarozasa

A prolin mennyiségi kimutatasa L. S. Bates (1973) modszere alapjan tortént. A prolin
méréshez minimum 100 mg biomasszara volt szilkség mintanként. A harom novénytipust, a
négyféle koncentracidt, kiilén hajtast és gyokeret tekintve dsszesen 72 mintaval dolgoztunk.

Els6 1épésként homogenizaltuk a ndvényi anyagot (kilon a hajtast és a gyokeret)
ddrzsmozsarban, mintanként 500 pl 3 %-os szulfoszalicilsavval, majd a homogenizatumot
Eppendorf-csévekbe gytijtottiik és centrifugaltuk (6000 rpm, 4 Celsius fok, 20 perc), ezutan a
felultszéval dolgoztunk tovabb.

Tiszta Eppendorf-csévekbe bemértiink: 100 pl 3 %-os szulfoszalicilsavat, 100 pl
feltliszot, 200 ul 96 %-os ecetsavat és vegul 200 ul elézoleg elkészitett savas ninhidrint (250
mg ninhidrin + 96 %-0s ecetsav és 6 M-os foszforsav 60:40 arany( keverékében oldva).
Alapos keverés utan a mintakat 1 oran at tartd 96 fokos vizfiirdébe helyeztiik.

Az inkubécio utan a reakcidelegyet extrahaltuk 1 ml toluol hozzdadasaval, amit alapos
vortexeles kovetett.

A fazisok szétvalasa utan a szines kromofort (ninhidrin + prolin) a fels6é fazisbol
nyertlk ki, majd kvarckuvettaban spektrofotométerrel (Kontron, Uvikon 930-tipusu), 520 nm-
en megmértik a mintdk fényelnyelési maximumat. Végul a kapott OD (optikai denzitas)
értékekbdl kiszamoltuk a prolin koncentraciokat.
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3.4. A reaktiv nitrogénformak detektalasa fluoreszcens mikroszkdpias

modszerrel gydkercsucsokban

Az in vivo és in situ mikroszkopos technikak segitségével egyszeriien és szelektiv
modon detektalhatdk a reaktiv oxigén-és nitrogenforméak a ndvényi sejtekben, szdvetekben és
szervekben. Alkalmazasuk soran lehetdség nyilik a novényi szervezeten beliil zajlo
események nyomon kovetésere (Kolbert és mts. 2012).

Elsésorban a gyokereink nitrogén-monoxid (NO) tartalméara voltunk kivancsiak,
amelynek kimutatasara NO- érzékeny fluoreszcens festéket, a 4-amino-5-metilamino-2’-7’-
difluorofluoreszcein diacetatot (DAF-FM DA) hasznéltunk. A gyokereket a 10 pM-0s
festekben 30 percig festettik sotétben tartva, majd kétszer atmostuk 10 mM-os pH 7.4-es
TRIS/HCI- pufferben (Lehotai és mts. 2012). Ezutan kihelyeztuk targylemezre a novényi
mintakat, majd mikroszkop segitsegével folytattuk a kisérletet.

A reaktiv nitrogénformak koziil a peroxinitrit kimutatasara is sor keriilt a 3’-(p-
aminofenil) fluoreszcein (APF) festék segitségével. A fluoroférral jeldlt gyokérmintakat (1
Ora inkubécio 10 pM festékoldatban) kétszer atmostuk TRIS/HCI- pufferben, végul
targylemezre kihelyezve azokat szintén fluoreszcencia intenzitast mertiink (Lehotai és mts.
2012).

3.5. Reaktiv oxigénformak kimutatasa gyokércsucsokban, fluoreszcens

mikroszkdpos technikakkal

Kisérleteinkhez fluoreszcens mikroszkopias modszereket alkalmaztunk. A reaktiv
oxigénformak (ROF) koziil detektaltuk a szuperoxid gyokanion (O,") szintet és a szdvetek
teljes ROF tartalmat.

Az utébbi kimutatdsara 10 pM-os 2’-7’-dikloro-dihidrofluoreszcein diacetat (H,DCF-
DA) festéket hasznaltunk, amelyben 15 percig, 37 fokon inkubalédtak a gyodkereink, majd
MES/ KCl-pufferben (10 mM, pH 6.15) mosasra kerllt a sor, amelyet négyszer
megismételtink (Gémes és mts. 2011). Ez a festési modszer a NO kimutatas elve szerint
miikodik, azzal a kiillonbséggel, hogy ebben az esetben a fluorofor hidrogén-peroxiddal
(H20,) és szuperoxid gydkanionnal is képes elreagalni.

A szuperoxid gyokanion kimutatas dihidroetidium (DHE) festéssel tortént (10 pM,
TRIS- pufferben). A novenyi mintakat 30 percig, 37 fokon tartottuk, majd kétszer atmostuk
TRIS/HCI- pufferben (Pet6 és mts. 2011).

19



3.6. Eletképesség meghatarozasa gyokércsicsokban  fluoreszcens
mikroszkdp segitségével

A nehézfém kezelés életképességre gyakorolt hatdsat fluoreszcein diacetéttal (FDA)
mutattuk ki, amely az ¢él6 sejtek fluoreszcencidjanak intenzitdsaval jellemezhetd. A festés 30
percig tartott, szobahdmérsékleten, sététben, amit két alkalommal MES/ KCI- pufferben (10
mM, pH 6.15) térténé mosas kovetett (Lehotai és mts. 2011).

A kiilonboz6 festékekkel jelolt mintaink fluoreszcencia intenzitasait a targylemezre
helyezést kovetéen a Zeiss Axiowert 200 M-tipusu fluoreszcens mikroszkdp segitségevel
(Carl Zeiss, Jéna, Németorszag) detektéaltuk és a hozza csatlakoztatott, nagy felbontasu CCD
kameraval (Axiocam HR, HQ CCD) felveteleket készitettink. A mikroszkdp 9-es filter
szettjét (excitacios hulldmhossz tartomanya: 450-490 nm, emissziés tartomany: 515-co nm)
alkalmaztuk a szuperoxid gyodkanion detektalasara, mig a tobbi fluorofér emissziojat a 10-es
sziirbkombinacidval (excitaciés hullamhossz tartomanya: 450-490 nm, emisszios tartomany:
515-565 nm) detektaltuk. Minden festés esetében a gyokérmintak fluoreszcencia intenzitasat
a merisztematikus zonaban detektaltuk, amelyhez a gyokerekrdl késziilt fényképekre, 60 pum
vagy 120 um sugaru kort illesztettiink. A pixel intenzitas értékeket az Axiovision Rel. 4.8-as
szoftver felhasznéaldsdval mértik meg. A kapott érékek altal valt jellemezhetévé a
detektalandé molekula, vagy tulajdonsag.

3.7. Statisztikai analizis
Az eredményeink statisztikai elemzéeset Student-féle t-prébaval végeztik, Microsoft
Excel szoftver felhasznaldsaval. A szignifikans kiilonbségeket egy, kettd, illetve harom

csillaggal jel6ltiik a diagramokon, a szignifikancia szinteknek megfelelden.

(* p<0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001)
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4. KUTATASI EREDMENYEK

4.1. Prolin koncentracio valtozasa réz-kezelt Arabidopsisban

A hajtéas prolin szintjét vizsgalva a kontroll névények kozott eltérést figyeltiink meg,
hiszen a p5csl-1 és pbesl-4 mutans hajtdsdban 1ényegesen alacsonyabb a prolin
koncentracidja a vad tipushoz képest. Az 1 uM-o0s réz kezelés hatdséra a vad tipusban
jelentésen megemelkedett a hajtas prolin tartalma, mig a mutansokban a kontrollhoz képest
ugyan szignifikans volt az eltérés, de a vad tipushoz viszonyitva ez a valtozas sokkal kisebb
mértéki volt. A 2,5 pM-os réz kezeles esetén kissé mersékeltebb, de szignifikans prolin
akkumuléci6 tortént. Az 5 uM Cu hatéséra mértiik a legmagasabb prolin szintet a vad tipus
esetében. A p5csl-1 mutansban is tapasztaltunk réz-indukalt prolin szint ndvekedést, bar a
koncentracio értékek Iényegesen alacsonyabbnak bizonyultak, mint a vad tipust hajtasokban.
A masik P5CS-enzim hianyos mutans, a p5csl-4 esetén hasonld eredményeket kaptunk,
vagyis a réz prolin szintézist indukalt a hajtasban, bar a koncentraciok a vad tipusu hajtasban

mértekének csupan toredékei (8. abra).

Prolin tartalom valtozasa réz kezelés hatasara
hajtasban
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8. abra: Vad tipusu (Col-0) és prolin hianyos mutansok (p5cs1-1 és p5cs1-4) prolin szintjének

srer

(* p<0.05, ** p<0.01, *** p < 0.001)
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A gyokérmintdkban mért prolin koncentraciok joval kisebbek voltak a hajtasban
mértekhez képest. Emellett a kezeletlen gyokerek prolin koncentrécidit 6sszehasonlitva, azt
figyeltik meg, hogy a mutansokban ez sokkal alacsonyabb a vad tipushoz képest. A mutansok
kozott is kulonbség adodott kontroll korilmények kozott, hiszen a p5csl-1 gyokerek
magasabb prolin szinttel rendelkeztek a p5cs1-4-hez képest. A vad tipusi ndvény gyokerében
csupan a 2,5 UM réz-szulfat okozott csekély mértékii prolin szint emelkedést, ami a p5csl-1
mutansban is megfigyelhet6 volt, viszont nem volt tapasztalhatd a p5csl-4 mutansban. Az
altalunk alkalmazott legmagasabb réz koncentracié (5 uM) egyik vizsgalt névenytipusban

sem okozott prolin akkumuléciét (9. abra).

Prolin tartalom valtozasa réz kezelés hatasara
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hatasara gyokér szovetekben. (** p < 0.01, *** p <0.001)
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4.2. Réz indukalta morfoldgiai valtozasok 6sszehasonlitasa vad tipusu és

prolin hidnyos muténs Arabidopsis névényekben

A vizsgalt ndvenyek friss tomegének valtozasat eldszor a hajtasban kovettiik nyomon.
A vad tipusu novényekben a hajtas friss tomege csokkent a kiilonb6zé koncentracioju réz
kezelések fuggvényében. A 2,5 uM-os kezelésnél jelentds eltérést tapasztaltunk a kontrollhoz
képest. A prolin hianyos mutansok esetében a réz kezelés eltéréen befolyésolta a hajtasok
friss tomegének valtozasat.

Az 1 és 5 pM-os kezelések csokkentették a hajtasok témegét, viszont a 2,5 uM-0s
kezelés esetén a valtozas pozitiv irdnyd volt. A p5csl-4 mutansnal a legnagyobb
koncentracidju kezelés erételjesebben gatolta a hajtds novekedését, mint a masik két

ndvénytipusban (10. 4bra).

Hajtas friss tomeg valtozasa réz kezelés
hatasara

Hajtés friss témeg (kontroll %)

Col-0 p5cs1-1 p5cs1-4

10. abra: A réz kezelés hatasa a hajtasok friss témegére vad tipusu és prolin hianyos Arabidopsis-ban.
(*p <0.05, ** p<0.01, *** p <0.001)

A gyokerek friss tdmegét tekintve megallapithatd, hogy a vad tipusu ndévényre
pozitiv hatassal voltak a kezelések, hiszen a kontrollnoz képest nagyobb friss tomeget
mértink a réz-kezeltekben, bar a valtozasok nem bizonyultak szignifikdnsnak. Ezzel szemben
a mutansok esetén a réz kezelések csokkentették a gyokerek friss tomegét. Kilonosen igaz ez
a 2,5 és az 5 pM-os rez kezelésekre, mivel a kontrolltdl valo eltérés mindkét novénytipusban

szignifikans volt (11. abra).
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Gyokér friss tomeg valtozasa réz kezelés
hatasara

200
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100

Gydkér friss témeg (kontroll %)

Col-0 p5csl-1 p5csl1-4

11. dbra: Vad tipust (Col-0) és prolin hidnyos mutans (p5csl1-1 és p5csl-4) gyokerek friss tomegének valtozasa

kiilonbozd réz kezelések hatéséara. (* p <0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001)

A gyokerek hosszanak vizsgalata soran csokken6 tendenciat figyeltiink meg a kezelt
novényekben, mind a vad tipusban, mind a mutansokban. A réz stressz erésségével egyenes
ardnyban csokkent a gyokerek hossza, bar a vad tipusu ndvényekben szignifikans redukciot
csak a 2,5 és az 5 uM-os kezelés okozott. A prolint de novo nem szintetizal6 mutansok
esetében a vad tipushoz képest a valtozas nagyobb meértékben jelentkezett, hiszen ezekben az
1 uM réz-szulfat is szignifikans ndvekedési retardaciot okozott. A leger6sebb megnyulas
gatlast az 5 pM-os kezelés valtotta ki mindharom névénytipusban. A mutansok kdzul a p5csl-

4 szenvedett el jelentdsebb réz-indukalt gyokérndvekedés gatlast (12. dbra).

Gyokérhossz valtozasa réz kezelés hatasara
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12. abra: Gyokérhossz valtozasa kiilonboz6 koncentracioju réz kezelések hatdsara, vad tipusd (Col-0) és prolin
bioszintézisben mutans (p5csl1-1 és p5csl-4) Arabidopsis-ban. (** p < 0.01, *** p < 0.001)
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4.3. Reaktiv nitrogénformdk (RNF) keletkezése réz-kezelt Arabidopsis
gyokeércsucsokban

A gyokércsucsok nitrogén-monoxid (NO) tartalmét jelz6, DAF-FM fluoreszcencia
detektalasa soran a kontroll ndévényekhez viszonyitva tanulmanyoztuk a kiilonb6z6
a prolin szintézisben hibds mutansok gyokércsicsai alacsonyabb NO tartalommal
rendelkeztek, mint a vad tipus. Az 1 és a 2,5 pM-os réz kezelés nem okozott szignifikéans
valtozast a NO tartalomban egyik ndvénytipusban sem. Az 5 uM réz-szulfattal kezelt
gyokérmintakban NO szint csdkkenését tapasztaltuk mindharom névénytipusban, viszont ez a

hatas csak a mutansok esetében volt szignifikans (13.A/B abra).

NO tartalom valtozasa réz kezelés hatasara
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13./A &bra: A NO-kapcsolt fluoreszcencia intenzitas értékei kiillonb6zé koncentracioju réz kezelések hatésara,

vad tipust (Col-0) és prolin hianyos mutansok (p5cs1-1 és p5cs1-4) gyokér merisztémaibam. (** p <0.01)

13./B abra: A NO-specifikus fluoroférral jel6lt gyokércsucsokrol késziilt mikroszképos felvételek.
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A peroxinitrit (ONOQ") tartalom kimutatdsa soran azt tapasztaltuk, hogy a szabad
prolint Kis mértékben szintetizal6 p5csl-1 mutans gyokércslcsaiban a nagyobb réz
koncentraciok indukaltak a peroxinitrit szint emelkedését. A masik mutans, a p5csl-4
esetében csupan az 5 uM-os réz kezelés okozott peroxinitrit képzOdést, viszont ez a hatas igen
jelentdsnek bizonyult, hiszen mintegy 2,5-sz6r6s ONOO™-specifikus pixel intenzitas
novekedést detektaltunk. Ezekkel ellentétben a vad tipusu gyodkerekben a réz nem okozott

szignifikans valtozasokat a peroxinitrit tartalmakban (14. 4bra).

ONOO tartalom valtozasa réz kezelés hatasara
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14. abra: APF fluoreszcencia alapjan mért peroxinitrit tartalom valtozésa réz terhelés alatt a vizsgalt
ndveényekben (vad tipus (Col-0) és két prolint nem szintetizal6 mutans (p5csl1-1 és p5csl-4)).
(**p <0.01, *** p <0.001)

4.4. Reaktiv oxigénformak (ROF) képzédése réz-kezelt Arabidopsis

gyokercsucsokban

A szuperoxid gyokanion (O,") mennyisége a DHE festék fluoreszcenciaja alapjan
mindharom novénytipusban eltéréen valtozott a kezelések fuggvényében. A legkisebb
koncentracioju réz kezelés a vad tipusban nem volt hatassal, a mutansok szuperoxid tartalmat
pedig ellentétesen befolyasolta. A 2,5 és az 5 pM-o0s kezelés hatasara mindharom
ndvénytipusban egyarant megemelkedett a O, mennyiségét jelzé fluoreszcencia a
kontrollhoz viszonyitva. Az eltérés a Col-0 esetében volt szignifikans, igy elmondhato, hogy a
réz jelentésebb hatast fejtett ki a szuperoxid gyokanion szint valtozdsara a vad tipusban
(15.A/B abra).
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0, tartalom valtozasa réz kezelés hatisara
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15./A abra: A szuperoxid-specifikus DHE fluoreszcencia intenzitas értékei a kontroll és réz-kezelt

prolint szintetizal6 (Col-0) és hianyos névényekben (p5csl-1, p5csl-4).
(**p<0.01)

15./B &bra: A DHE fluoroforral jelolt gyokércsucsokrol késziilt reprezentativ mikroszkopos

felvételek.

A gyokércsucsi merisztémék teljes ROF tartalmanak detektaldsa soran azt
tapasztaltuk, hogy kontroll koérilmények kozétt a prolin szintézis mutansok gyokere a vad
tipusnal magasabb 6ssz ROF szinttel rendelkezik. A Col-0 gyokerekben minden kezelés
esetében novekedett a DCF fluorofor pixel intenzitasa a kontrollhoz képest, bar a hatas nem

bizonyult réz koncentracio-fiiggének.
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A p5csl-1 mutans esetében a réz kezelések negativan befolyasoltak az sejtek teljes
ROF tartalmat, igy a kontrollhoz képest kisebb értékeket kaptunk.

Az eltérés egyedul az 5 pM-os réz kezelésnél volt jelentds. A p5csl-4 mutans
befolyasolték jelentésen. Az 5 uM réz-szulfat viszont csdkkentette a ROF szintet a p5cs1-4
muténs gyokercsicsaiban (16.A/B abra).

teljes ROF tartalom valtozasa réz kezelés hatasara
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16./A abra: A DCF fluoreszcencia pixel intenzitas értékei a vizsgalt ndvények gyokerében kiilonboz6
koncentracioju réz kezelések hatasara. (* p < 0.05, ** p < 0.01)

16/B abra: Teljes ROF tartalmat indikal6 festékkel (H,DCF-DA) jeldlt gydkércstcsokrol készitett

reprezentativ fluoreszcens mikroszkopos felvételek.
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4.5. Eletképesség valtozasa réz kezelés alatt Arabidopsis gyokércsticsokban

A réz terhelés majdnem minden koncentraciéban negativ hatassal volt a névények
életképességére, amelyet a fluoreszcein festékmolekula pixel intenzitdsanak csokkenése
jelzett a kezelt mintdkban. Ez aldl kiveétel volt az 1 és 2,5 uM rézzel kezelt Col-0, hiszen
elébbi esetén az életképesség nem valtozott a kontrollhoz képest, mig az utobbi esetében
érdekes modon jelentésen megemelkedett. Az 5 UM réz-szulfat szignifikansan csokkentette a
vad tipust gyokerek életképessegét. A p5csl-1 gyokércsucsokban a sejtek életkeépessége
mindharom alkalmazott réz koncentréacié hatasara lecsokkent, mig a p5cs1-4 muténsban az 1
és az 5 pM-os kezelés vezetett a sejtek elhaldsdhoz (17. A/B abra).
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17./A abra: A fluoreszcein festékmolekulabdl szarmazo fluoreszcencia intenzitas értékei (kontroll %-ban

17./B &bra: A FDA-val jeldlt gyokércstcsokrdl készitett reprezentativ fluoreszcens mikroszképos felvételek.
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5. EREDMENYEK ERTEKELESE

Munkéank sordn elsOként arra kerestiik a valaszt, hogy a réz kezelés hogyan
prolint de novo egyéltalan nem (p5cs1-4), vagy kis mertékben (p5csl-1) szintetizalo P5CS1
inszerciés mutansokat hasznaltunk fel, hogy a vad tipussal Osszevetve detektalhassuk a
feltételezett stressz indukélta prolin akkumuléciét. A prolin tartalom méar a kontroll
novényekben is eltérd volt, hiszen a P5CS1 mutansok alapallapotban is 15-30 %-kal kevesebb
szabad prolint tartalmaznak, mint a vad tipusd novények (Székely és mts. 2008). Stressz
hatdséra ez az eltérés tobbszordsére fokozddott, amely a kapott eredmények alapjan
megfigyelhetd, hiszen a prolint de novo szintetizalni képes vad tipus hajtasiban a kezelések
hatasara jelentdsen megemelkedett a prolin koncentracié, mig a mutidnsokban ugyan a
kontrolltdl eltért, viszont a vad tipushoz viszonyitva sokkal kisebb mértékii volt a valtozas (8.
abra). Ugyanezekben a mutansokban, sé stressz hatasara szintén ezt tapasztaltak Székely és
munkatarsai 2008-ban, viszont az 6 esetilkben a mutansokban mért prolin mennyisége
kevésbé tért el egymastdl. Hasonldan Hua és mts. (1997) eredményeihez, magas hajtas:gyokér
aranyt tapasztaltunk a prolin koncentrdcio tekintet¢ben a ludfli ndvényeinkben.
Megaéllapithaté tovabba, hogy a vad tipusban megemelkedett a prolin szint réz kezelés
hatasara, mig a mutansokban kevésbé (p5csl-1), vagy szinte egyaltalan nem (p5csl-4) (9.
abra).

Az eredmények alapjan elmondhatd, hogy a P5CS enzim aktivitasa
kulcsfontossagu a prolin akkumulacié szabalyozdsaban réz stressz alatt az Arabidopsis
novényekben. Megallapitasunkat alatdmasztjadk Zhang és munkatérsai (2008) altal algakban
végzett vizsgalatok, ahol a réz kezelés alatt a PSCS1 gén expresszidja és az enzim aktivitasa
megndvekedett.

Szamos publikacioban kapcsolatot figyeltek meg a stressz hatasara megnovekedett
szabad prolin szint és a stressz tolerancia fokozodasa kozott viszont a kutatok korében
megoszlik a vélemény a prolin akkumulécié stressz indukalta valaszreakciokban bet6ltott
szerepérol.

A hajtés-és gyoOkérrendszer morfoldgiai vizsgalata soran ennek a feltevésnek
eredtink nyomaba. Azt tapasztaltuk, hogy prolin hidnyaban a réz gatlo hatasa a
hajtasfejlodésre kifejezettebbnek bizonyult (10. A/B abra).
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Ugyanez mondhat6 el a gyokér novekedésérol is (friss tomeg €s hossz), vagyis a prolin
hidnya sulyosbitja a réz stressz ndvekedésre gyakorolt negativ hatasat (11. A/B &bra).
Hasonld eredményekr6l szamolt be Székely és mts. (2008), ahol a natrium-klorid okozta
stressz hataséara szintén jelentésebb volt a p5csl mutansok gydkérmegnyulasanak gatlasa a
vad tipushoz képest. A morfoldgiai eredmények alapjan elmondhatd, hogy a szabad prolin
tartalom csokkenése negativan befolyasolja a hajtas, valamint a gyokér novekedesét, igy
feltételezhet6en a prolin szerepet jatszik a réz tiirés kialakitasaban Arabidopsis-ban. Ezt
tdmasztja ald Backor €s mts. (2004) réz tolerans és szenzitiv alga torzzsel végzett vizsgalata
is, melynek soran megallapitottak, hogy a szabad prolin tartalom pozitiv korrelaciot mutat réz
tiréssel.

A szdvetek redox egyensulyanak vizsgalataval szintén arra kerestlk a valaszt, hogy a
prolin vajon szerepet jatszik a réz tolerancia Kkialakitasaban, vagy sem. A reaktiv
nitrogénformak koziil elsésorban a szévetek nitrogén-monoxid tartalmat vizsgaltuk. Stressz
mentes korilmeények kozott a prolin hianya csokkent NO tartalmat eredményezett, ami a
prolin NO szintet szabalyozé szerepére utal. A prolin saperon funkcidja révén, képes
stabilizalni a nitrat-reduktdz enzim térszerkezetét (Sharma és Dubey 2005), ezeért
feltételezziik, hogy ez a mechanizmus hozzajarulhat a NO szint prolin altali regulécidjahoz. A
réz kezelés NO tartalomra gyakorolt hatdsa ellentmondasos, hiszen néhany esetben réz-
indukalt NO akkumulaciot tapasztaltak (Bartha és mts. 2005), mig mas kisérleti rendszerben a
réz csokkentette a NO szintet (Petd és mts. 2011). Ennek oka az lehet, hogy a nehézfém
kezelés koncentracioja, idOtartama ¢€s koriilményei, valamint a ndvény ¢letkora mind
befolyasoljak a NO metabolizmusra gyakorolt hatast (Xiong 2010). Sajat kisérleteinkben a
NO tartalom réz-indukéalta csokkenését detektaltuk az Arabidopsis gyokércsucsokban, ami
prolin hianyaban kifejezettebbnek bizonyult. (13. A/B abra). Az eredmények alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a prolin mennyisége szabalyozza a NO metabolizmusat réz stressz
alatt ludfii gyokerében. Ezt az Osszefiiggést elsoként figyeltik meg, igy a pontos
mechanizmust jelenleg nem ismerjik, és irodalmi adat sem A&ll rendelkezésre ennek
alatamasztasara.

Prolin hianyaban a nagyfoku réz terhelés peroxinitrit képzédést okozott, mig normal
prolin szintézis esetén ez nem volt megfigyelhet6 (14. abra). A reaktiv oxigénformak koziil a
szuperoxid gyokanion mennyiséget detektaltuk a gyokércsucsokban, amely réz-indukalt
produkciot mutatott prolin hianya esetén (15. A/B abra).
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A prolint csokkent mértékben vagy egyaltaldn nem szintetizal6 mutansok magasabb
totdl ROF tartalommal rendelkeznek a vad tipushoz képest kontroll &llapotban, a kezelés
viszont a mutansok kozul csak a p5csl-4 mutans esetében névelte a teljes ROF szintet (16.
A/B abra). Szintén a prolin antioxidans szerepére utal, hogy so stressz hatasara az altalunk is
vizsgalt mutansokban fokozott H,0, felhalmozddast figyeltek meg (Székely és mts. 2008).

A héarom reaktiv molekula (NO, ONOO™ és O,") réz-indukalt szintbeli valtozasa a
legtobb esetben egymassal 0sszefiiggd tendenciat mutatott. Ez alapjan azt feltételezziik, hogy
elégtelen prolin szint esetén a NO reakcioba 1ép a szuperoxid gyokanionnal 1étrehozva az erds
oxidalo hatdsarol ismert peoxinitritet, amely lipidek és fehérjek mellett a DNS molekulat is
karositja. Az igy kialakuld nitrozativ stressz a sejtek halalahoz vezet.

A szabad prolint kiillonb6z6 mértékben eldallitd ndvénytipusok éEletképességét
vizsgalva megéllapithatd, hogy a prolin hianya csokkenti a sejtek életképességét réz
stressz alatt (17. A/B &bra). A gyokérmerisztéma sejtek életképességének csokkenése pedig

a gyokérmegnyulas erdteljes gatlasat okozza.

Eredményeink alapjan feltételezheto tehat, hogy a prolin szerepet jatszik a réz
tolerancia kialakuldsdban Arabidopsis thaliana-ban. Antioxidansként a peroxinitrit,
valamint a reaktiv oxigénformak mennyiségének redukéldsa révén szerepet jatszik a

sejtek redox homeosztazisanak fenntartasaban.
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6. OSSZEFOGLALAS

Munkank sorén a nitrogén-monoxid és a prolin réz stresszben betdltott szerepét és
egymasra gyakorolt hatdsénak vizsgalatdt végeztik el, amelyet kordbban csak
alacsonyabbrendii novényekben, legfoképp algakban vizsgaltak. Kisérleteink vad tipusu és
prolin hianyos mutansok réz terhelésre adott valaszreakcidinak dsszehasonlitasara iranyultak.
Prolint de novo nem szintetizal6 mutans novényekben a réz hatasat eddig meég nem vizsgaltak,

igy a kapott eredményeinkbdl elsdként allapithattuk meg a kovetkezdket:

» A réz kezelés indukédlta a prolin akkumulaciojat Arabidopsis

névenyekben.

» A P5CS enzim aktivitasa kulcsfontossagd a prolin felhalmozodas

szabalyozasaban réz stressz alatt

» A réz-indukalt prolin felhalmozodas hozzajarul a ladfii névények stressz

tolerancigjanak kialakitasahoz.

» A prolin hianya sulyosbitja a réz stressz okozta ndvekedes gatlast a ludfii
hajtas-és gyokérrendszerében.

» A prolin részt vesz a NO metabolizmus regulécidjaban réz terhelés alatt.

» A prolin szabdlyozza a reaktiv oxigénformadk metabolizmusat is,

antioxidansként fenntartva a sejtek redox homeosztazisat.
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