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Roviditések jegyzéke

ABA- abszcizinsav

AG- aminoguanidin

ADC- arginin-dekarboxilaz

AO- amin-oxidaz

AR- Amplex Red

Cad- kadaverin

DAO- diamin-oxidaz (EC 1.4.3.6.)

DAF-FM DA- 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein
Dap- diaminopropan

DHE- dihidroetidium

DPI- difenilén-jodénium

FDA- fluoreszcein-diacetat

H,DC-FDA- 2,7-dikloro-dihidrofluoreszcein-diacetat
HOCI- hipoklérossav

JA- jdzmonsav

NOX- NADPH-oxidaz (EC 1.6.3.1.)

ODC- ornitin dekarboxilaz (EC 4.1.1.17)

PA- poliamin

PAO- poliamin-oxidaz (EC 1.5.3.11.)

Put- putreszcin

Rboh- Respiratory burst oxidase homolog

Rop- Rho-like protein

ROS- reaktiv oxigénformak (Reactive Oxigen Species)
SA- szalicilsav

Spd- spermidin

SPDS- spermidin-szintaz

Spm- spermin

SPMS- spermin-szintaz

TCA- triklorecetsav



1. Bevezetés

1.1. A sostressz

A talaj magas sotartalma a vildg sok részén az egyik legnagyobb probléma a
mezdgazdasagban, foként az arid és szemi-arid klimaja teriileteken, ahol rendkiviil
magas az oldott sotartalom a talajban (féleg NaCl), a csapadékviszonyok ¢és az
evaporacio felborult egyensulya miatt. Tobb mint 800 milli6 hektarnyi teriilet érintett,
vagy a soOtartalom vagy pedig a szikesedés altal, ami a vilag foldteriileteinek 6%-at teszi
ki. A jelenlegi 230 milli6 hektar teriilet, 20 %-a érintett. Ezen teriilet a miivelésbe vont
foldek 15%-at teszi ki, azonban ezen a 15%-on termelik a vilag élelmiszereinek 1/3-at.
A magas sétartalom megzavarja a novények intracellularis ion homeosztazisat, ami
membran destabilizaciohoz vezet, ami cs6kkenti a metabolikus aktivitast, mely végiil
kihat a novények novekedésére. Ezen feliil a s6 hatassal van nemcsak a sejtmembranok
integritdsara, hanem a kiillonb6zé enzimaktivitasokra és a fotoszintetikus apparatus
folyamataira is (Fariduddin és mtsai., 2012).

A sostressz kétféle modon hat a ndvényekre, egyrészt hat a ndvény ozmotikus
viszonyaira (ozmotikus stressz), masrészt pedig felboritja a sejt ionos allapotait (ionos
stressz) (Munns és Tester, 2008). A sostressz hatasara masodlagos reaktiv oxigénformak
keletkeznek, melyek oxidativ stresszhez vezetnek.

A sostressz kivédésében azonban szamos tényezd részt vesz, melyek koziil az egyik

legfontosabb a poliaminok homeosztazisa, mellyel munkénk soran foglalkoztunk.

1.2. A poliaminok jellemzése

A poliaminok (PA) kis szerves polikationok, melyek majdnem minden egysejtiiben, és
szabadon €16 mikrobaban megtalalhatoak, kivéve néhany metanogén és halofil archeat.
A poliaminok az él6 szervezetekben altalanosan el6fordulnak, igy a névényekben, az
allatokban ¢€s egyéb mas ¢€ldlényekben is. A legfontosabb poliaminok kozé tartozik a
diamin putreszcin (Put), a triamin spermidin (Spd), illetve a tetramin spermin (Spm).

A Bryophyta, Pteridophyta, nyitvatermd és gomba taxonok taxondémiai markereiként
ismertek a norspermidin, norspermin €s a homospermin PA-k (Hamana és Matsuzaki
1985). A PA-k megtalalhatok az Gsszes novényi sejtkompartmentumban, beleértve a

sejtmagvacskat is, amely a sejt kiilonboz6 alapveté folyamatokban vald részvételéért



felel (Galston és mtsai.,, 1997). A poliaminok kotott és konjugalt allapotban is
elé6fordulnak sejtben beliil, azonban a legtébbet vizsgalt a szabad poliaminok szintje.

A poliaminok olyan alifds aminok, melyek szerepet jatszanak sok molekularis
alapfolyamatban, mint példdul a DNS replikacio, a transzkripciod, a transzlacio, a
sejtosztodas, enzimaktivitasok regulacidja, a sejtszinti anion-Kation egyensuly
fenntartdsa ¢és a membranstabilitas (Groppa €és Benavides, 2008). Kulcsszerepet jatszik a
novény élettani- és fejlodési folyamataiban, pl. a sejtosztddds szabalyozdsdban, az
embriogenezisben, a morfogenezisben (Handa ¢s Mattoo, 2010), a pollen
¢letképességében, az Oregedés folyamataiban, a termésérésben, €s felelds a biotikus és
abiotikus stresszre adott valaszokban (Groppa és Benavides, 2008). Antioxidans €s védo
szerepe van, a nukleinsavak szerkezetének és funkciojanak szabdlyozasan keresztiil
fenntartja az intracellularis pH-t €s a membran integritasat (Groppa és mtsai, 2008).

A novényekben betoltott szerepiik hasonlit a hormonokéhoz, azonban nem tekintenddk
hormonnak (Pandey és mtsai., 2000), mert a ndvényi PA koncentracié (10°-107°) sokkal
magasabb, mint a fitohormonoké (10"3-107). A teljes PA koncentracio és az egyes PA-
ok aranya jelentdsen valtozik ndvényfajonként, szovetenként, és fejlodési fazisonként is
(Bhatnagar és mtsai., 2001).

A poliaminok vizsgalata egy nagyon dinamikusan fejlédd teriilet, melyet a
poliaminokkal foglalkoz6 tudomanyagban, havonta nagy szdmban megjelend cikkek
sora is bizonyit (beleértve a ndvénybioldgidt, az emberi egészségtudomanyt €és a
mikrobiologiat is), mellyel a vildg minden tajan dolgozé laboratoériumok sora
foglalkozik. Azonban még igy is maradnak felfedezetlen teriiletek, melyek olyan értékes
és érdekes témava teszik a poliaminokat novénybiologidban.

Meggy0z0 bizonyitékok azt mutatjdk, hogy a poliaminoknak szerepiik van a novényi
biotikus és abiotikus stresszvalaszokban, s6t mar kisérletek is bizonyitottak, hogy a
poliaminok segitettek a biotikus ¢és abiotikus stressz rezisztencia kialakulasaban.
Megfontoland6, hogy érdemes a poliamin katabolikus utvonalakat vizsgalni, miként
segithetik a mezdgazdasagot az olyan mai kihivdsokkal szemben, mint a klimavaltozas,
a tdpanyaghiany, kiilonboz0 abiotikus stresszek, vagy a talaj magas sotartalma (Alcézar

és mtsai., 2014).



1.3. Poliaminok homeosztazisa

1.3.1. A poliamin szintézis

Az eukaridta organizmusokban a harom PA (Put, Spd, Spm) L-argininbdl (L-ornitinen
keresztiil) és L-metioninbol szintetizalodik hat, egymastol fiiggd enzimreakciok
sorozataval (Alcazar és mtsai., 2010). Argininbdl kiindulva ornitinen keresztiil diamin
putreszcin szintetizalodik az argindz (EC 4.1.1.17) és az ornitin-dekarboxilaz (ODC, EC
4.1.1.17) enzim segitségével. Put agmatinon keresztiil is szintetizalodhat 3 egymast
kovetd reakciot kovetden, amit az arginin-dekarboxilaz (ADC, EC 4.1.1.19), agmatin
iminohidrolaz (AIH EC 3.5.3.12), és N-karbamoil putreszcin aminohidrolaz (CPA, EC
3.5.1.53) enzimek katalizalnak. Put egyesil a dcSAM (dekarboxilalt S-
adenozilmetionin) aminopropil részével (mely az S-adenozilmetionin dekarboxildz
(SAMDC, EC 4.1.1.50) altal jott 1étre), az Spd-szintaz (EC 2.5.1.16) Spd-t szintetizal,
majd a Spm-szintaz (EC 2.5.1.22) a masodik aminopropil-transzferaz reakcioval Spm-t
szintetizal (Oshima 2007).

A két szintetdz konstitutivan termelédd, stabil enzim, melyek homodimer formaban
aktivak, mindkettd regulatora a szubsztratjuk hozzaférhetdsége (Slocum 1991).

A Spd-szintazok rontgen analizise és a szekvencidk Osszehasonlitisa Spm-el ¢€s
termospermin-szintazzal azt mutatta, hogy a GGGDG konzervalt aminosavszekvenciak
Spd- és Spm-szintaz dekarboxilalt S-adenozilmetionin koétohelye. A dekarboxilalt S-
adenozilmetionin aminopropil rész amino-csoportjanak ionikus kolcsonhatdsa az
aszpartatnak koszonhetd, ez a termospermin-szintaz szekvencidjaban glutamatra
cserélddik. A jovobeni kutatdsok a termospermin-szintaz élettani szerepére derithetnek
fényt.

A PA és az etilén bioszintézis S-adenozilmetionin koz0s prekurzoron osztoznak. Bar
sok bizonyiték azt sugallja, hogy ha a PA, vagy az etilén bioszintézist megnovelik,

akkor az a masikat gatolni fogja, bar ez még mindig vitatott tény.(Cohen, 1998).



1.3.2. Poliamin katabolizmus
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1. abra: A poliamin katabolizmus folyamatai (Riccardo és mtsai., 2010. alapjan)

A PA-0k lebont6 anyagcseréjéért felels enzimek: a réztartalmu diamin-oxidaz (DAO;
EC 1.4.3.6.), és a flavin-tartalma poliamin-oxidaz (PAO, EC 1.5.3.11.) (Cona és mtsai.,
2006). A PAO-bol szarmazdé H,0, sziikséges a sejtfaléréshez, valamint a
sztomanyitodas szignaljaként szolgal, és a programozott sejthalalban (PCD) is szerepe
van (Angelini és mtsai., 2010).

Az amin-oxidazok (AO) a poliaminok oxidativ deaminacidjat katalizalo enzimek. Az
egyik amin-oxidaz enzim a réz tartalmi DAO, a masik pedig a flavin-tartalmi PAO. Az
egyik kiemelt fiziologiai szerepe ezeknek a fehérjéknek, a kompartment specifikus
H,O, szintézis a differencialodas kiilonb6z6 fazisaiban, illetve a biotikus, és az
abiotikus stressz elleni védekez6 mechanizmusokban. Tobb tanulmany is kimutatta,
hogy az amin-oxidazok expresszidja Osszefiiggésben all az olyan élettani szakaszokra
jellemzd metabolikus intenzitdssal, mint a sejtosztddas, szervfejlddés; ezen kiviil a
poliaminok sejten beliili szintjének szabalyozasa altal szerepe lehet a sejtciklus
szabalyozéasaban (Angelini és mtsai., 2010).

A réztartalmtt DAO a Put és Cad oxidativ deaminaciojat végzi. Arabidopsis 12 DAO-
like gént tartalmaz (Alcdzar és mtsai., 2006)

A DAO enzim homodimer, minden alegysége tartalmaz egy réz atomot és egy kinon
kofaktort (Tipping és McPherson, 1995). Az enzim katalizdlja a Put oxidacigjat 4-

aminobutanalla, kozben H,O, és ammodnia (NH3) keletkezik, és a keletkezett aldehid



tovabb alakul A*-pirrolinon keresztiil y-aminovajsavva (GABA). A PAO enzim, amely
az egysziklieckben magas szinten fordul eld, a Spd, Spm oxidéacigdjat segiti eld. A
kukorica apoplasztikus PAO a legjobban ismert enzim, amely oxidalja a szenet a Spd,
vagy Spm N*-nitrogén belsé oldalan, FAD-kofaktort hasznalva, 4-aminobutanal, 1,3-
Dap ¢és H,0, keletkezik, amelyek részt vesznek a termindlis lebonto utvonalban (Fincato
¢s mtsai., 2011). PAO-k egy masik csoportja, amely hasonlit az emlés PAO-ra, Spm-
Spd és Spd-Put visszaalakuldst végzi, 3-aminopropanal és H,O; keletkezése mellett
Moschou és mtsai., 2008).

A DAO ¢és a PAO a citoplazméban, ndvényi sejtfalon lokalizaltak, ahol H,O,-ot
biztositanak a szuberinizaciohoz ¢és a lignifikacidhoz, amely szilardsagot ad a sejtfalnak
(Cona és mtsai., 2003.). DAO enzim a primer amino-csoportok oxidaciojat katalizalja, a
preferalt szubsztratjai pedig a Put és a Cad (kadaverin). A DAO miikddése soran Hy0O,
amino-aldehidek és ammonia keletkezik melléktermékként. PAO a szekunder
aminocsoportok oxidéaciojat katalizélja, szubsztratjai a Spd, Spm, kézben H,0,, 1,3-Dap
(diaminopropan), és amino-aldehidek keletkeznek.

A novényi PA-ok maésodlagos metabolitok (nikotin és tropan alkaloidok)
prekurzorainak szubsztratjaiként szolgalnak, amelyek bdségesen jelen vannak a
Solanaceae csaladban (Leete, 1980). Minden PA-oxidaldé enzim H,0, keletkezését
generalja (Cona és mtsai., 2006)

A Fabaceae és Gramineae csaladban a DAO és a PAO enzimek apoplasztikus
lokalizaciojuak. Nemrég azonban felfedezték tobb taxonban, hogy DAO és PAO
enzimek intracellularis kompartmentumokban figyelhetok meg (Planas-Portell és mtsai
2013).

Spm-oxidaz (SMO), egy FAD-dependens amin-oxidaz biztositja Spm visszaalakulasat
Spd-re , ezzel egyiitt 3-aminopropanal és H,O; keletkezik, mutattak ki emlds sejtekben
(Wang és mtsai,, 2001) és ¢élesztoben (Fmsl; Landry és Sternglanz, 2003). A
névényekben talalhato egyik katabolikus utvonal 1,3-Dap-ot, A'-pirrolint, a megfeleld
aldehidet, és H,O,-t produkal, de képtelen Spm-t Put-né visszaalakitani (Alcazar és
mtsai., 2006). A FAD-dependens PA-oxidazok Spd-t é¢s Spm-t allitanak elé. Az els6
leirt PAO, amelyet kukoricasejtek apoplasztjabol izolaltak, ZmPAO, amely egy 53 kDa-
os monomer glikoprotein, egy molekula FAD-ot tartalmaz (Tavladoraki és mtsai.,
1998). Az oxidacid végtermékeként keletkezd 1,3-Dap szubsztratja lehet a DAO-

katalizalt B-alanin formalasaban.



A. thalianaban 3 PAO gént, (AtPAO2, AtPAO3, AtPAO4) peroxiszomaban
lokalizaltak, mig a masik kettét (AtPAO1 ¢és AtPAOS) citoszolikus proteinnek
feltételeznek. Palans-Portell és mtsai (2013) 3 DAO gént (Atlg62810, Atlg31710,
At2g42490) vizsgaltak Arabidopsisban. Eredményeik azt mutattak, hogy ezek a gének
kiilonboz6 lokalizaltsagn DAO-kat kodolnak.

GABA transzaminalodhat és oxidalédhat borostyankdsavva, amely belép a Krebs-
ciklusba (Flores ¢és Filner, 1985). Put lebontasabol szdrmazd szén és nitrogén
ujrahasznositasat biztositja.

Moschou és mtsai. (2008) in silico analizalta az 6t PAO Arabidopsis gént, és PAO3-at
(AtPAQO) azonositotta, nem tipikus PAO-ként, mas, ismert PAO homolégia alapjan.
AtPAO3 gént talexpresszaltatva E. coliban tovabb vizsgalta szerepét. AtPAO3
katalizalta az egymast kovetd Spm Spd, illetve Spd Put konverzidt/oxidaciot, ily médon
bizonyitotta a funkcionalis homologiat az emlés PAO-okkal. Spd-t mutattak ki az
Gtvonal legjobb szubsztratjaként, mig Spm és Spd N'-acetil-szdrmazékai kevésbé
hatékony szubsztratnak bizonyultak. Masrészrél semmilyen aktivitdst nem észleltek,
mikor diamin (agmantin, kadaverin, Put) szubsztratokat hasznaltak. Potencialis PAO
inhibitorral, guazatinnal gatolhat6 volt. AtPAO3 egy peroxiszomadlis fehérje, amelynek
C-terminusa tartalmazza a valogat6 (sorting) informaciot.

Mindezen ismeretek birtokaban, a novényeknek és emldésoknek hasonld PA oxidacios
rendszere van, beleértve a szubcellularis elhelyezkedést, €s a funkciot is.

Ono ¢és mtsai. (2012) hét PAO izormat izolaltak Oryza sativa névénybdl. OsPAO
szubsztratként Spd-t részesitett elonyben, majd termospermint és Spm-t, és teljes PA
visszaalakulast mutatott. OsPAO4 szubsztratspecificitasa hasonld6 OsPAO5-h6z, Spm-t
¢s termospermint, de Spd-t nem preferalt. Hasonld eredményre jutottak Moshou és
mtsai (2008), OsPAO3 lokalizacidjat peroxiszomaban hataroztak meg.

A poliaminok nem csak szabad formaban vannak jelen a ndvényekben. N6évényi PA-ok
képesek konjugatumokat alkotni, ilyen pl. a hidroxifahéjsav konjugatum. Magas PA
konjugatum talalhatdé a magvakban, mint a csirandvény N-tartaléka, emely annak
fejlodésére hasznal fel (Facchini és mtsai., 2002). Mig a PA-kat gyakran végterméknek,
és akkumulalt terméknek tekintik, emellett azonban metabolikus koztitermékként
hozzé4jarul a fenolos metabolizmus komplexitasahoz, és az N-metabolizmussal valo

kapcsolatahoz (Bassard ¢és mtsai., 2010).
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1.3.3. Poliamin konjugatumok

PA konjugatumok hozzajarulnak a sejtfal megerdsitéséhez, valamint a patogének és
ragadozok elleni kozvetlen toxicitas kivédésében, a beépitett, vagy az indukalhato
védekezésben (Moschou és mtsai, 2012). Bar sok irodalom szo6l a szabad poliaminok
katabolizmus/visszaalakulasi folyamatair6l, mégis igazan keveset tudunk a konjugalt
PA-ok korfolyamatarol. Habar a tapétum rétegben AtPAO3 ¢és AtPAOS egyiitt
expresszalodik (Fincato ¢és mtsai., 2012), szerepet jatszanak a kiilonbozé PA
konjugatumok bioszintézisében, valdszinii, hogy ezek a PAO-ok a konjugalt PA-ok
homeosztazisaiban meghatarozoak (Moschou és mtsai., 2012).

A DAO ¢és a PAO enzimek vizsgalata azt mutatta, hogy a DAO enzimatikus aktivitasa

crer

degradacioval fiigg szorosan 6ssze. (Filippou és mtsai., 2013).

1.3.4. Poliaminok, mint stressz szignal molekulak

A PA-oknak mindezeken feliill mas funkciojuk is van a ndvényekben. A PA-ok
cellularis szigndlként is viselkedhetnek, mert hormondlis utakkal is kapcsolatban
vannak, igy az abiotikus sztressznél ABA szabdlyozdsdban is részt vesznek (Alcazar és
mtsai., 2010). Spd tgy tlnik alapvetd szerepet jatszik a centralis dogma folyamataiban
(Gupta ¢s mtsai., 2012). Nagyon meglepd felfedezés, hogy harom olyan kiillonb6zo
molekula, mint Spd, ABA ¢és NaCl, kiilonbozd struktaralis felépitéssel, ugyanazt a
foszforilacids szignalt indithatja el. Ezek az eredmények arra hivjak fel a figyelmet,
hogy a PA-ok fontos szerepet toltenek be az abiotikus stressz jelatvitelében is.

ABA ¢s PA mellett mas fontos résztvevdi is vannak az abiotikus stressz szignalizacios
halézatban, példaul a jazmonsav (JA), Ca2+, ciklikus nukleotidok, NO, cukrok, és
szalicilsav (SA) (Bitridn és mtsai., 2012).

A PA katabolizmus H,0, képz6dését generalja, melyet gyakran toxikus molekulaként
emlegetnek. Emellett azonban szignal molekulaként is mikodik, konnyen atdiffundal a
kornyezd sejtekbe, szoveteke, ezzel elinditva a kiilonbozd stresszekkel szembeni
védekezést (Neill és mtsai., 2002). Tun és mtsai. (2006) PA-ok és NO kozti kapcsolatot
tisztazta. Arabidopsis csirandvényben arra jutott, hogy PA termelddés NO keletkezését

indukalta.
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A PA-ok, ABA, H;0, és NO stresszvalaszokban egy komplex halozatot alkotnak.
Megfigyelhetd kozos egylittmikodésiik a novényi sztdmaregulacioban is (Alcazar és

mtsai., 2010).

1.4. A poliaminok szerepe az abiotikus stresszvalaszban

A PA-ok abiotikus stresszben betdltott szerepe nagyon jelentés, mivel stresszhatasra
megemelkedik a szintjikk, igy sostressz, savak altal kivaltott stressz, szarazsag-,
hidegstressz esetén, valamint K* hidnynal is, igy elésegitve az akklimatizaciot.
Fariduddin és mtsai (2013) jol Osszefoglaltak review cikkiikben poliaminok szerepét
sOstressz alatt. A poliaminok szintjének valtozasa tobb tényezotol fiigg, példaul a
novényfajtol, a stresszel szembeni tolerancidtol, vagy rezisztenciatol, és a stressz
idGtartamatol is. Az exogén uton alkalmazott PA kezelés védelmet nytjtott az abiotikus
stresszhatdsoktdl, mig a PA bioszintetikus géneket tultermeld transzgénikus novények
stressztoleranciat mutattak. Masrészrol a funkciovesztéses PA bioszintézis géneket
tartalmazo novények alacsonyabb stressztoleranciat mutattak Az aldbbiakban lathatunk
ezekbdl néhany példat.

Az SPMS, SPDS1, SPDS2 tultermeltetése dehidratidcid és magas soOtartalom mellett
magasabb PA akkumulacidt eredményezett. A sostressz €s az ABA stresszhormon
kezelés indukalta a PA transzportot az apoplasztban (Yoda és mtsai.,, 2003). A
transzportalt PA lehet Put, Spd, vagy Spm (Marina és mtsai., 2008).

A kiilonbozd ndvényi abiotikus stresszvalaszokban sziiletett tanulméanyok azt mutattak,
hogy a ndvényi organellaris PA szintet a PA katabolitikus enzimek szabalyozzak. A
megemelkedett DAO ¢és a PAO enzimek szinjét kiilonbozo stresszallapotban figyelték
meg (Moller és McPherson, 1998). Az abiotikus stressz okozta PA katabolizmus az
apoplasztban ROS-ok (Reactive Oxygen Species, reaktiv oxigénformak) képzodéséhez
vezetett, H,O, produkcion keresztiil, amely eldéidézi a downstream szighal kaszkadot,
amely beinditja a kiilonb6z0 stressz érzékeny fehérjéket (Moschou €s mtsai., 2008). A
stresszhatasra PA katabolizmus soran keletkez6 apoplasztikus H,O, programozott
sejthalalhoz (PCD, programmed cell death) is vezethet. Utobbi vizsgalatok arra utalnak,
hogy az apoplasztikus PA akkumulacié megvaltoztatja a kiilonbdzé ROS-ok kozti

egyensulyt (Rodrigez és mtsai., 2009), vagy GABA akkumuléacidjahoz vezet (Xing és
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mtsai., 2007) a DAO aktivitas serkentésén keresztiil, hogy a ndvény tovéabbra is
novekedjen sostressz koriilményei kozott (Dittami és mtsai., 2011). M¢élyrehatobb
atfogoan megismerhessiik (Takahashi és Kakehi, 2010).

Zapata ¢és mtsai (2004) szamolt be arrdl, hogy PA szintek a sotartalom mértékével
valtoztak Solanum esculentumban. Azt is megfigyelték, hogy a legtobb esetben Put
szintje csokkent, mig Spd és/vagy Spm szintje novekedett és a (Spd+Spm)/Put arany
Osszefliggésben allt a soétoleranciaval. Roy és mtsai. (2005) Oryza sativaban szintén
kimutatta, hogy Spd kezelés hatasara a rizs novények plazmamembran (PM) és a PM-
kotott H'-ATP-az toleralta a sostressz altal indukalt karosodasokat.

Tobb tanulmany azt mutatja, hogy Put szintézisben karosodott novények stresszre
hiperszenzitivek (Urano és mtsai., 2004, Cuevas ¢és mtsai.,, 2008). A szabad PA
akkumulaci6 stressz alatt id6t6l és stressztél is fiigg. Vitis viniferaban végzett kisérletek
Kimutattak, hogy so- vagy ozmotikus stresszhatasra Put szintje 1 nap utan emelkedett
meg, Spd és Spm szintje 3 nap utan, sdstressznél, 5 nap utdn pedig ozmotikus
stressznél.

A {6 PA bioszintetikus enzim, ADC aktivitasa megndtt stresszhatasra, megemelve ezzel
a PA szinteket (Galston és Sawhney, 1990, Liu és mtsai., 2006). A novények a stresszre
adott valaszai Osszefiigghetnek a PA-ok szintézisének képességével (Liu és mtsai.,
2007). Bar a PA akkumulacid élettani jelentdsége bizonytalan marad, ezért sziikség van
arra, hogy tovabb vizsgaljak, hogy ezek a valaszok stressz-indukalt karok miatt
indulnak be, vagy egy védekezé valasz altal kivaltott reakcié az abiotikus stresszre

(Hussain és mtsai., 2011).

1.5. A poliaminok sdstresszben betéltott szerepe

A PA-ok jelentOségét sostressz alatt mar szamos tanulmanyban leirtdk (Evans és
Malmberg, 1989, Alcazar és mtsai, 2006, Liu és mtsai, 2007, Alcazar és mtsai 2010). A
Put, Spd és Spm tulexpresszaltatasa rizsben, dohanyban, és Arabidopsisban fokozta a
sOtoleranciat magas sostressznél (Groppa és Benavides, 2008). A megemelkedett Spd
jelenléte Arabidopsis viragban magas sokoncentracié mellett kiemelkedik a szabad

poliaminok jelentdsége a sotolerancidban (Tassoni és mtsai., 2008). A sostressz alatti

crcr
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mar szamos novényben leirtak, igy Arabidopsisban (Cona és mtsai., 2006), zabban és
paradicsom leveleken (Alcazar és mtsai, 2010).

A DAO ¢és PAO mikodésébdl eredd megemelkedett H;O, szint aktivalta a
sotolerancidban részt vevo védekezo géneket (Moschou és mtsai, 2008). Kukoricdban a
sostressz indukalt PAO altal genercalt ROS beinditotta az adaptiv valaszokat magas
sotartalom mellett (Rodrigez és mtsai., 2009).

Feltételezhetd, hogy a DAO és PAO aktivitds altal indukalt NO termelddés lehet a
koztes valaszreakcio a sotoleranciaban. Egy korabbi tanulmany s6szenzitiv bab fajokon
tisztazta, hogy PA kolcsonhat a hidroxil-gyokokkel(OH), majd aktivalja Ca®* és K*
transzportjat a gyokér epidermalis PM-okon keresztiil. Velarde-Buendia és mtsai.
(2012) kimutattak, hogy a PA-ok és ROS kozotti kapcsolat széles genotipusos
valtozatossagra kiterjedhet sostressz alatt.

J. Corpas és munkatarsai 2014-es cikkében a NO forrasat keresték Arabidopsis thaliana
gyokereiben sostressz alatt.. Munkdjuk soran DAF-FM DA-t haszndlva a NO f§
forrasanak a peroxiszomakat talaltak. Sostresszként 100 mM-0s NaCl-t hasznaltak. A
megndvekedett NO-tartalom reakcioba 1ép O, ™-al és ONOO™ (peroxinitrit) keletkezik,
Jelenlegi élettani, biokémiai, és molekularis tudasunk kibdvitését megneheziti, hogy a
kiilonb6z6 PA-ok mas-mas funcidkat latnak el és ezek a kiilonbségek a PA-ok
szerepében fajok kozott is eltérdek lehetnek, s6t fajon beliil még az egyes szervekben is
nagy eltérések lehetnek (Roychoudhury és mtsai., 2011).

Alet és mtsai. (2012) hosszatavh sostressznek tette ki A. thaliana sohiperszenzitiv (Salt
Overlay Sensitive, SOS), és PA bioszintézis mutansokat, és megfigyelte a hosszutava
akklimatizaciojukat. Kimutattdk, hogy a nem letalis, hosszu tavu sostressz Spd €s Spm
keletkezését indukalta, fiiggetleniil SOS utvonaltél (Mahajan és mtsai.,2008), és a
hiperszenzitiv genotipus metabolikus valaszanak erésebb indukcidjat igényli.

Mig PA bioszintézis valasz séra SOS utvonaltol fiiggetlennek tiinik, addig s0s3-1 és
s0s2-1 mutansok kontroll koriilmények kozott a magasabb PA-ok alacsonyabb szintjeit
mutattak jelentds fenotipus eltérés nélkiil. A CBL-fiiggd protein kinaz AtSOS2 és a Ca?*
szenzor AtSOS3 pozitivan befolyasolta PA bioszintézist. Azonban poszttranszlacios
modositasokat feltételeznek, mert kontroll koriilmények kozott tesztelt PA metabolikus
gének nem expresszalodtak eltéré modon a vadtipushoz képest s0s3-1 novényekben. Az

AtSOS2 és AtSOS3 més modon is befolydsolhatja a PA metabolizmust, ami hatassal
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van a szabad PA-ok 0ssztartalmara, mint a vakuolaris kompartmentalizacid, és
apoplasztikus exkrécié (Bagui és Pistocchi, 1991).

A novényi szovetekben jelen levé ABA szintje megemelkedik so-és szarazsagstressz
hatdsara. Az is ismert, hogy ABA kivaltja a kiillonbozd, stresszadaptiv gének
a PA bioszintézis metabolikus enzimeit (ADC2, SPDS, és SPMS) sostressz alatt
(Alcazar és mtsai., 2006).

1.6. Az aminoguanidin, mint DAO gatloészer (?)

Az AG hatassal van tobb enzimrendszerre, igy gatolja AGE (Advanced Glycation End
Products), az eldrehaladott nem enzimatikus glikaciés végtermékek képzdodését. Ezen
kiviil kimutattak, hogy mar nM-os koncentracioban képes gatolni a DAO enzimet,
melyet munkank soran is vizsgaltunk. Az AG felépitése hasonlit az L-arginin
szerkezetéhez, igy 2 kémiailag egyforma amino-csoportot tartalmaz (Griffiths és mtsai.,
1993).

Az AG specifikus INOS (indukalhat6 nitrogén-oxid-szintaz) gatloszerként is ismert, AG
antioxidansként és szabadgyokfogdként hat. Védelmet nyljt az oxidativ stressz és NO-
termel8dés ellen. igy az eredmény csokkent ROS és NO termeldés (Di Paola és mtsai.,
2004). Az AG-nek gyokfogd hatasa van ONOO’, ‘OH, H,0,-vel szemben, valamint
gatolja a lipidperoxidaciot is (Mansour és mtsai., 2002). Laszl6 és mtsai (1995) AG-t 5
mM-os koncentracioban alkalmazta, mely irreverzibilisen gatolta mind a konstitutiv,
mind az indukéalhaté NOS aktivitasat allati sejtekben. Corpas és mtsai (2006) borsoval
végzett kisérletében 5 mM-0s AG-t hasznalva 95- 100 %-os gatlast valtott ki hajtasban
és gyokérben egyarant. Az AG a NO festési eljardsokndl rutinszerien alkalmazott

negativ kontroll el6allitasara (Sandalio és mtsai., 2008).
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3. dbra: Az aminoguanidin és az L-arginin szerkezetének 6sszehasonlitasa (Griffiths és mtsai., 1993.)

1.7. A NADPH-oxiddz, és a difenilén-jodonium (DPI)

NADPH-oxidaz (NOX) a reaktiv oxigénformak képzodésének egyik f6 forrasa.
Szuperoxid gyokanion (O27) képzodését katalizalja, ami a biologiai folyamatok széles
korét regulalja. NOX a plazmamembranon elhelyezkedd enzim, mely NADPH-t hasznal
elektron donorként apoplasztikus O," képzddésére. A NADPH-oxidaz széles korben
megtalalhatd a gerinctelenekben, gerincesekben, gombakban, €s a magasabb rendi
novényekben. A novényekben a NADPH oxidazok az Rboh-k (Respiratory burst
oxidase homolog), és multigén csaladot alkotnak. Novényekben eddig szamos Rboh
gént fedeztek fel, 0sszesen 27-et, ebbdl 19-et kétszikliekben, 5-6t egyszikiiekben, 3-at
alacsonyabb rendii ndvényekben.

Iannone és mtsai. NADPH- oxidaz-like enzimet gatoltdk 2013-as cikkiikben az Gsszes
PA-nal, de a H,O, szintje mégis id6tdl-és koncentraciotol fliggéen megnétt, melyet
valdsziniileg mas ROS-generalo enzimek generaltak. Az elsé szamu jelolt a PAO (Spd,
Spm), de emellett mas enzimek miikodése soran is felszabadul H,0,.

Az emlés NADPH-oxiddaznak membran-kotott és citoszolikus fehérjekomponensei
vannak. A komplex kozepén egy heterodimer NADPH-ko6td flavocitokrom b558
fekszik, amely 2 glikozilalt gp91phox és nem glikozilalt p22phox fehérje alegységbol
épiil fel. Aktivacid soran a citoszolikus p47phox és p67phox fehérjék foszforilalodnak,
¢s transzlokalodnak p40phox-szal és p21raccal egyiitt a membran komponensekhez, és
az aktiv NADPH-oxiddz 0sszedll (Segal €s Abo, 1993). A novényekben a gp91phox
homolog hianyos géneknek hasonld valaszai voltak stresszhatasra, és kevésbé voltak
képesek ROS-t akkumuldlni. Antiszensz paradicsom vonalak redukalt ROS

akkumulaciot mutattak és kivédték a sebzés altal okozott stresszt (Sagi és mtsai., 2004).

16



Arabidopsis novények gp91phox hianyos gének homologjai, a AtrbohD és AtrbohF
csokkentette a ROS akkumulaciot, és az avirulens Pseudomonas syringae baktériumos
kezelésre sejthaldlhoz vezetett (Torres és mtsai., 2005), valamint ABA kezelésre
csokkent a sztomazarddas (Kwak és mtsai, 2003). Ezek az adatok arra kovetkeztetnek,
hogy a novényi NADPH-oxidaz homoldég gének fontosak a ndvényi ROS
akkumulalasaban.

Masik ROS-forrés a mitokondriumban az elektrontranszportlanc. Diszfunkcidja soran a
O, keletkezik. Ennek kivédésére a mitokondrium egy masik védelmi vonalat miikddtet,
ami egy alternativ terminalis oxidazon alapul (AOX). AOX megvédi a mitokondrialis
elektrontranszportot az elektron talto1tddéstol (Atkin és mtsai., 2002).

Efthimios ¢és mtsai. kisérletében (2014) az exogén PA kezelés novelte az
oxigénfogyasztast Arabidopsisban, NADPH-oxidaz-fiiggd modon. A peroxiszomalis
AtPAO3-at overexpresszaldo  Arabidopsis csokkentett oxigénfogyasztasi — ratat
eredményezett, szoges ellentétben a funkcidvesztéses Atpao3 nodvényekkel, melyek
megndvekedett oxigén-fogyasztasi ratat mutattak, AOX-rendszeren keresztiil. Ebben a
tekintetben AtPAO3 overexpresszald novényekben a O /H;0, egyensulyban
termel6dott, mig a funkcidvesztéses mutansban magas O, /H,0, arany mutatkozott. A
novekedés gatolhatd volt DPI-vel (difenilén-jodonium), de aszkorbattal nem. DPI egy
lipofil reagens, amely eredményes NADPH-oxidaz altal eléallitott O, gatldszer. A
NADPH-oxiddz plazmamembran kotott, elektrondonorként NADPH-t hasznal
(Doussiére és Pierre, 1992).

DPI a NADPH-oxidaz gatlasa mellett oxidativ stresszt idézhet eld, példaul egér N11
glialis sejtekben megemelte a H,O, szintjét. Emellett lipidperoxidaciot is megfigyeltek,
DPI megvaltoztatta a sejtszintli redox egyensulyt azaltal, hogy csokkentette a redukalt
glutation szintjét, az oxidaltat pedig megndvelte. (Riganti és mtsai, 2004). Masrészr6l a
DPI NADPH-oxidaz mellett mas, flavintartalmu enzimeket is gatol, mint a NOS, vagy a
PAO (Stuehr és mtsai., 1991).
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2. Célkituzések

Kisérleteinkben célul tiiztiik ki a poliamin katabolizmus tanulmanyozasat eltérd
fliggvényében. Annak kideritésére, hogy a poliamin katabolizmus melléktermékeként
megjelend hidrogén-peroxid milyen jelentéségli a sostressz alatt kisérleteinket két,
eltér6 modon hatd gatloszer segitségével végeztik el. Az aminoguanidint (AG)
specifikus diamin-oxidaz gatloszerként hasznaltuk, mig a difenilén-jodonium (DPI) a
NADPH-oxiddz enzim gatldszere, ami indirekt modon befolyasolhatja a hidrogén-
peroxid szinteket.
Kérdéseink a kovetkezok voltak:
- A szubletalis, 100 mM NacCl és a letalis, 250 mM NaCl kezelés hogyan hat
a paradicsom novények PA lebontd enzimek aktivitasaira (DAO, PAO), a
melléktermékként is megjelené H,O, tartalomra paradicsom hajtasban és
gyokérben az id6 fliggvényében?
- A rovidtava sokezelés alatt hogyan valtozik a hajtds szovetek szabad
poliamin spektruma az id6 fiiggvényében?
- Az AG ¢és DPI kezelés hatasara 0,5 és 2 ora utdn milyen valtozasok
mutathatoak ki a PA lebont6 enzimek aktivitdsaiban (DAO, PAO), valamint
a H,0O, tartalomban paradicsom hajtasban és gyokérben?
- Az AG kezelés szelektiven gatolja-e a DAO enzimet? Milyen hatdssal van
az AG kezelés a gyokércsucsok NO tartalmara? Lathato-e hasonld valtozas
a DPI-kezelt mintak esetén?
- A szabad poliamin spektrum hogyan vaéltozik a két gatlészer hatdsara
sotressz alatt a paradicsom novények hajtasaiban 0,5 ¢és 2 ora kezelés
esetén?
-A gydkércsucsok 0sszes ROS tartalma, szuperoxid gydkanion szintje és a

nitrogén-oxid szintje hogyan alakul 0,5 és 2 oras kezelések esetén?

Osszefoglalva, a legfontosabb kérdésiink az volt, hogymilyen véltozasok kovetkeznek
be a poliamin katabolizmusban rovidtava sostressz alatt, ha az egyik fontos elemének, a
hidrogén-peroxidnak a mennyiségét két eltérd uton, két kiilonbdz6 mechanizmussal hatd

gatloszer segitségével modositjuk.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. A vizsgadlt névények nevelési paraméterei

3.1.1. Novények nevelési paraméterei, alkalmazott kezelések

Kisérleteink soran Solanum lycopersicum L. cvar Rio Fuego paradicsom novényeket
vizsgaltunk. A magokat hdrom napig, sététben csiraztattuk 26 °C-on. Csirazas utan a
novények kéthetes korukig perlitben ndévekedtek, majd hidropénikus koriilmények
kozott, modositott Hoagland tapoldatban fejlédtek hathetes korukig. A tapoldatot
hetente kétszer cseréltik. A ndvények a kovetkezd nevelési paraméterek mellett
fejlodtek: 12 oras nappali, 12 oras ¢éjszakai periddus, 300 umol m?s? fényintenzitas és
55-60 %-os relativ paratartalom.

A sokezelést (NaCl) a novények 6 hetes koraban alkalmaztuk 100 mM-os és 250 mM
koncentracioban. A gatloészerek alkalmazasa szintén 6 hetes korban tortént. Az AG
kezelést 1 mM-0s koncentracioban adtuk a tapoldathoz, mig a DPI gatldszert 10 uM-0s
koncentracioban alkalmaztuk.

A mintavételi idépontok a kezelés utan 0, 0,5, 1, 2 3 draval voltak. A gatlészerekkel
végzett kisérletek a kezelés kezdete utani 0,5 és 2 oOrara terjedtek ki. A gatloszereket a
sokezelés elott 10 perccel adtuk a tapoldathoz.

A mintavétel a 6 hetes novények cslicstol szamitott masodik levélemeletébdl (n=3),
valamint a gyokerekbdl (n=3) tortént. A fluoreszcens festéseket paradicsom ndvények

gyokércsucsaibol végeztiik (n=4-6).

3.2. Az alkalmazott vizsgalati médszerek

3.2.1. A DAO (EC 1.4.3.6) és PAO (EC. 1.5.3.14) katabolikus enzimek

aktivitasanak mérése

A DAO és PAO enzimek aktivitdsait spektrofotometrids modszerrel hataroztuk meg. A
moédszer A'-pirrolin kolorimetrias meghatarozasan alapszik. A DAO enzimaktivitas
meghatarozasdhoz szubsztratként putreszcint, a PAO enzimaktivitas méréséhez

spermidint hasznaltunk (Holmstead és mtsai, 1961). A ndvényi mintdkat folyékony
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nitrogénben poritottuk, majd extrakciés puffert mértiink rd. Az extrakcids puffer
Osszetétele: 1 M Tris pH=8.0, 50 % glicerol, 20 % Triton-X 100, 100 mM PMSF, 1 mM
leupeptin. Az extraktumot centrifugaltuk 12000 rpm-en 10 percig 4 °C-on. A
feliiluszohoz foszfatpuffert 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 mintakat 30 percig jégen inkubaltuk, majd 12000 rpm-en 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk. A Al-pirrolin termék keletkezését 430 nm-en az abszorbancia

leolvasasaval detektaltuk (Moschu és mtsai, 2008).

3.2.2. H20: fotometrias meghatarozasa

A mintdk Hp0O, tartalmat Velikova ¢és mtsai (2000) alapjan hataroztuk meg
spektrofotometrias modszerrel. A friss novényi szoveteket 0,1%-0s TCA-val, hiitott
doérzsmozsarban homogenizaltuk el, majd Eppendorf centrifugacsévekben 12000 rpm-
en, 20 percig 4 °C-on centrifugaltuk. A feliiluszohoz hozzaadtunk 10 mM-os, pH 7-es
foszfat puffert, ami KH,PO4-et és Ko;HPO,-et tartalmaz, és 1 M Kl-ot adtunk. 10 perces
inkubacié utan a mintdk fényelnyelését 390 nm hulldmhosszon mértiik. A kapott

crer

készitett kalibracios egyenes alapjan szdmolva.

3.2.3. Szabad poliaminok analizise

A poliaminokat Flores és Galston (1982) mddszerével Tari és Csiszar (2003) altal leirt
protokoll szerint hatdroztuk meg. A ndvényi szOveteket 5%-os perklorsavban
homogenizaltuk 0 °C-on. Centrifugalas utan (4 °C, 20 perc, 6000 rpm), a feliilluszot 2 M
NaOH-dal k6zombdositettiik. A poliaminokat benzoil-kloriddal szarmazékka alakitottuk,
majd a benzoil-poliaminokat dietil-éterrel extrahaltuk. A szerves fazist szarazra
paroltuk. A benzoil-poliaminokat HPLC-n (JASCO HPLC System, Japan) reverz fazisu
kolonnan (Apex octadecyl 5 p; 250x4,6 mm), acetonitril:viz 45:55 (v:v) elegyével
valasztottuk el, és UV detektor segitségével 254 nm-en detektaltuk.
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3.2.4. Az életképesség meghatarozasa FDA segitségével

A paradicsom gyokércsucsok ¢letképességének meghatarozasahoz 10 uM fluoreszcein-
diacetat (FDA, Sigma) festéket alkalmaztunk.

Paradicsom gyokércsucsok esetében a festéket az egyes kezelések alkalmazasa utan
adtuk a gyokerekhez, majd az 5 perces inkubacio utan a felesleges festék eltavolitasa
érdekében 5 perces mosast alkalmaztunk. A mikroszkopos megfigyelést ezek utan Zeiss
Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkdp segitségével végeztiik el. Az excitacio
hullamhossza A=495 nm, fluoreszcencia mérése 515 nmnél tortént (Réthel és mitsai,
2003). A felvételek készitésénél 5x-os objektivet alkalmaztunk. Az expozicids 1d6
mindig azonos, 773 ms volt. A mintdkrol fotdt készitettiink nagy felbontast digitalis
kamera segitségével (Axiocam HR). A kiértékelés az Axiovision 4.5 nevii programmal

tortént.

3.2.5. NO meghatarozas DAF-FM DA festékkel

A NO-t 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluorofluoreszcein (DAF-FM DA) festékkel
mutattuk ki. Diacetdt formdban ez a festék képes bejutni a sejtbe ezutin az acetil
csoportokat intracellularis észterazok hasitjak, a keletkez6 molekula reagal a N,O,-vel
(ami egy NO termék) létrehozva egy fluoreszcens triazol molekulat (Kolbert és mtsai.,
2011). A festés soran a gyokereket 10 uM-0s DAF-FM DA festékoldattal festettiik 20
percig sotétben 10 mM MES-TRIS/KCL pufferben (pH 5.8) szobahdémérsékleten.
Festés utan egyszer mostuk a novényi mintakat 10 mM MES-TRIS/KCI pufferrel (pH
5.8) (Kolbert ¢és mtsai, 2012) A mintadkat Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens
mikroszkop alatt vizsgaltuk, fluoreszcens lizemmodban. A mintdkrdl fotot készitettiink
nagy felbontast, digitalis kamera (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl
Zeiss, Jéna, Németorszag) segitségével. Az excitacid hulldmhossza A=495 nm, a
fluoreszcencia mérése 515 nm-nél tértént (Réthel és mtsai., 2003.).

Az expozicidos 1d6 mindig azonos volt, 2,4 s. A felvételek készitésekor Otszoros
nagyitasu objektivet alkalmaztunk. A gy6kércsucsokrdl fotdt készitettiink nagy
felbontast digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030

dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag ). A NO zo6ld fluoreszcencidja alapjan megmértiik a
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pixel intenzitast, ami a —NO tartalommal aranyos. Az értékelés az Axiovision 4.6 nevi

program segitségével tortént. ). A felvételek készitésekor 5x nagyitast alkalmaztunk.

3.2.6. Szuperoxid gyokanion detektalasa

Az intracellularis O, dihidroetidium (DHE) festéssel tortént. A DHE képes a sejtfalon
athaladni és egy kételektronos oxidacids folyamat soran DNS-k6t6, fluorofor etidium
bromidda vagy ehhez szerkezetileg nagyon hasonl6 termékké alakulni (Benov €s mtsai.,
1998). Ez a folyamat relativ specifikus szuperoxid gyok anionokra, minimalis oxidaciot
indukalhat a hidrogén-peroxid (H,O,) és hipoklorsav (HOCL) is (Benov és mitsai.,
1998). A torzsoldat 5 mM-os DMSO oldat volt. 10 uM DHE festék oldat 10 ml-re: 20
ul torzsoldatbol és 9980 ul Tris pufferbol allt. A Tris puffer: 10 mM-o0s Tris-HCI oldat
volt, amelynek pH-ja 7,4 volt. A mintakat kisméretli mianyag Petri-csészékbe
helyeztiik és a DHE oldattal festettiink, 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a festett
mintakat. Ezek utdn kétszer 15 percig mostunk Tris pufferrel. A mintdkat Zeiss
Axiovert 200M tipust fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk, fluoreszcens
tizemmodban. A mintakrol fotot készitettiink nagy felbontast, digitalis kamera
(Axiocam HR, HQ CCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl Zeiss, Jéna, Németorszag)
segitségével. Az értékelés az Axiovision 4.6 nevii program segitségével tortént. ). A

felvételek készitésekor 5x nagyitast alkalmaztunk.

3.2.7. Osszes ROS vizsgalata

Az 6sszes ROS in situ meghatarozasara pedig egy arra alkalmas fluoreszcens festéket,
2,7-dikloro-dihidrofluoreszcein-diacetatot (H,DC-FDA) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) hasznaltunk. A H,DC-FDA festés alkalmazasa soran a gyokereket 15 percen
keresztiil festettik 37 °C-on 10 pM-os H;DC-FDA alkalmazasaval. Kordbban
kimutattdk, hogy ez a festék alkalmas a H»O, kimutatasara, de inszenzitiv nitrogén-
oxidra (Myhre és mtsai., 2003.; Bi és mtsai., 2009.).

A festés utan 20 percen beliil négyszer mostuk a gyokércsucsokat 2-(N-morfolin)
etanszulfonsav (MES, Reanal, Budapest, Magyarorszag) pufferrel (10 M, pH 6,15),
majd mikroszkopos targylemezre helyeztiik dket. Az igy el6készitett mintdkat ezek utan
Zeiss Axiovert 200M tipusu fluoreszcens mikroszkop alatt vizsgaltuk. A felvételek

készitésénél 5x objektivet alkalmaztunk. A mintdkrdl fotot készitettiink nagy felbontasu
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digitalis kamera segitségével (Axiocam HR, HQCCD kamera, 1300x1030 dpi, Carl
Zeiss, Jéna, Németorszag). A detektalt fluoreszcencia intenzitast az Axiovision Rel. 4.6

nevil szoftver segitségével mértiik meg.

3.2.8. Statisztikai analizis

A feltiintetett adatok 3-6 egymadstol fiiggetleniil készitett ismétlés atlagai a standard
hibaval. A kontrolltol valé szignifikdns kiillonbségeket Student-féle t-teszttel allapitottuk
meg P<0.05 (*), 0.01 (**) vagy 0.001 (***) valoszintiségi szinteken SigmaPlot 11.0

nevu szoftver hasznalataval.
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4. Eredmények és értékelésiik
4.1. A rovidtdvu sostressz hatdsa a poliaminok lebontdsdra

4.1.1. A poliamin lebonté enzimek, a diamin-oxidaz (DAO) és poliamin-
oxidaz (PAO) aktivitasa és a H20: szint valtozasa az id6 fiiggvényében
paradicsom hajtasban

Elsoként a két eltérd NaCl koncentracid hatasat vizsgaltuk meg id6 fiiggvényében a
poliamin lebonté enzimek aktivitasara és a reakciojuk melléktermékeként megjelend
H,0O, szintekre paradicsom hajtasokban.

A 100 mM NaCl kezelt novények DAO és PAO aktivitasai nem kiilonboztek
szignifikansan a kontrollhoz képest, mig a letalis koncentracio kettds cstcsot mutatott
mind 3 vizsgalt paraméterben, a kezelés 0,5 és 2 6rajanal. Ez a tendencia 6sszefiigghet a

poliaminok lebontasanak napi ritmusaval (3. 4bra).

40 . o Vit 80
15 DAO aktivitas . 35 PAO aktivitas 70
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CREA g 15 230,
a
10 10 2"'20
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0 0 0
0 12 3 0 1 2 3 0 1.2 3
Kezelés ideje (6ra) Kezelés ideje (6ra) Kezelés ideje (6ra)

3. abra: A 100 mM és 250 mM NaCl kezelés hatasa a DAO, PAO enzimaktivitasokra és a H,O, szintjére,
id6 fiiggvényében paradicsom hajtasban. (AtlagtSD, n=3)

4.1.2. A poliamin lebont6 enzimek, a diamin-oxidaz (DAO) és poliamin-
oxidaz (PAO) aktivitasa és a H20: szint valtozasa az id6 fiiggvényében
paradicsom gyokérben
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4. abra: A 100 mM ¢s 250 mM NaCl kezelés hatasa a DAO, PAO enzimaktivitasokra és a H,0, szintjére,
id6 fiiggvényében paradicsom gyokérben. (Atlag+SD, n=3)

Gyokérben a DAO ¢és PAO aktivitdsok lényegesen alacsonyabbak voltak a hajtashoz
viszonyitva, ez hozzajarulhatott az alacsonyabb H,O, tartalomhoz. 250 mM NaCl
kezelés hatasara 2 és 3 6ranal mind a DAO, mind a PAO aktivitasa emelkedést mutatott

a kontrollhoz képest (4. abra).
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4.1.3. A szabad poliamin szintek meghatarozasa sokezelt paradicsom
hajtasokban az id6 fiiggvényében

A szabad poliaminok (Put, Spd, Spm) vizsgalatat HPLC segitségével hataroztuk meg
1d6- és sokoncentracid fiiggvényében. A Put, Spd, Spm eredmények az 5. &bran
lathatoak. 100 mM NaCl kezelt hajtdsok Put tartalma a kisérlet elején a kontroll
hajtasok értéke alatt maradt, ezzel egyidében a magasabbrendii poliaminok (Spd, Spm)
szintje megemelkedett. Ez a valtozas hozzajarulhat a késobbi sikeres sostressz elleni
védekezéshez. A letalis sokoncentracié (250 mM) rovidtavon ugrasszeri Put emelkedést
valtott ki, mig a Spd €s Spm szintek esetében megfigyelhetd volt a kettds csucs 0,5 €s 2

oranal nem volt jelentds eltérés a kontrollhoz képest (5. abra).

09 . 800 e 250 . .
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5. abra: A Put, Spd, Spm szinje id6- €és sOkoncentracié fiiggvényében 6 hetes paradicsom ndovények
hajtasaban. (Atlag+SD, n=3).

4.2. Az aminoguanidin (AG) és difenilén-jodonium (DPI) gdtlészerek
hatdsa a paradicsom névények poliamin katabolizmusdra
rovidtavi sostressz esetén

4.2.1. A poliamin lebont6 enzimek, a diamin-oxidaz (DAO) és poliamin-
oxidaz (PAO) aktivitasa és a H20: szint valtozasa AG és DPI kezelt
paradicsom hajtasokban

Ahogy az irodalombdl mar jol ismert, a letdlis sokoncentracioval torténd kezelés
jelentdsen megemelte mindkét vizsgalt idOpontban a lebontd enzimek aktivitasait,
valamint a melléktermékként megjelené H,O, tartalmakat. A 100 mM NaCl kezelt
hajtasok kismértékii enzimaktivitas csokkenéseket mutattak, mig a H,O, nem véltozott a
kontrollhoz viszonyitva jelentdsen (6. abra). Az AG esetében a DAO valtozasa nem volt
jelentds egyik sdkoncentracid esetében sem, mig a PAO aktivitds 0,5 6ranal enyhe
emelkedést mutatott mindkét sdkoncentracio esetén. A H,O, szintek a 100 mM NacCl
hatasara nem mutattak valtozast AG kezelést kovetden, mig a kontroll, illetve a 250 mM
NaCl kezelt hajtasok H,O, tartalmaban csokkenés kovetkezett be. A DPI kezelés alatt a

DAO ¢és a PAO enzimek aktivitdsai a kiindulasi kontroll értékekhez viszonyitva
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nagymértékii csokkenést mutattak, a H,O, tartalmak esetében csak a 250 mM NaCl
kezelt hajtasok mutattak csokkenést 2 6ranal (6. abra). A kapott eredmények alapjan
megallapithatd, hogy a NADPH-oxiddz gatlo DPI nagymértékben hozzdjarult a

poliamin lebont6 enzimek csokkent mitkodéséhez.
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6. abra: Az AG és DPI gatloszerek hatasa H,O, szintjére, 100 mM NaCl és 250 mM NaCl kezelés
mellett paradicsom novényekben, id6 fiiggvényében hajtasban, K %-ban kifejezve a 0. éras méréshez
viszonyitva. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta a 0. 6ras kontrolltél P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy
0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbozik).

4.2.2. A poliamin lebont6 enzimek, a diamin-oxidaz (DAO) és poliamin-
oxidaz (PAO) aktivitasa és a H:0: szint valtozasa AG és DPI kezelt
paradicsom gyokérben

Gyokérben kontroll koriilmények kozott a 100 mM NaCl kezelés alacsonyabb DAO
aktivitas mellett a kontrollhoz viszonyitva magasabb PAO aktivitasokat valtott ki, mig a
250 mM NacCl esetében csak a 2 6ra DAO aktivitas emelkedett meg. A H,0O, tartalmak

nem mutattak jelentds eltéréseket.
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Az AG kezelés mindharom paraméter csokkenését okozta a kezelés iddpontjatdl
fliggetleniil gyokérben. A DPI kezelés a paraméterek nagymértéki csokkenését valtotta
Ki (7. abra).
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7. abra: Az AG és DPI gatloszerek hatasa H,O, szintjére, 100 mM NaCl és 250 mM NaCl kezelés
mellett paradicsom novényekben, id6 fiiggvényében gyokérben, K %-ban kifejezve, a 0. 6ras méréshez
viszonyitva. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta a 0. 6ras kontrolltol P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy
0,001 (***) valdszinliségi szinteken szignifikansan kiilonbozik, na= nincs adat)

4.2.3. A szabad poliamin szintek meghatarozasa s6kezelt paradicsom
hajtasokban AG és DPI kezelést kovetéen

A poliamin eredmények kiértékelését a jelen dolgozatban csak a paradicsomhajtasokban
végeztik el, mivel a gyokérben kapott eredményeink nagyon alacsony értékeket
mutattak. A 100 mM NaCl kezelt novények talélését nagyban ndvelheti a
megemelkedett magasabbrendli poliaminok szintje (Spd, Spm), mig a letélis
sokoncentracioval torténd kezelés csokkenéshez vezetett. Az AG kezelés esetén az
irodalmi adatoknak megfeleléen 0,5 6ranal a DAO gatlasbol addddan bekovetkezett Put
szint emelkedés mind a kontroll, mind a 100 mM NaCl kezelt ndvények esetében, mig a

250 mM NaCl kezelt hajtasok esetében Put szint csokkenés tortént. Ennek magyarazata
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lehet a Spm szint emelkedése kontrollhoz vizsonyitva. A DPI kezelés mind a Put mind a
Spd szinteket jelentdsen csokkentette a DPI nélkiili kontrollokhoz képest, mig a Spm
szintek mind a két idopontnal sokezelés hatdsara emelkedést mutattak, kivételt csak a

0,5 oras DPI-vel kezelt 100 mM NaCl kezelt hajtasok Spm tartalma mutatott. (8. abra).
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8. abra: A Put, Spd, Spm szinje AG és DPI hatasara kontroll és 100 mM NaCl és 250 M NaCl sokezelés
mellett hajtasban. (Atlag+SD, n=3, a *-gal jelolt kezelt minta a 0. 6ras kontrolltol P<0,05 (*), 0.01 (**)
vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikdnsan kiillonbozik)

Az irodalomban a novények sotlird képességének egyik paraméteréiil hasznaljak a
magasabbrendli poliaminok és a Put tartalom egymdashoz viszonyitott aranyat. Minél
magasabb ez a szam, annal jobban képes elviselni a sostressz hatasait. Az AG-val
torténd kezelések esetén ez az arany foleg 250 mM NaCl kezelt hajtasok esetén mutatott
jelentds emelkedést, bar az 6sszes szabad poliamin szint csokkenést mutatott. A DPI
kezelés mind kezelés id6pontjatdl, mind a sdékoncentraciotol fliggd valtozasokat

mutatott a paraméterekben (9. abra).
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9. abra: A (Spd+Spm)/Put aranya (A) és az Gsszes (total) szabad poliaminok szintje (B) kontroll, 100 és
250 mM NaCl kezeles hatasara AG és DPI gatloszerek alkalmazasa mellett paradicsom névényekben.
(Atlag+SD, n=3)

4.2.4. Az AG és DPI hatasa NaCl-kezelt paradicsom noévények
gyokércsucsanak életképességére

A stressz nélkiil, kontroll koriilményekben alkalmazott géatloszerek a gyokércsticsok
¢letképességének nagymértékii csokkenését valtottak ki, mig a sokezelés mellett
alkalmazott AG kismértékben novelte az ¢életképességet, mig a DPI kezelés 2 oranal

mutatott jelentds csokkenést (10. abra).
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10. abra: AG és DPI hatasa az életképességre 100 mM NaCl és 250 mM NaCl sokezelés mellett,
paradicsom novények gyokércsiicsaiban. Az adatok K%-ban vannak abrazolva. 5x nagyitasnal vizsgaltuk
a kapott képeket (Atlag+SD, n=3-7, a *-gal jelolt kezelt minta a 0. oras kontrolltol P<0,05 (*), 0.01 (**)
vagy 0,001 (***) valdsziniiségi szinteken szignifikansan kiilonbozik, na= nincs adat)

4.2.5. Az AG és DPI hatasa NaCl-kezelt paradicsom névények
gyokércsucsanak szuperoxid gyokanion tartalmara

Mindkeét gatloszer kivaltotta a szuperoxid gyokanionok nagymértékii termelddését, €s
ahogyan az varhaté volt a DPI esetében foleg a 2 Oras idOpontban a sokezelt

gyokércsticsok mutattak a legnagyobb szuperoxid gyokanion emelkedést (11. dbra).
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11. abra: AG és DPI kezelés hatasa O," tartalomra paradicsom gyokércsucsban100 mM NaCl és 250 mM
NaCl sokezelés mellett. A pixel intenzitasokat a 0.idds kontrollhoz viszonyitottuk, majd ezt abrazoltuk
szazalékos eltérésben. Sx nagyitasnal vizsgaltuk a kapott képeket. (Atlag+SD, n=3-7, a *-gal jeldlt kezelt

minta a 0. 6ras kontrolltél P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken szignifikansan
kiilonbozik).

4.2.6. Az AG és DPI hatasa NaCl-kezelt paradicsom névények
gyokércsucsainak NO tartalmara

Az AG kismértékben lecsokkentette az NO értékeket, valoszintisithetd, hogy egy NO
szintdz szerli enzimaktivitasra gyakorolt hatason keresztiil, mig a DPI kezelés meglepd
modon minden esetben a NO tartalom csokkenését mutatta a kiindulési kontroll 0. idds
eredményeihez képest (12. abra). DPI NO csokkentd hatasa feltételezhetéen az enzimek

FAD tartalmanak gétlasan keresztiil torténhet meg.
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12. abra: AG és DPI kezelés hatasa NO tartalomra gydkércsucsbanl00 mM NaCl és 250 mM NaCl
sokezelés mellett. 5x nagyitasnal vizsgaltuk a kapott képeket. (Atlag+SD, n=3-7, a *-gal jelolt kezelt

minta a 0. 6ras kontrolltol P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy 0,001 (***) valészinliségi szinteken szignifikdnsan
kiilonbozik).

Az NO ¢és a szuperoxid gyokanionok aranya fontos informaciét ad arrdl, hogy a
gyokércsucsokban sejthalal kovetkezik be vagy pedig tulélnek. Amennyiben ez az arany
csokken, akkor az a sejthaldl irdnyaba tolja el a paradicsom gyokércsucsok allapotat.

Ezért kisérleteinkben ezeket az ardnyokat is kiszdmoltuk, €s arra a kovetkeztetésre
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jutottunk, hogy 1d6 fiiggvényében eltérd valtozasok kovetkeztek be, mind a kontroll,
mind az AG kezelést kovetéen. A DPI minden esetben a kontroll allapothoz képest
egyértelmii csokkenést okozott ebben a paraméterben, kdszonhetéen a nagymértékii

szuperoxid gyokanion produkcionak sokezelést kovetden (13. abra).

-AG/-DPI +AG +DPI

12
.10
Q 08
o
Z 06
>
& 04
< 02

0,0 '

0,5 ora 2 ¢ra 0,5 dra 2 6ra 0,5 éra 2 6ra K
kezelés ideje == 100 mM NaCl

=== 250 mM NaCl

13. abra: AG ¢és DPI kezelés hatasa a NO/szuperoxid gyokanion aranyra paradicsom gyokércstucsban100
mM NaCl és 250 mM NaCl sokezelés mellett.

4.2.7. Az AG és DPI hatasa NaCl-kezelt paradicsom névények
gyokércsucsanak osszes ROS tartalmara

Az 0sszes ROS tartalom esetén az AG kezelés a sokezelt paradicsom gyokércsucsokban
mindkét koncentracional kiugroéan magas értékeket mutatott, mig a DPI kezelésnél nem
tapasztaltunk ilyen jellegi valtozasokat, a DPI kezelt kontrollhoz viszonyitva nem
tapasztaltunk jelentds eltéréseket. A fluoreszcens festék irodalmi adatok alapjan képes
nemcsak a szuperoxid gyokanion és a H,O,, de a peroxinitrit kimutatasara is. Az AG
kezelés esetében feltételezhetd, hogy a NO tartalom egy része peroxinitrit forméjaban

jelent meg ezekben a gyokércsucsokban (14. ébra).
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14. abra: AG és DPI kezelés hatdsa 6sszes ROS tartalomra gyokércsucsban100 mM NaCl és 250 mM
NaCl sokezelés mellett. 5x nagyitasnal vizsgaltuk a kapott képeket. (Atlag=SD, n=3-7, a *-gal jelolt
kezelt minta a 0. 6ras kontrolltél P<0,05 (*), 0.01 (**) vagy 0,001 (***) valoszinliségi szinteken
szignifikansan kiilonbozik).
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5. Osszefoglalas

Kisérleteinkben célul tiiztiik ki a poliamin katabolizmus tanulmanyozasat eltérd
fiiggvényében. A kisérleteinket két, eltérd modon hatd gatldszer segitségével végeztiik
el. Az aminoguanidint (AG) specifikus diamin-oxidaz gatlészerként hasznaltuk, mig a
difenilén-jodonium (DPI) a NADPH-oxiddz enzim gatloszere, ami indirekt mddon
befolyasolhatja a hidrogén-peroxid szinteket.

A gatloszer nélkiil végzett kisérleteinkben id6 fiiggvényében a 100 mM NaCl nem
okozta a poliamin lebonté enzimek jelentds valtozasat, mig a 250 mM NaCl 0,5 és 2
ordnal mindhdrom vizsgalt paraméterben (DAO, PAO, H0,) kettds csucsot mutatott,
mind hajtasban, mind gyokérben.

A szubletalis 100 mM NaCl kezelt hajtasok szabad poliamin tartalmaiban eltolodas
tortént a magasabbrendli poliaminok irdnydba, mig a letalis sokoncentracional ez nem
kovetkezett be, ezzel részben magyarazhato ennek a koncentracionak a letalis hatésa.

A gatloszerek alkalmazasa esetében mind a lebontdé enzimek (DAO, PAO)
aktivitasaiban, mind a H,0O, tartalomban novényi szerv-, id6-, sokoncentracid fliggd
eltéréseket tapasztaltunk, jelentdsebb csokkenés a DPI kezelés hatasara tortént.

Az AG kezelés nem csak a DAO enzimaktivitasokat gatolta id6 fliggvényében, hanem a
PAO enzimek aktivitdsaiban valtozasok kovetkeztek be. A DPI kezelt mintak jelentds
csokkenését okoztak a lebontd enzimek aktivitasainak. Megéallapithato tehat, hogy a
NADPH-oxidaz specifikus gatloszereként alkalmazott DPI nem ismert mechanizmuson
keresztiil képes a poliaminok lebontdsdt nagymértékben csokkenteni. Ennek
magyardzatara tovabbi vizsgalatok sziikségesek, hogy kideritsiik, hogy ez a csokkenés a
csokkent poliamin bioszintézissel osszefliggésben all-e.

Az AG kezelt novények hajtasaiban a Put szint emelkedés, ami a DAO gatlasbol
varhato volt, csak a kontrollok esetén volt megfigyelhetd, mig a sokezelés alatt a
csokkent Put szint a magasabbrendll poliaminok bioszintézisére forditddhatott, amit az
altalunk kimért adatok is bizonyitanak. A DPI kezelés egyediil a Spm szintek
emelkedésében jatszott szerepet a sokezelések alatt, ami segitheti a ndvények sostressz

elleni védekezését.
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A gyokércsucsok életképességének vizsgalatakor kimutattuk, hogy stressz hianyaban
nagyobb ¢letképesség csokkenés kovetkezett be a gatloszerek alkalmazéasakor, mint a
sOstressz esetén.

A gyokéresicsok NO ¢és a szuperoxid gyoOkanion tartalmat megvizsgalva
megallapithatd, hogy a rovidtavii DPI kezelés soran bekovetkezd robbandsszerii
szuperoxid gyodkanion produkcid a sokezelt gyokércsticsokban eltolta a NO és a
szuperoxid gyokanion aranyat a sejthalal irdnyaba, ennek a hattere még tisztazasra var.
A gyokércsucsok Osszes ROS tartalmanak vizsgalata soran az AG kezelés jelentds
emelkedéseket valtott ki a kontroll, illetve a sokezelt gyokércsucsokban,
feltételezhetden a megjelend peroxinitrit felhalmozddasabol adoddan.

Munkam soran arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a specifikus DAO gatloszerként
alkalmazott AG, valamint a NADPH-oxidaz specifikus gatloszereként ismert DPI,
1d6tdl, az alkalmazott sokoncentraciotol, valamint ndvényi szervtdl fliggd valtozasokat

eredményezett a poliaminok lebontasaban paradicsom névényekben
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