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1 Roviditésjegyzék

APX Aszkorbat-peroxidaz

Arg L-Arginin

BSA Bovin serum albumin

DAF-2A DA 4,5-diaminofluoreszcein-diacetat

DAF-FM DA 4-amino-5-metillamino-2’,7’-difluorofluoreszcein-diacetat
DNIC Dinitrozil-vas-komplex

DTT Ditiotreitol

EDTA Etilén-diamino-tetraecetsav

FIT Fe-deficiency Induced Transcription Factor
FRO2 Ferric Reductase Oxodase

GSH S-glutation

GSNO S-nitrozoglutation

GSNOR Nitrozoglutation-reduktaz

GSONH> Glutation-szulfinamid

HEPES N-2-hidroxiletilpiperazin-N’-2-etanszulfonsav
IRT1 Iron-Responsive Transporterl

L-NAME NG-nitro-L-arginin-metilészter

MES 2-(N-morfolino)-etanszulfonsav

NADH Nikotinamid-adenin-dinukleotid
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2 Bevezeto

A novényi szervezetekben a megvaltozott biotikus vagy abiotikus hatasokra kialakulo
fiziologiai allapotot nevezziik stressznek. A stresszt egy stresszor valtja ki, amely lehet
valamilyen patogén vagy jelen esetben nehézfém. Az iparosodas és a fokozodo talajszennyezés
kovetkeztében, a novényekben a nehézfémek felszivodhatnak, esetleg akkumulalodhatnak. A
taplalékkal bevitt nagy mennyiségli nehézfém sulyos problémakat okozhat az emberi
szervezetben, ezért is lehet fontos, hogy a nehézfémstresszre adott fizioldgiai valaszokat
megértsiik és szignalizacidjukat feltarjuk. Mint a legtobb stresszre, a nehézfémstresszre is
fokozott nitrogén-monoxid (NO) termelddés indul meg, tehat a NO szignalizaciojanak a
vizsgalata segithet a nehézfémstressz-valaszok megértésében. A dolgozatban a vashiany, a
kadmium- ¢és cink stressz hatasara bekovetkezé NO termel6dés jellegét vizsgaltuk cukorrépa

hajtasban.

2.1 Nitrogén-monoxid

2.1.1 Termelodése, lokalizacidja citoplazmaban

A NO biologiai keletkezését két csoportba sorolhatjuk. A NO keletkezhet mas vegytiletek

oxidalasaval, ez az oxidativ utvonal, vagy keletkezhet redukalés révén, ez a reduktiv titvonal.
2.1.1.1  Reduktiv utvonal

A nitrat-reduktdz (NR) nagy affinitdssal koti a nitratot és nitritet képez, azonban kis
affinitassal koti a nitritet €és NO-t képez. Hipoxia esetén megnd a nitrit koncentracidja, ezért
hatékonyan miikddik az NR altali NO termelés, viszont magas nitrat-szint esetén a nitrit verseng
a katalitikus helyen a nitrattal, ezért ebben az esetben alacsony az NR NO termelése. A
gyokérben talalhato NR altal generalt nitritet alakitja nitrogén-monoxiddd a
plazmamembranhoz kotott NiNOR. A reduktiv uthoz tartozik a mitokondriumok altal termelt
NO, amelyet szintén nitritb6l allit el a novényi szervezet. A redukald eré ebben az esetben a
mitokondrialis elektrontranszportlancbol szarmazik. A peroxiszémaban talalhaté redox-
szabalyozast xantin-oxidoreduktaznak (XOR) kétféle izoformaja van, melyek dehidrogenaz-,
illetve oxidaz-aktivitassal rendelkeznek. Anaerob koriilmények kozott a xantin-oxidaz
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izofomra képes nitrit redukalasdval NO-t képezni, NADH vagy xantin segitségével (Gupta és
mtsai. 2011., Kolbert és mtsai. 2019.)

2.1.1.2 Oxidativ atvonal

A NO termelés oxidativ utjat valositja meg a nitrogén-monoxid-szintaz szerii (NOS-like)
enzim, amelynek miikédése soran L-arginin (Arg) a szubsztrat, az elektrondonor pedig a
NADH/NADPH. Szarazfoldi névényekben még nem talaltak az allati sejtekben megtalalhato
NOS-jellegli enzimet, de feltehetéen novényi szervezetekben is van hasonldé mikddésti enzim,
ugyanis ez utobbiak a NO Arg-bol torténd termelését az allati sejtekéhez hasonldéan az L-
NAME inhibitor blokkolja. NO poliaminokbdl és hidroxilaminokbdl is keletkezhet, azonban a
pontos reakci6 és annak lokalizacidja nem ismert. (Gupta €s mtsai. 2011., Kolbert és mtsai.
2019.)

Reduktiv utvonal Oxidativ utvonal

NO;- NO, NADH/NADPH

\ /7

Nitrat- B )
reduktaz '?Zem
m _l enzim

NO,- NO l
NO

L-NAME

1. abra F6bb NO termelddési utvonalak a novényi sejtekben. A reduktiv utvonalhoz tartozik a
nitrat-reduktaz, amely alapesetben nitratot (NO3') redukal nitritté (NO2), azonban nitritbol
képes nitrogén-monoxidot (NO) is termelni. Az oxidativ utvonalhoz tartozik a NOS-szerii enzim,
mely argininbél (Arg) és NADH/NADPH-b6! dllit elé NO-t. Ezt az enzimet az L-NAME

inhibitor gatolja. Forras: sajat dbra



2.1.1.3  NO-termelés a kloroplasztiszban

A Kkloroplasztiszokban NO termelddik, azonban a NO-termelés lokalizacidjardl és enzimeirdl
keveset tudunk. A korabban emlitett NOS-szer(i enzim és a nitrat-reduktaz lehet a legfontosabb
NO termelédési folyamat a kloroplasztiszokban (Jasid és mtsai. 2006). Késébbi kutatasok
alapjan egy NOS-szer(i enzim lehet a dominans a NO termelésben, ugyanis NR gatloszer
hatasara nem valtozott a NO jel repce (Brassica napus) novényekben (Tewari és mtsai. 2013).
A NO termelés egy masik lehetséges modja a fény-medialt nitrogén-dioxid (NO.) karotinoidok

altali redukcioja (Cooney és mtsai. 1994).

2.1.2 Szallitasa, bomlasa

A nitrozoglutation-reduktaznak (GSNOR) a NO-homeosztazis szabalyazasban van
kulcsfontossagti szerepe az eddigi tanulmanyok alapjan. A GSNOR egy NADH-fligg6 enzim,
az S-nitrozoglutation (GSNO) bontasaban vesz részt. A nitrozoglutation NO és S-glutation
reakciojaval keletkezik. Az enzimreakcio soran alacsony glutation- (GSH-) szint esetén
glutation-szulfonamid keletkezik, mely hidrolizal GSH-szulfinsavra és ammoniara. Magas
GSH-szint esetén a GSONH2 GSH-diszulfidra és hidroxilaminra bomlik (Jahnova és mtsai.
2019).

A NO szallitasa az GSNO kiviil a dinitrozil-vas-komplexek (DNIC) segitségével torténhet.
A nitrogén-monoxidnak harom forméja van az €16 szervezetekben: nitroxil-anion (NO°),
nitrogén-monoxid gyok (NO?) és nitrozonium-kation (NO*). Ezek nagy affinitassal
komplexalnak vasat, igy kialakitva a vas-nitrozil-komplexeket. A DNIC egy Fe?*, egy NO és
egy glutation vagy cisztein kozott kialakuld komplex. A glutationnal kialakitott DNIC
stabilabb, mint a ciszteinnel kialakitott. A DNIC in vitro képes transznitrozilaciora, igy képes
lehet metalloproteinekre NO csoportot addicionalni, ezaltal a NO-nak egy lehetséges

szallitomolekulaja a DNIC. (Graziano and Lamattina, 2005).
2.1.3 Tirozin-nitracio

A tirozin-nitraciohoz, a tirozin oxidacidja tirozin-gyokké és nitrogén-dioxid-gyok (‘NO2)
sziikséges. A folyamathoz, ellentétben a foszforilacioval, nem kell enzimmiikodés. A tirozin
aromas gyurlinek oxidacidjat hidroxil-gyok (‘OH) ¢és karbonat-gyok (‘COz) érheti el.

Peroxinitrit protonalodasaval peroxo-nitritsav keletkezhet, amely hidroxil-gyokké és nitrogén-



dioxid gyokké bomlik. A masik lehetséges reakcional a peroxinitrit a CO2-vel reagélva nitrozo-
peroxo-karboxilatot hoz 1étre, mely karbonat gyokké és ‘NO2-v¢ alakul. A harmadik aton a NO
oxidalodik nitritté, amely a hidrogén-peroxiddal egyiitt bontodik hidroxil-gyokkeé és nitrogén-
dioxid gyokké. Az elébbi harom folyamatbol keletkez6 hidroxil- vagy karbonat-gyodk a tirozin
oxidacigjaban vesz részt, a nitrogén-dioxid-gyok pedig a tirozin-nitracidoban keriil
felhasznalasra. (Kolbert és mtsai. 2017.)

A nitracio jelenlegi tudasunk szerint irreverzibilis, mivel még nem talaltak denitraz
aktivitasti enzimet a novényekben, szemben az allati szervezetekkel (Deeb és mtsai. 2013.),
ezért az esetleges reverzibilitds kérdéses maradt. Jelenlegi tudasunk szerint a tirozin-nitracié
irreverzibilis. (Corpas és mtsai. 2021.) A tirozin-nitraciot szenvedett fehérjék nagyobb eséllyel
bontddnak le a proteoszomakban, mint mas fehérjék és a tirozin-nitracid csak a teljes tirozin-
mennyiség 1-2%-ra hathat, ezért feltételezhetd egy erds szelektivitas (Kolbert és mtsai. 2017.).

A novényekben eddig Osszesen 100 olyan fehérjét talaltak, melyek tirozin-nitraciora
hajlamosak lehetnek, azonban az eddigi kutatasok csak 13 fehérjét azonositottak, amelyeknél
ismerjiik a poszt-transzlacios modifikacio hatasat és funkciojat is. (Arasimowicz-Jelonek és
mtsai. 2019.) Reaktiv nitrogén gyokok (RNS) mennyiségének novekedésével, a tirozin-nitracio
jelenléte szintén novekedik, tehat a tirozin-nitracio egy lehetséges RNS jelzd lehet. Masrészt a
tirozin-nitracioban részt vevé fehérjék nagy része kulcsfontossagu antioxidativ enzimek,
amelyek aktivitdsat gatolja a tirozin-nitracio. Ilyen fehérjék a kataldz, aszkorbat-peroxidaz,
monodehidro-aszkorbat-reduktaz és tobb szuperoxid-diszmutdz izoenzim is. Tovabba, a nitrat-
reduktdz aktivitasa is csokken tirozin-nitracié hatasara, ami a NO termelés egyik enzime, tehat
a tilzott NO termelés tirozin-nitracion keresztiil gatolhatja a NO termelését. (Corpas €s mtsai.
2021.) Arabidposis thaliana-ban a RuBisCO enzim nagy, illetve kis alegysége is tirozin-
nitralodhat ho stressz hatasara, s6t az S-nitrozilacié gatolhatja a RuBisCO enzim miikodését.

(Sami és mtsai. 2018.)
2.1.4 A NO detektalasa gyokfogo festékkel

A NO-detektalasi kisérletek soran, mikroszkopos képek esetében sokszor 4,5-
diaminofluoreszcein-diacetatot (DAF-2DA) hasznalnak. Eszterazok lebontjak a diacetat-
csoportokat, ezaltal a festék nem tud kijutni a sejtbdl. A festék csak é16 sejtekben mitkodik. Igy
a sejtben a NO oxidacios termékével, dinitrogén-trioxiddal reagalva erésen fluoreszcens

triazolo-fluoreszceint hoz létre. A vizsgalatunk soran a NO-ra érzékenyebb 4-amino-5-



metillamino-2’,7'-difluorofluoreszcein-diacetat (DAF-FM DA) tipusu festéket hasznaltuk,

amely hasonl6 elven miikddik (Mur és mtsai. 2011).

DAF-FM DA DAF-FMT
N=N
) MeN
MeHN»}NH O
S - oo
F ~F
AcO o) - OAc O O (o)

Cell membrane /

2. abra DAF-FM DA hatasmechanizmusa, forras: Goryo Chemical Research Reagent DAF-FM
DA,2022.06.16, <https://goryochemical.com/en/research-reagent/3739/>

2.2 Nehézfémek

A makroelemek mellett, a novényeknek a normalis fejlédésiikhoz sziikségiik van
mikroelemekre, melyek kozott vannak esszencialis nehézfémek is. llyen a vas, réz, kobalt, cink,
mangan és nikkel. Amennyiben a kornyezetben nagy koncentracioban vannak jelen az
esszencialis nehézfémek, feldasul a mennyiségiik €s ez mar kéros elvaltozadsokhoz és
mérgezéshez vezethet. Vannak olyan nehézfémek (higany, kadmium) amelyek nem
sziikségesek a ndvények szamadra, és a szervezetbe jutva mérgezést okoznak. A kutatds soran

stresszorként vasmegvonast, Cink- és kadmium-kezelést alkalmaztunk.
2.2.1 Vashiany

A vas a legnagyobb mennyiségben eléfordulo fém a ndvényekben, nélkiilozhetetlen a vas-
kén centrumok, hemek felépitésében. Vashiany esetén NO-termelés indul be, amely nitrit/nitrat
fiiggd utvonalon keletkezik. A NO miatt a harom, vasfelvételben fontos gén paradicsomban
(Solanum lycopersicum) FER, FRO, IRT1 atirodasa serkentddik. A FER (bHLH transzkripcios
faktor paradicsomban, homoldgja Arabidopsis thaliana-ban a FIT- FER-LIKE IRON
DEFICIENCY-INDUCED TRANSCRIPTION FACTOR) jatszhat fontosabb szerepet a NO-
jel kozvetitésében, mert az IRT1 expresszidja magasabb volt FER ttlexpresszaldé (OE) vonal

esetében. A NO ¢és a FER fontos szerepet jatszhat még a gyokér novekedésében. Vasfelvételi
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gének talexpresszaltatasanak vizsgalataval kideriilt, hogy az expresszié fokozasa dnmagaban
nem elégséges a Fe-tartalom noveléséhez, nélkiilozhetetlen a NO is, ami fokozhatja a névényen

beliili vas hozzaférhetdséget (Graziano and Lamattina, 2007).

Ezt tamaszthatja ala Zhu és mtsai. (2016.) kutatasa, ahol putreszcinnel kezeltek vashianyos
A. thaliana novényeket és a vashiany morfologiai elvaltozasa enyhiilt. A putreszcin a NO
termel6dését serkenti és upstream talalhato a NO-hoz képest. A termelt NO a hemicelluloz
mennyiségét csOkkenti, tovabba a hemicelluloz vas kotését gyengiti, igy a vas
hozzaférhetéségét, végsod soron a vashidny toleranciajat teszi lehetové. A putreszcin minden
esetben serkentette a NO-termelést, viszont optimalis vas ellatottsag esetén a putreszcin miatt
novekvé NO-termelés nem serkentette a vasfelvételi gének expresszidjat. Valoszini(i, hogy
vashidny esetén a NO hatéssal van a vasfelvételi gének atirddasara, de optimalis vasellatottsag
idején mar a NO nem serkenti ezen gének atirddasat. Tehat mind a vasfelvételi gének megfeleld

mikodése, mind a NO sziikséges a megfeleld vasfelvételhez.

Wen és mtsai. (2019) kimutattdk, hogy vashidny hatasara a GSNOR expresszidja ndtt, mig
a GSNOR OE vonal esetén a klorozis mértéke, a vashiany fenotipusos megjelenése enyhiilt
paradicsomban (Lycopersicum esculentum). Ez ellentétben all a Zhu és mtsai. (2016)
Arabidopsis thaliana-n végzett kisérleteinek eredményeivel, mivel a GSNOR a NO
mennyiségét csokkenti, a NO pedig a vas hozzaférhetdségét teszi lehetdvé, tehat a GSNOR OE
nem enyhitené, hanem fokoznd a vashiany stressz hatasat. Wen és mtsai. (2019.) kimutattak,
hogy vashianyosan nevelt paradicsomokban a termel6dé NO nem tudott felszabaditani vasat a
gyokér apoplasztbol, ezaltal a NO csak nitrozativ stressz forrdsa volt. A vashiany altal kivaltott
nitrozativ/oxidativ stressz okozta problémak enyhitésére a GSNOR aktivitdsa novekedik, amely
a NO ¢és SNO mennyiségét csokkenti. Emellett a GSNOR a vasfelvételben fontos FRO1 fehérje
expresszidjat is serkenti, ugyanis a GSNOR expresszidja és a FRO1 expresszidja pozitivan

korrelal.
2.2.2 Cink-stressz

A cink (Zn) a masodik legnagyobb mennyiségben eléforduld atmeneti fém a vas utén,
¢s az egyetlen olyan fém, amely képviselteti magat mind a 6 enzim osztalyban (oxidoreduktaz,
transzferdz, hidrolaz, lidz, izomerdz, ligaz) (Broadley és mtsai. 2007.). Korai vizsgalatok is
kimutattak, hogy cink megvonassal nevelt paradicsomok esetében a hajtas ndvekedése nem volt

megfeleld (Skoog 1940, Abhimanyu Jogawat és mtsai. 2021). Bioinformatikai elemzések
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alapjan 2367 fehérje lehet kapcsolatban Zn-ionokkal A. thaliana-ban, mely fehérjék koziil a
legtobb cink-ujj DNS ko6té domén révén tartalmaz cink-iont. (Broadley és mtsai. 2007.)

A tobblet Zn-ellatas azonban nehézfémstresszt okoz az €16 szervezetekben. A tobblet Zn
tobb modon is képes gatolni a fotoszintézis mikodését. Zn-kezelt Artemisia annua-ban a
sztomatalis vezetOképesség lecsokken, ami a CO:-fixalasanak csokkenését eredményezi.
(Khudsar és mtsai. 2004) A Zn képes a klorofillok Mg?*-ionjainak helyébe 1épni in vitro, ezért
a II. fotokémiai rendszer fénygyiijt6 antennarendszerének (LHCII) miikodése is gatlodhat, de
in vivo a Zn beépiilését klorofillokba még nem igazoltak. (Kiipper és mtsai. 2002) Magas
Zn**IMg?* arany esetében a RuBisCO enzim szén-dioxid (CO2) kdtése csokken, igy a Calvin-

ciklus mitkodése is gatlodik. (Mateos-Naranjo és mtsai. 2008)

Sagardoy és mtsai. (2009) kiilonb6z6 cink koncentracioja (1.2; 50; 100; 300 umol ZnSOs4)

tapoldatokon nevelt cukorrépa (Beta vulgaris) novények esetében nem talaltak nagy eltérést a

crer

crer

kezelt novényekhez képest a hajtas cink mennyisége nem tér el nagymértékben. Azonban
magas cink koncentracional (300 umol ZnSOs) a klordzis mértéke és a novekedés gatlasa
képest. Mig alacsony koncentracional (50 pmol ZnSOgy) a klordzis és a morfologia megegyezik
egy vashidnyos ndvényével, addig a magas cink koncentracidval kezelt novényeknél nem
feltételen csak a kialakulo vashianybol kovetkezik a fiziologiai és morfologiai elvaltozas. A
hajtas vasmennyiségében nem talaltak szignifikans kiilonbséget 50, 100, 300 pmol-0s cink
kezelések kovetkeztében. A Mg?*-ion mennyisége a kontrol ndvényhez képest a Zn-
koncentracié novekedésével szignifikdnsan csdkken. A Mg?*-ion a klorofillok bioszintéziséhez
nélkiilozhetetlen, igy a klorozisért a Mg-hiany is felelds lehet. Tovabba, a kloroplasztiszok
vastartalma cink-kezelés hatasara lecsokken a csoportunk vastartalom mérései alapjan, ami azt
feltételezi, hogy a sejtplazmabol a kloroplasztiszokba zajlé vastranszportban okoz zavarokat a

tobblet cink, ugyanis a hajtasban a vas mennyisége nem csokken le szignifikdnsan.

Wang és mtsai. (2009) vizsgalataiban toxikus mennyiségii Zn-kezelt (0,14-1,12 mM ZnSO,) B.
napus esetében szignifikdnsan lecsokkent a vas (Fe) mennyisége a gyokérben. Xu és mtsai.
(2010) azt vizsgaltak, hogy a cink altal eldidézett vashiany okozhatja-e a NO feldusulésat fekete
csucsor (Solanum nigrum) gyokérben. Cinkkel kezelt novény esetében a vas hozzaadasat

kovetden 2 nappal csokkent a NO-termelés a cink kezelés utdn tapasztalt magas szinthez képest.
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Azonban a kezeléstdl szamitott 1 napon beliil nem tapasztaltak vasszint csokkenést, viszont a
NO szintje magasan volt. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy eleinte a Zn-indukalt NO
termelés a valoszini. A cink kezelt névényekben L-NAME (NOS gatloszer) alkalmazasaval a
NO termelése csokkent. Mivel egy Arg-tutvonalon hatd represszorrol van szo, ezért a Zn egy

Arg-dependens utvonalon serkentheti a NO-termelést.

Kolbert ¢és mtsai. (2019) cikke szerint GSNOR funkcidvesztéses mutans a Zn-stresszt
jobban tiirte, mint a vad tipusa Arabidopsis thaliana. Tovabba Zn-stressz kovetkeztében
megnétt a NO és S-nitrozotiol (SNO) koncentracidja, azonban GSNOR deficiens mutansnal
nem észleltek valtozast ezeknek a mennyiségében. A cink kezelés sordn enyhe emelkedést
tapasztaltak a protein S-nitrozilacié tekintetében a vad tipushoz képest. A cink gatolja az
antioxidativ enzimeket (példaul: aszkorbat-peroxidaz 1, (APX1)), ezért a cink ROS- (példaul
hidrogén-peroxid; H202) feldtsulast eredményez. A hidrogén-peroxid gatolja a GSNOR
mikodését, ezaltal SNO mennyisége nd és az SNO képes S-nitrozilacion és tirozin-nitracion

keresztiili szignalizaciora, amely példaul az APX1-re is hathat. (Kolbert és mtsai. 2019.)
2.2.3 Kadmium-stressz

Kadmiumstressz hatasara csokken a novények vastartalma, mely hatterében a vas
gyokérbol hajtasba valo transzportjanak gatlasa all. A vastartalom mellett csokken a klorofillok
¢s a fotokémiai reakcidcentrumok mennyisége is, tovabba csak vashidnnyal dsszevetve erdsebb
a II. fotokémiai rendszer (PSII) inaktivacioja Cd-stressz esetén (Yamaguchi és mtsai. 2010,

Solti és mtsai. 2011, Basa és mtsai., 2014).

A Cd-kezelés vashianyt idéz el6 a hajtasban, azonban ezt a vashianyt feltételezhetGen nem
csak a vasfelvétel gatlasa okozhatja, ugyanis kadmium hatasara a vasfelvételi gének
serkentddnek, s6t a gyokér sejtekben megndvekedik a vas mennyisége is A. thalina-ban (Xu és
mtsai. 2015). Yamaguchi és mtsai. (2010) Solanum torvum-on végzett génexpresszids
vizsgalatuk alapjan felallitott hipotézise szerint a Ferric Reductase Defective 3 (FRD3)
gatlasaval csokken a xylémnedv citrat-tartalma, csokkentve a toxikus kadmium oldodésat.
Ezzel szemben Xu és mtsai. (2015) kisérletei soran se az FRD3 expresszidja, se a citrat
mennyisége nem csokkent le szignifikansan Cd-kezelt Arabidopsis-ban. Szerintiik valésziniileg
a megndvekedett mennyiségli pektinhez és hemicellulazhoz kapcsolddik a vas legnagyobb
része a sejtfalban igy gatolva a vas transzportjat (Xu és mtsai. 2015). Rizsen (Oryza sativa)

végzett vizsgalatokban kadmium kezelés kovetkeztében az FRD3 expresszioja nem valtozott,
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crer

(Sebastian és mtsai. 2018). Xu és mtsai. (2015) hipotézise szerint a hemicellul6z és pektin vas
kotését a termelddd NO és az etilén serkenti (Xu €s mtsai. 2015). Masok a NO ellentétes hatasat
irtak le a putreszcin és NO kapcsan, ugyanis a putreszcin novekedés hatasara NO is termelddik,
amely a vas hemicelluldozhoz vald kotését gyengiti, igy a vas hozzaférhetdségét teszi lehetove.
(Zhu és mtsai. 2016) Tehat valoszinii, hogy egyrészt a Cd-kezelés erételjesebb és felboritja a
NO ¢és vashaztartast, masrészt fontos megjegyezni, hogy az egyes kezelések, az eltérd
modellndvények miatt nem lehet teljesen egyértelmii kovetkeztetést levonni a kadmium kezelés
¢és vashaztartas 0sszefliggéseirdl, illetve a NO szabalyozé szerepével kapcsolatban. Mclnturf és
mtsai (2022) vad tipusu és vasat akkumulalo (opt3-2) Arabidopsis-mutanson végeztek
géneXpresszios vizsgdlatokat. Igen nagy atfedést taldltak a vashiany és kadmium kezelés
hatasara expresszalodo gének kozt, azonban taldltak egy géncsoportot, ami csak a vad tipusban
indukalddott akar vashiany, akar Cd-stressz hatasara, az opt3-2 mutansban gatolva volt. A
mutansban megnovekedett HoO> mennyisége, modelljiik szerint a reaktiv oxigénformak
akadalyozzak a fent emlitett géncsoport expresszidjat fokozodasat. A vashaztartdsban szerepet
jatszd gének egy masik csoportjara nem hatott ez a negativ visszacsatolds, a szerzok azt
feltételezik, hogy a Cd hatasara bekovetkez6 aktivacidjuk a nem megfeleld vas érzékelés miatt

kovetkezik be.

Cd hatasara NO keletkezik és az Arg-fiiggd utvonalon haté NOS represszor, az L-NAME
itt is gatolja a NO termelést. A NO szintje valtozatlan maradt Arabidopsis nialnia2 kettds
mutansnal, amely mutaciok a nitrit/nitrat fliggé utvonal NR enzim miikodésképtelenségét
okozzak, ezaltal feltételezhetd, hogy a kadmium stressz is Arg Utvonalon katalizdlhat NO
termelést. A. thaliana gyokereiben Cd-kezelés hatasara lecsokkent a vastartalom és magas NO-
szintet eredményezett. Ez ellentétben van Xu és mtsai (2015) eredményeivel, ahol csak 10 uM
CdSO4-ot alkalmaztak, mig Besson-Bard és mtsai. (2009) 30 uM Cd kezelést hasznaltak.
Ugyanazon koncentracioban kadmium és vas kezelt gyokereknél nem tapasztaltak magas NO-
termelést. Kadmium kezelés soran kimutattdk, hogy az IRT1, FROZ2 és FIT, a vasfelvételben
nélkiilozhetetlen fehérjék transzkripcidja csokken. Példaul irtl mutansban a Cd-indukalt NO-
szintézis gatolt. Ezeknek a géneknek elsddlegesen a vasfelvételben és annak szabalyozasidban
van szerepiik, de mas nehézfémek, igy a Zn és a Cd transzportjaban ill. annak szabalyozasaban
is részt vesznek. Gatlasukkal a novények elérhetik, hogy a nehézfémek mennyisége ne
novekedjen meg szignifikansan. Amennyiben Cd-mal és NO-gatloval kezeltek gyokereket, a

gyokeér vasfelvételi rendszer génjei jobban gatlodtak, mivel a NO normal esetben serkentené e
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gének mitkodését. A kadmium a vas felvételi rendszer génjeinek mitkodését és igy kdzvetve a
kadmium felvételt is gatolja, azonban a termelt NO a vasfelvételi géneket serkenti ezaltal ndveli

a Cd felvételét. (Besson-Bard és mtsai. 2009)

Az elébbieket alatamaszthatja Guan és mtsai. (2019) kutatasa, amelyben arra jutottak, hogy
a GSNOR aktivitasa negativ korreldciot mutatott a kadmium felvételével. Tehat GSNOR
aktivitasanak novekedésével a Cd felvétel csokken. Ez annak koOszonhetd, hogy a Cd
felvételében fontos szerepet jatszo IRT1-et kodold gén is negativ korrelaciét mutat a GSNOR
miikodésével, mikdzben irtl mutansban a GSNOR valtozasa nem okozott jelentds Cd valtozast.
Kadmium kezelés hatdsara azonban az irtl gén atirodasa serkentédott. A Cd a hajtasban
indukalt vashianyt okoz, melynek kovetkeztében a vasfelvételi gének (pl. IRT1) atirodasa
novekszik, ami tovabbi kadmium felvételt eredményez. Ezt a felvételt lassithatja a GSNOR

gatlé hatasa.

3 Ceélkituzések

A NO-szignal fontos a novényeket ért stresszre adott valaszreakciok soran. Mivel a
kadmium és cink stressz is kapcsolatban allhat a vashiany altali stresszel és mindezek, a NO-
termelését serkentik, ezért a célom, a cinkkel, kadmiummal, illetve vasmegvonassal kezelt
novények NO mennyiségének 0Osszehasonlitasa, koncentrdlva a kloroplasztiszok NO-
szignaljara. Kutatocsoportunkban a NO-kimutatas és a protoplaszt-izolalds nem rutinmiivelet,

célunk e mddszerek optimalizalasa kiilonb6z6 nehézfémstresszek esetén.

4 Anyagok és Modszerek

4.1 Novénynevelés

Cukorrépa (Beta vulgaris L. cv. Orbis) novényeket vizkultaraban, 2 Hoagland tapoldaton,
14 6ra fény (160 pmol m™ s fotoszintetikusan aktiv fotonfluxus-denzitas) / 10 éra sdtét, 24/22

°C 70/85% relativ paratartalom koriilmények kozott neveltiik. Az dsszes kezelési csoportot 4
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leveles allapotig 10 uM vasat tartalmazo tapoldaton neveltiink. Az eldnevelés alatt és a
vashidnyos novényeket leszdmitva, a kezelés soran, a kontroll és a vashianyos ndvények
Fe(Il)-EDTA-t, a Zn és Cd-kezelt novények Fe(Il)-citratot kaptak. 4 leveles allapotban
alkalmaztuk a kezeléseket: 200 uM ZnSOs-t, 10 uM Cd(NOs)2-t, illetve teljes vasmegvonast.

4.2 Kloroplasztisz izolalas

0,8-1 g levélmintat 60-80 ml izolalo pufferben (50 mM HEPES-KOH (pH 7.0), 400 mM NaCl,
2 mM EDTA, 10 mM MgCly, 0,1% (m/V) BSA, 0,1% (m/V) Na-aszkorbat) homogenizaltunk
Waring blender segitségével 5 s ideig, majd a plasztiszokat 5 percig 1500 xg-n, kilendiil6
rotorral 4 °C hémérsékleten centrifugalassal pelletaltuk. A pelletet mosopufferrel, (50 mM
HEPES-KOH (pH 7.0), 400 mM NaCl, 5 mM MgCl,) ecset segitségével Ovatosan
felszuszpendaltuk. Ezt kovetden szintén kilendiild rotorral 5 percig 1500 xg-n centrifugaltunk.
A mosasi 1épést még egyszer megismételtiik, majd a festésig 100-200 ul mosdpufferben, jégen

tartottuk a mintakat.

4.3 Protoplaszt izolalas

4.3.1 Protoplaszt izolalas Sigma enzimekkel

100-100 mg levelet zsilett pengével 1 mm széles csikokra vagtuk, majd 400 mM
mannitolban inkubaltuk egy oran at azért, hogy plazmolizis révén a sejtmembran elvaljon a
sejtfaltol. 3 ml enzimoldatot (20 mM MES (pH 5,7), 400 mM mannitol, 20 mM KCI) 70 °C-on
3 percig inkubaltunk, majd 3,7% (M/V) cellulazt (Sigma, C-2274), hemicellulazt (Sigma H-
2125), pektinazt (Sigma P-2401) mértiink az enzim mentes enzimoldatba. 10 perces 55 °C-0s
melegités elteltével, lehtilés utan hozzadadtunk 10mM CaCl,-ot, 200 mM DTT-t és 5% (m/V)
BSA-t. Ezek utan adtuk hozza az enzimoldatot a csikokra vagott levélmintakhoz,
vakuuminfiltraltuk 3x 3 percig, majd 2% (m/V) PVP hozzaadasaval 12 6raig inkubaltuk enyhe
mozgatassal. A szovettormeléket gézrétegen lesziirve eltavolitottuk, majd 5 percig, 20 °C-on,
150 xg-n centrifugaltuk a sejtszuszpenzidt, majd ismételten enzimmentes oldat segitségével
mostuk a sejteket. Ezutan 1 M szachar6zra rétegezve 50 xg-vel, 5 percig centrifugaltuk, majd
a fazis hatdrrol leszivva az ép sejteket, egy 5 perces 100 xg centrifugaldssal, enzimmentes
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enzimoldattal kimostuk a szachar6zt a sejtszuszpenziobol. Végiil 20-50 pl-ben vettiik fel a

mintakat.
4.3.2 Protoplaszt izolalas Serva enzimekkel

Az elézbéekhez képest a plazmolizalt, felcsikozott mintakat egy enzimoldatban (2 m/V%
cellulaz Onozuka R10 (Serva, 16419), 0,5% (m/V) macerozim R10 (Serva, 28302), 400 mM
szachardz) emésztettiik egy éjszakan at. A mintakat 5 percig 150 xg-n centrifugaltuk, aminek
hatasara a sejttormelék leiilepedett, a protoplasztok pedig a feliiluszo6 tetején gytiltek 6ssze. Ezt
leszivva, majd 0,1% (m/V) gliikozt tartalmazé W5 oldattal elkeverve (2 mM MES (pH 5,7),
154 mM NaCl, 125 mM CaClz, 5 mM KCI), a protoplasztok a mikrocentrifugacsé aljan
tilepednek Ki. Szintén 20-50 ul a Sigma enzimeknél is hasznalt enzim mentes enzimoldatban

vettiik fel a protoplasztokat.

4.4 DAF-FM DA festés

A kloroplasztisz- és protoplaszt-festéseket egyarant 500 ul végtérfogatban végeztik. A
festek higitasat illetve a mosasi 1épéseket, kloroplasztiszok esetében az izoldlasnal leirt
mosooldattal, protoplasztok esetén pedig az enzim mentes enzim pufferrel végeztik. A
festdoldat 5 mM 4-amino-5-metilamino-2’',7'-difluorofluoreszcein-diacetatot (DAF-FM DA)
(Sigma, D2321) tartalmazott. 20 perces inkubalas utan a kloroplasztiszokat ill. protoplasztokat

az izolalasi 1épéseknél feltiintetett centrifugalasi beallitasok mellett 3x mostuk.

4.5 Mikroszkopos technikak

4.5.1 Fluoreszcens mikroszkopia

A képeket Spot 7.4 Slider kameraval felszerelt Nikon Eclipse 80i epifluoreszcens
mikroszkop segitségével készitettilk. Az Gsszehasonlithatosdg végett minden mintat adott

nagyitason azonos expozicios iddvel fotoztunk. A képek 10x, és 40x nagyitas mellett késziiltek

FITC (475-35 EX, 530-43 Em) ill., Cy5 HYQ (590-650 Ex, 663-738 Em) sziiréket hasznalva.
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4.5.2 Konfokalis 1ézer-fluoreszcens mikroszképia

A konfokalis mikroszkdpi képekhez Leica SP8 tipusu konfokalis pasztazé mikroszkopot
hasznaltunk. A festett protoplasztokat 0,4 M szacharozt és 4% paraformaldehidet tartalmazo
PBS (37 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPOg4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) pufferben 20
percig fixaltuk, majd kétszer mostuk PBS-el. Ezt kdvetéen a mintakat ProLong Diamonddal
fedtik (ThermoFisher, P36961). A DAF-FM DA-t 488 nm, a klorofillokat 638 nm
hullamhosszon gerjesztettiik, elobbit 510-535, utobbit 650-690 nm-en detektaltuk.

4.6 Poliakrialamid gélelektroforézis és western blott

A levélmintakat 10 percig jégen szollubilizaltuk (62,5 mM Tris—HCI, pH 6,8, 2% (m/V)
SDS, 10% (V/V) glicerin and 0,001% (m/V) bromfenolkék), majd 10-18%-0s gradiens
poliakrilamid gélen valasztottuk el 6ket Laemmli (1970) mddszere alapjan. Az elvalasztott
fehérjéket nitrocelluléz membranra transzferaltuk (Amersham™ Protran™ premium 0,2 um
NCQ). A transzfert 16 6ran at, 30 V-on, 4 °C-on végeztiik, az alabbi puffer 6sszetétel mellett: 25
mM Trisz, pH 8,3, 192 mM glicin, 20% (V/V) metanol, és 0,02% (m/V) SDS. A blokkolast 5%
tejporral végeztiik, elsédleges antitesttel (anti-nitro-tirozin, Sigma: N0409) 4 o6ran at, a
masodlagos antitesttel (alkalikus foszfataz konjugalt anti-nyual, Sigma: A3687) 1 6ran at
inkubaltuk. Az el6hivast 0,1 M Trisz-HCI, 0,001 M MgCl., pH 9 pufferben végeztiik, ami 0,4
mg mlIt NBT-t és 0,2 mg ml* BCiP-t tartalmazott.
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5 Eredmények

Az epifluoreszcens mikroszkoppal készitett felvételek alapjan a DAF-FM DA
fluoreszcencia a Cd-kezelt (3. abra J-L) és a vasmegvonassal kezelt mintakban (3. abra D-F) a
legerételjesebb. Mindezek alapjan a kloroplasztiszok az izolalas, de foleg a DAF-FM DA
festést kovetd mosasi 1épések soran sériilhettek. A lathaté fényben késziilt képeken jol
latszodik, hogy sok a sériilt Kloroplasztisz, ami befolyasolhatja a DAF-FM DA festék felvételét

¢s feltehetden a NO-termelést is, ezért a tovabbiakban attértiink protoplaszt vizsgalatra.

3. abra Kloroplasztiszok fénymikroszkopban (bal), DAF-FM DA-val festve epifluoreszcens
mikroszkopban (kozép) és a két kép illesztése (jobb). A-C: kontroll, D-F: vashianyos, G-I: cink

kezelt, J-L: kadmium kezelt mintak.
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A 4. és 5. abran az egyes mintakban fest6dott kloroplasztiszok szama és az Osszes
Kloroplasztiszhoz viszonyitott aranya lathatd. Megallapithato, hogy a vashianyos és a kadmium
kezelt mintaknal festddik a legtobb kloroplasztisz és az 6sszes kloroplasztiszhoz viszonyitott

arany is e mintaknal volt a legnagyobb.

m Ossz plasztisz ~ m Fest8dott plasztisz

180 - 170
160 A
140 A

139 132
1112
5 2
Ko dFe Zn+ Cd+

4. abra Festodott kloroplasztiszok szama és az osssz kloroplasztiszok szama egy mikroszkopi
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Festodott és 0ssz plasztiszok szama

o

felvételen. (darabszam/0,063 mm?). Ko: kontroll, dFe: vashianyos minta, Zn+: cink kezelt

minta, Cd+: kadmium kezelt minta
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5. abra Festodott kloroplasztiszok szazalékos aranya az ossz kloroplasztisz darabszamhoz
viszonyitva egy mikroszkopi felvételen. Ko: kontroll, dFe: vashianyos minta, Zn+: cink kezelt

minta, Cd+: kadmium kezelt minta

A tovabbiakban a kadmium kezelt mintat +Cd-nek, a cink kezelt mintat +Zn-nek, a kontroll
mintdt Ko-nak, a vashidnyos mintat dFe-nek fogom roviditeni. A protoplasztokon a
Kloroplasztiszokhoz hasonld eredményt kaptunk, jol latszodik 10x-Szeres nagyitason, 900
msec-os expozicids idével, hogy a +Cd minta (6.D abra) és a dFe minta (6.B abra) nagyobb

mennyiségben tartalmazott NO-t, mint a Ko minta (A). A +Zn minta (C) esetén, az abran lathato
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felvételhez hasonldé eredményeket kaptunk. A kontrollhoz viszonyitva nem allapithaté meg

biztosan, hogy tobb vagy kevesebb NO-t tartalmaz.

6. abra Protoplasztok DAF-FM DA-val festve, epifluoreszcens mikroszkopbanlOx nagyitdason

A: Kontroll minta; B Vashianyos minta, C: Cink kezelt minta, D: Kadmium kezelt minta

A protoplasztokat 10x-es nagyitasu felvételeken denzitometraltuk Phronetix program
segitségével és az atlagot és a szorast a kovetkezd abréan illusztraltuk. A +Cd és a dFe
egymashoz képest nem, de a Ko és +Zn mintakhoz képest szignifikdnsan eltér. A Ko €s +Zn

mintkdk egymashoz viszonyitva nem térnek el egymastol, tehat a +Cd és a vashidnyos mintak
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erésebb  NO  jelleget —mutatnak, mint a +Zn vagy a Ko  minta.

30000

25000

20000

15000 -

10000 A

5000 A

Protoplasztok DAF-FM pixel intenzitas
denzitasa (protoplaszt™)

Ctrl dFe Zn Cd

7. dbra Protoplasztok DAF-FM floureszencia pixel intenzitis denzitometrdilasa ldathato a
grafikonon. Az egyes protoplasztok pixel intenzitds csiicsait mértiik. (protoplaszt™®). Ctrl:

kontroll, dFe: vashianyos minta, Zn: cink kezelt minta, Cd: kadmium kezelt minta

40-szeres nagyitason készilt képeken (8. abra), lathato, hogy a NO jelenlétét jelz6 zold
fluoreszcencia diffuzan jelenik meg a protoplasztok citoplazmdjaban, de ugy tiinik, hogy a
plasztiszokban vagy azok kozvetlen kornyékén (vo.: fluoreszcens mikroszkopiai és lathatod
fényben késziilt képeket) erésebb a NO-ra utalo jel. A cink kezelt minta tovabbra sem mutatott

konzekvens eredményeket a kontroll mintdhoz viszonyitva.
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8. abra Protoplasztok DAF-FM DA-val festve 40x nagyitdason epifluoreszcens mikroszkopban
(fluo) és lathato fényben (f.fény). A A: Kontroll fluo; B: Kontrol f.fény és fluo kompozit; C:

Vashianyos fluo; D: Vashianyos f.fény és fluo kompozit; E: Cink kezelt.
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Azért, hogy a mezofillum sejtjeit tudjuk vizsgalni él6 szovetben, ezért levélkorongokat
festettiink DAF-FM-el, majd ezeket epifluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Szintén a +Cd

¢s a dFe mintak mutatjak erdteljesebben a NO szignalt.

E— —
100 pym 100 pm

9. dbra Levélkorongok DAF-FM-el festve, Ko: kontroll minta; dFe: vashianyos minta, Zn:

cink kezelt minta; Cd: kadmium kezelt minta.

Pontosabb NO lokalizacié érdekében, konfokalis 1ézer pasztazé mikroszkoppal is
készitettiink képeket. A 10. abran lathatd felvételek alapjan, a vordssel jeldlt klorofill
autofluoreszencia é¢s a DAF-FM DA festddés nem fed at, tehat feltételezhetd, hogy a stressz
hatéséara keletkez6 NO nem tilakoidokban vagy kozvetlen kozeliikben talalhato. A klorofill
fluoreszcencia alapjan lathato, hogy a +Zn ndvények tilakoid ultrastruktiaraja nem tér el nagyon
a Ko-tol, mig a vashianyos novénynek sokkal kisebb plasztiszai vannak, a +Cd mintaban pedig
elszortan, joval kevésbé organizaltan jelenik meg a klorofill autofluoreszcencia, feltételezhetd,

hogy a fénygytijté apparatus roncsoldédott kadmium hatasara.

25



DAF-FM DA Klorofill DAF-FM DA
+ Klorofill

10. abra Protoplasztok DAF-FM DA-val festve és klorofill autofluoreszencia. Ko: Kontroll;

dFe: vashidnyos minta; +Zn; cink kezelt minta,; +Cd: kadmium kezelt minta.




1. tabldzat: Az izolalas sordn hasznalt enzimmennyiségek pmol ml? egységre szamitva a

kovetkezd tablazat tartalmazza.

Az enzim neve:

Sigma cellulaz
Sigma pektinaz

Sigma hemicellulaz

Serva cellulaz

Serva

(Serva
pektinaz

macerozyme
Serva )

enzim
hemicellulaz

koktél egyes
Serva o

enzimei)
cellulaz

Hasznalt
Kkoncentracio

(m/V%)
3,7

3,7

3,7

0,5

0,5

0,5

Unit egysége
(umol mgth)

30

0,026

60

30

0,25

ml egységre
vetitve (umol ml
1h1)

148

1110

1200

150

1,25

30

A kisérlet soran a NO egy fontos hatdsat, a tirozin-nitraciot is vizsgaltuk, mint poszt-

transzlacids szabalyozo folyamat. Nitro-tirozin antitest segitségével, western blott technikaval

készitettiik a felvételeket. A 11. abra bal oldalan Ponceau festéssel a membranra transzferalt

fehérjék latszédnak, mig a jobb oldalon anti-nitrotirozinnal jel6l6dd nitralt fehérjék

figyelhetdek meg. A Zn kezelt mintan figyelheté meg a legerdteljesebb festddés, ami azt

mutatja, hogy a Zn kezelés kovetkeztében nagy mértéki tirozin-nitracié kovetkezik be. A Zn

kezelt mintdban 13 fehérje savot tudunk elkiiloniteni, amely a tobbi mintaban kevésbé

jelolodott. Tovabbi vizsgalatok nélkiil, csak a ndvényi szervezetekben eléforduld legnagyobb

mennyiségii fehérjét lehet azonositani, amely a RuBisCO (11. abra 6-o0s nyil).
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11. dbra Bal oldalt Ponceau festéssel a membranra transzferalt fehérjék, jobb oldalt az anti-
nitro-tirozin jelolés lathato. Az egyes abrdkon balrdl jobbra haladva: +Cd minta; +Zn minta;

dFe minta; Ko minta, létra.
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6 Diszkusszio

A kloroplasztiszokban lathatd nitrogén-monoxid jel a vizsgélataink sordn nem mutatott
konzekvens eredményeket cink kezelt és kontroll esetén, kadmium kezelt és vashidnyos minta
esetén erdsebb jelet kaptunk a tobbi mintdhoz viszonyitva. A cink kezeltbdl izolalt
Kloroplasztiszoknal a NO jelleg nem mutatott konzekvens eredményeket a kontroll mintdhoz
viszonyitva. Mindezek mellett az egyes mintdkon beliil sem volt egységes a kloroplasztiszok
festodése, gyengén €s erdsen festddd kloroplasztiszok egyarant lathatdak voltak a mintakban.
plasztiszok intaktsdga vegyes, ami szintén befolyéasolhatja az eredményeket. Megfigyelhetd
volt, hogy a plasztiszok csak kevés hanyada adott jelet a kontroll és a cink kezelt mintadkban,
vashiany-, legfoképp azok, melyek mar az intaktsagukat elveszitették. Ezt az ellentmondasos
eredményt valoszintisithetd, hogy az izolalas soran ért stressz miatt bekovetkezett NO-termelés
okozhatta egy bizonyos részben. Azonban a hipotézisiinket, miszerint a vashianyos és a
kadmium kezelt mintdk erdsebben festddnek, a kloroplasztiszok festddése is mutathatja,
ugyanis a fest6dott kloroplasztiszok aranya az 6ssz kloroplasztiszhoz képest is ebben a két

mintaban volt a legmagasabb.

Azért, hogy a sejtben bekovetkezett NO szignal valtozasokat is figyelemmel tudjuk kisérni,
a vizsgalataink a sejtfal nélkiili mezofillum sejtekre irdnyultak. Az izolalt protoplasztok tobb
ideig megorzik épségiiket, mint az izolalt kloroplasztiszok, igy a protoplasztok miatt
konzekvensebb eredményeket vartunk. Eleinte Sigma-s enzimekkel dolgoztunk a
szakirodalomban talalt protokolloknak megfeleléen 16 oras inkubalasi idOvel. Azonban a
protoplasztok épsége €s slirlisége izolalasonként eltérd volt. Az izolalo oldat tartalmazott DTT-
t és PVP-t hiszen ezeket a vashianyos névények protoplaszt izolalasanal Gonzalez-Vallejo és
mtsai. 2000-ben a nélkiilozhetetlen Gsszetevonek irtak le az enzimoldatban. Mar 1980-ban
Schmidt és Poole vizsgélata soran kidertilt, hogy a DTT alkalmazésa nélkiil a protplaszt stirtiség
korantsem akkora, mint DTT-vel vald izoladlas soran. Ezt kovetden valtottunk Servas
enzimekre, amely soran az egész ¢éjszakds emésztés kovetkeztében a cink kezelt mintdkat
leszamitva kevés ép, gdmbdlyded, homogén plasztiszokkal rendelkezé protoplasztot tudtunk
izolalni. Mig a kordbbi modszerrel rendszerint alacsony sejtstirliségli €s rossz intaktsagu
protoplasztokat izolaltunk cink kezelt ndvényekbdl, addig az ij mddszerrel intakt és magasabb

denzitasu protoplaszt szuszpenziot tudtunk izolalni. Ennek héatterében az allhat, hogy a
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fémtobbletet tartalmazoé ndvények sejtfalaiba berakodnak a fémek, ezéltal feltételezhetden a
fémfelvétel kovetkeztében kialakuld sejtfalvastagodast, ami példaul gyokerekben gatolja a
tovabbi fémfelvételt. Tovabba a Zn bizonyos szinten képes gatolni a cellulaz mukodését
(Eryavuz és mtsai. 2009) Teszteltiik a rovidebb (3-4 6réds) enzimes emésztés hatasat is, a cink
kezelt minta kivételével intakt és megfelel6 denzitast protoplaszt szuszpenzidt kaptunk, mig 3
ora alatt a cink kezelt novények leveleibdl elenyészo, a vizsgalatokhoz messze nem elegendo
mennyiségii protoplaszt szabadult ki. Az 1. tablazatban lathato az izolalo enzimek aktivitasanak
Osszehasonlitasa, melybdl kidertil, hogy a két modszer kozott a cellulaz és pektinaz egymashoz
Viszonyitott aranya jelentdsen eltér. Mivel a Serva enzimoldatban kevesebb pektindz volt, ezért
feltételezhetd, hogy a cink kezelt mezofillum sejtekben tobb pektin talalhato. A cink kezelt
cukorrépa levelei keményebbek is voltak a tobbi ndvényhez képest. A tovabbiakban tervezziik,
hogy a cink kezelt mintdkat vagy magasabb enzim mennyiséggel vagy hosszabb ideig

inkubaljuk mint a tobbi kezelés novényeit.

Tewari ¢és mtsai. (2012) vizsgalatai alapjan viszont nem kizérhato, hogy a
nehézfémkezeléstol fliggetlen, atipikus NO termelést is kimutattunk, ugyanis a protoplaszt
izolalds soran is éri stresz a sejteket, tehat az izoldlds utdni mikroszkopos vizsgélatok a
nehézfémstressz altali NO termelés mellett, az i1zolalas miatti NO termelést 1s megjelenitik.
Véleménylink szerint, mivel mindegyik mintat azonos modszerrel izolaltuk, ezért a mintakon
megjelend izolalasbol szarmazoé tobblet NO azonos mennyiségili lehet minden egyes mintan,

ezért a nehézfém-stresszek osszehasonlitasara alkalmas lehet a modszer.

A protoplasztalasi folyamat esetleges NO termelést befolyasolo hatasat kizarva szeretnénk
tanulmanyozni a nativ NO termelést is, ehhez még ki kell dolgoznunk annak a médszerét, hogy
hogy tudunk kellden vékony intakt mezofillum mintékat eldallitani, megfesteni és konfokalis
lézer pasztazd mikroszkdpban vizsgdlni. Tovabba Tewari és mtsai. (2012) eredménye alapjan
az izolalt protoplasztokat megfeleld taptalajon fenntartva 1-2 napig, az izolalasbol szarmazo
tobblet NO elbomlana és abban az esetben csak a nehézfémstressz altali NO maradna.
Amennyiben csak kontroll novénybdl izolalnank protoplasztot, majd szintén 1-2 napig
fenntartva taptalajon és utana kapnanak nehézfémkezelést a sejtek, akkor egyszeriibben, akar a
kezeléstdl szamitva, adott idékozonként véve mintakat lehetne mikroszkopi vizsgalatokat

végezni.
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A 6. ¢és 8. szamu fluoreszcens mikroszkopi abrakon egyértelmiien latszodik, hogy a
kadmium kezelt és a vashidnyos mintdkban jelentésen erdsebb a NO szignal, mint a kontroll
novényben. Kezelést 4 leveles allapotban kaptak a novények, az izolalas pedig a kezelést kovetd
masodik héten végeztiik, tehat a nehézfém- vagy vashidny stressz megjelenése és az izolalas
kozott sok 1d0 telt el. A fentebbi eredmény, tehat 6sszhangban van korabbi eredményekkel (Xu
¢és mtsai. 2010, Besson-Bard és mtsai. 2009), miszerint a nehézfém kezeléstél szamitott 1-2
napon tal mar a vashidny altali NO termelés veszi at a szerepet. Ezért a vashidnyos ¢és
kadmiummal kezelt mintaknal hasonl6 NO mintazatot kell latnunk. Az egy szempontos
varianciaanalizis és a Tukey-Kramer statisztikai tesztek kimutattak, hogy a kadmium kezelt és
vashianyos mintadk NO jellege szignifikansan eltér a kontrol ndvény NO jellegéhez képest, de
a cink kezelt mintaknal nem allapithatd meg kiilonbség (7. abra). Az adatok szorasa nagyon
magas, ami a festés és a mérés nem kvantitativ voltabol ered, ugyanis a festék fluoreszencidja
a festék sejt béli elhelyezkedésének a fiiggvényében valtozhat, ami szorddast okoz. Tehat a
modszer sszehasonlitasra alkalmazhatd, de kvantitativ mérésre nem. A szorast a tovabbiakban
is szeretnénk csokkenteni a mintaszdm novelésével. A szakirodalmi eredmények alapjan (Wang
¢és mtsai. 2009, Xu és mtsai. 2010) cinkkel kezelt nGvény esetében is a vashidnyos mintdhoz
kellene hasonlitania, azonban a hajtasban, a gyokérrel ellentétben, elegend6 vas talalhato, ami
feltehetden nem inditja el, a vashiany szignalként mikddé NO termelését. Sagardoy és mtsai.
2009-es cikkében leirtak, hogy cink kezelés kovetkeztében, csak enyhe vasszint csokkenést
tapasztaltak a kontroll novényhez képest, tehat egy nagyon enyhe NO szignal feltételezhet6 a
vashidny kovetkeztében, ezért sem lathatunk egyértelmli NO szignal valtozast. Tovabba
Shinozaki és Yoshimoto (2021) modellje szerint, a vas és cink haztartds szoros kapcsolatban
van, cink hidny esetén a ndvények tobb vasat vesznek fel, cink tobblet esetén viszont a
vasfelvétel gatolt, a novény pedig autofagia révén reciklizalja a hidnyzo6 vasat vagy cinket. A
cink kezelés alatt n6tt cukorrépa levelek igen kis feliiletliek, nem sokkal nagyobbak, mint az
eldnevelés alatt kifejlodott négy levél, szemben a tobbi kezeléssel, ahol a kezelés alatt fejlodott
levelek mérete az elsd levelek méretének tobbszorose. Megfigyeléseink alapjan, a cink kezelt
novényekben a kezelés elott fejlodott levelek igen hamar elhalnak, feltételezhetd, hogy az
elénevelés alatt kapott vasat transzlokélja az Gjonnan névekvd levelekbe, igy fenntartva azon

¢lettani folyamatokat, amelyekhez sziikséges a vas.

Az eddigi vizsgalatainkat is aldtdmasztja a mezofillumrol késziilt dbra, ugyanis lathato,
hogy a dFe és a +Cd mintak erdteljesebbek a masik két mintdnal. Tovabbiakban szeretnénk

metszetet is késziteni a mintdkbol. Leginkabb a szallitonyalab sejtjei, a szorsejtek és a sztoma
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zardsejtjei halmoznak fel NO-ot. Korabban Besson-Bard és mtsai. (2009.) is arra jutottak, hogy
a sztoma sejtjei és a felszini szorsejtek halmoznak fel leginkabb NO-t és ezek azok a sejtek
melyek eldszeretettel halmoznak fel kadmiumot is. Ez 6sszhangban van Gould és mtsai. (2003.)
eredményeivel, ugyanis homérsékleti- és sé stresszre szintén a szdrsejtekben €és a sztoma
sejtekben volt jelentés NO termelés. A konfokalis mikroszkopi felvételeket tartalmazo 10.
abran, amennyiben a vords szind klorofill autofluoreszencia és a zold DAF-FM DA jel atfed,
akkor sarga jelet kéne kapnunk. Azonban a konfokalis felvételeken jol latszodik, hogy nincs
sarga jel. Tehat a kloroplasztiszok tilakoid rendszerének kozvetlen kozelében nem talalhatod
NO. Mivel a kisebb nagyitast képeken azt latjuk, hogy a plasztiszok kdzelében van erételjesebb
NO festodést, ezért tovabbra is kérdéses, hogy pontosan hol lokalizalhato NO.

A gélelektroforézis utan készitett Ponceau fehérjefestékkel megfestett abran (11. abra)
lathatd, hogy azonos mennyiségii fehérjét futtatunk a gélen. A +Zn minta esetében (balrol a
masodik) a RuBisCO nem olyan erds a Ponceau festésnél, mivel a Zn kezelt ndvényekbdl az
izolalt kloroplasztiszok kevésbé voltak intaktak a tobbi izolalashoz képest. A blott-on
egyértelmiien latszodik, hogy a +Zn minta esetében a legerdteljesebb a tirozin-nitracid. A
RuBisCO képes tirozin-nitralddni és a +Zn mintdnal a RuBisCO vonala nagyon erds jelet ad.
A 13 bejeldlt fehérje savbol a RuBisCO-n kivill més fehérjét nem tudtunk beazonositani.
Példaul egy savban tobb fehérje is lehet, ezért terveziink Blue Nativ elvalasztast vagy
izoelektromospont fokuszalast végezni az SDS gélelektroforézis eldtt, majd anti-nitro-tirozin
festést kovetden a jelolodott fehérjéket szekvenalnank és azonositanank. A Zn kezelés alacsony
NO szintjét egyrészrél az okozhatja, hogy a mezofillum sejtek citoplazmaja nem nagy
mértékben vashidnyos, ezéaltal a vashidny szignalnak gondolt NO szintje kevésbé fog
emelkedni. Masrészt a +Zn mintdban észleltiik a legnagyobb mennyiségii tirozin-nitraciot, tehat
a termel6dé NO a tirozin-nitracioban vesz részt, igy a DAF-FM-el nem tudjuk a tirozin-
nitracidban részt vevé NO-t detektalni. Mivel a tirozin-nitraciéo gatolja az antioxidativ
enzimeket €és a Zn kezelt mintdban észleltiik a legmagasabb tirozin-nitraciot, ezért feltehetden
ugyanis a Zn kezelt novényeknek kisméretieck a levelei és korai szeneszcencia is
megfigyelhetd. A tirozin-nitracio gatolja a nitrat-reduktaz aktivitasat (Corpas és mtsai. 2021),
amely két héttel a kezelés utan a legfébb NO termelddési utvonal lehet (Xu és mtsai. 2010),
tehat egy esetleges feedback gatlas miatt is nem latunk megnovekedett NO jelet a Zn kezelt
mintadban. A tobbi mintaban nem észlelhetd kiilonbség a Ko mintahoz képest tirozin-nitraciot

illetéen.
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» Vashiany hajtasban és a gyokérben
» Vasfelvételi gének atirodasanak
serkentodése

» A plasztiszokban van* Csak a hajtasban van vashiany
vashiany » Vashianyhoz hasonlo NO
» Redukalo er6 hianya  termelés

12. dbra Osszefoglalé dbra az eredményeinkrél az irodalmi bevezetével kiegészitve. A
protoplaszton beliili egyes plasztiszok szinének erossége a DAF-FM jel erdsségére utal. Ko:
kontroll, dFe: vashianyos minta, Zn+: cink kezelt minta, Cd+: kadmium kezelt minta, Forras:

sajat abra
7 Osszefoglalas

Kisérleteim sordn vashidny, cink és kadmium kezelés hatdsat vizsgéltam izolalt
Kloroplasztiszokon és protoplasztokon. A NO leginkabb kadmium és vasmegvonassal kezelt
novények esetében mutatott magas szintet. Kezeléstél szamitott tobb nap utan mind a cink,
mind a kadmium stressz kdvetkeztében vashiany alakul ki, amely leginkabb felelds lehet a NO
termeléséért hosszabb tavon. A NO szintje az egyes kezelések kovetkeztében eltérd volt, ami
feltehet6en a novények kiilonb6zé mértékii vashianyabol fakad. A plasztiszok téredékében volt
lathato NO jel, ami 6sszhangban van a konfokalis felvételekkel, miszerint a tilakoid kozvetlen
kozelében NO nem lokalizalhatd. A kezelések hatasara a sejtfal dsszetétel is megvaltozik, mert
mas-mas enzim Osszetételli oldatokban kiilonbozd inkubaldsi idOkkel emésztdédnek a
mezofillum sejtek. Ez leginkdbb a cink kezelt minta esetében volt megfigyelhetd, ugyanis

magas pektinaz tartalmua oldatban gyorsabban emésztodtek a sejtek.
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8 Szerzoi hozzajarulas

A novénynevelést, kloroplasztisz-izolalat, protoplaszt-izolalast, festést, epifluoreszcens
mikroszképi munkat én végeztem Zelenyanszki Helga feliigyelete alatt. A konfokalis
1ézermikroszkopi képeket dr. Visnovitz Tamas ill. Koncz Anna készitette. A gélelektroforézist

¢s a western blottot Zelenyanszki Helga végezte.
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