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BEVEZETES

Az 1980-as évek elejéig a nitrogén oxid bioldgiai jelentdségérél nem voltak
informacidink. Az azdta eltelt 30 évben bebizonyosodott, hogy az NO
novényekben olyan kiilonbozd fiziologiai folyamatokban miikddik kozre, mint a
betegségek elleni védekezés és az abiotikus stresszre adott valasz kialakitasa, a
sejthalal és az oOregedés (szeneszcencia) folyamatai. Fejlodési regulatorként
szerepe van tovabba a gyokér fejlddésében, a csirdzasban és a kiillonbozo
hormon valaszok 0sszehangolasaban. Ezen utobbi megfigyelések alapjan arra
kovetkeztethetiink, hogy az NO kozvetlen vagy kozvetett mddon befolyasolja a
sejtelongacidt €s a sejtosztodast, e két a novényi morfogenézist alapvetden
meghatidroz6 folyamatot. Habar az NO jelatviteli ut és a sejt osztdédasat és
megalapozott, novényekben azonban egyaltalan nem tisztdzott az NO

sejtciklusra gyakorolt hatésa.

CELKITUZESEK

Munkéank sordn arra voltunk kivancsiak, hogy a nitrogén oxid, mint egy
novekedési €s fejlédési regulator,

e r1észt vesz-e¢ a novényi sejtek osztodasdnak szabalyozasaban €s

e van-e szerepe a szomatikus embriogenézis folyamatdnak elinditdsaban.
Ehhez két kisérleti megkdzelitést hasznaltunk. A lucerna (Medicago sativa ssp.
varia A2) levélsejtekbdl izolalt protoplasztok tenyészetét, ahol a sejtosztddas
reaktivacidja és a szomatikus embriogenézis elsod 1épései jol tanulmanyozhatok
¢s egy folytonosan osztodo dedifferencidlt sejtkultarat, amely kivaldéan alkalmas

a sejtciklus nyomonkdvetésére.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

Novénvi technikak:

Lucerna (Medicago sativa ssp. varia A2) levélprotoplaszt izolalasa és
tenyésztese

Lucerna (Medicago sativa ssp. varia A2) gyokér eredetii kalluszszovetbol
szdrmaz6 szuszpenzio sejtkultira szinkronizaldsa kettds foszfat ¢heztetéssel

Citologiai modszerek:

crer

osztddasanak meghatarozasa

Az S fazis ardnyanak megallapitasa BrdU (brém-deoxi-uridin) sejtmagi DNS-be
torténd beépiilésének immunocitologiai kimutatisa

Aramlasos citometria

Az NO fluoreszcens kimutatdsa DAF-2 DA-val (4,5-diaminofluoreszcein
diacetat)

Fehérje vizsgalati modszerek:

Fehérje extrakci6 és immunoblot
CDK aktivitds meghatarozasa
Génexpresszids vizsgalatok:

RNS izolalas és RT-PCR analizis

EREDMENYEK

A sejtosztddas és a differenciacié tanulmanyozasanak egyik legjobb in vitro
kisérleti rendszere, a sejtfal nélkiili egyedi névényi sejtek pl. a levélszovetbol
1zolalt protoplasztok szintetikus taptalajban tenyésztett sejtkultirdja. Noha a
protoplaszt izoldlds sordn a sejtek kétség kiviil nagyfoku sressznek vannak
kitéve, kisérleti bizonyitékok demonstraljak, hogy a megfeleléen kezelt
protoplasztok gyorsan visszanyerik az ép sejtekre jellemzd tulajdonsagokat ¢€s
hasonloképpen reagélnak a hormonalis és stresszhatasokra, mint teszik azt intakt

tarsaik.



Kisérleteink sordn a taptalajhoz adagolt kémiai agenssekkel, nitrogén oxid
donorokkal (pl. SNP, SNAP), nitrogén oxid szintdz (NOS) inhibitorral (pl. L-
NMMA) és a nitrogén oxidot megkotd, un. ,,NO fogd” (pl. PTIO) vegyiiletekkel

crer

I. Az NO hatasa novényi sejtek osztodasanak szabalyozasara.

Kisérleti eredményeink alapjan, miszerint a NOS inhibitor L-NMMA ¢és az NO
fogd PTIO csokkentette, az NO donor SNP és tarsai pedig serkentették a lucerna
protoplaszt eredetli sejtek S fazis frekvencidjat és osztodasat, elmondhato, hogy
osztddasdhoz vezetd jelatviteli kaszkddban. A fenti hatds hatarozottan NO
dependens, hisz az L-NMMA gatolt BrdU beépiilés ¢és a Medsa;CDKA;1,2 kinaz
aktivitds csokkenése SNP kezeléssel revertalhatd. Az SNP hatdsa koncentracio
fiiggd, 1 és 10 uM eldsegiti, mig 100 uM mar gatolja a DNS replikaciojat.

A NOS inhibitor L-NMMA-val végzett kezelés tanulsadga szerint, csak a harom
naposndl fiatalabb protoplaszt eredetii sejtek voltak érzékenyek a NOS inhibitor
jelenlétére. Ezeknek a sejteknek a kezelése a sejtciklus S-fazisdba vald belépést
késleltette.

Ahogy az L-NMMA nem befolyésolta a harom napndl idésebb levélprotoplaszt
eredetli sejtek sejtciklus progresszidjat, gy a folytosan osztddd ugyanazon
lucerna genotipusbdl szarmazd sejtszuszpenzidét sem, de késleltette a
fosztatéheztetett és a stacionarius (11 napos) allapotban 1évd sejtek sejtciklusba
valo belépését. 10 és 100 uM SNP sem befolyasolta a lucerna szuszpenzidsejtek
sejtciklus progressziojat. Ugyanakkor a sejtek NO érzékenységét (100 uM SNP)
vaséheztetett sejtkultiraban a ferritin fehérje felhalmozodaséaval bizonyitani
tudtuk, tehat az NO-ra kapott sejtciklus valasz hidnya nem a sejtek altalanos NO
inszenzivitasanak a kdvetkezménye.

A protoplaszt eredetli sejtek L-NMMA ¢és SNP kezelésre adott exogén auxin
koncentraciotdl fiiggd reakcidja és a megtigyelés, miszerint auxin hianyaban az

SNP nem képes eldsegiteni a protoplaszt eredetli sejtek osztddasat, arra enged
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kovetkeztetni, hogy az NO megvaltoztatja a sejtek auxin érzékenységét vagy/és
részt vesz az auxin indukalt folyamatokban. Ezen feltételezésiinket tdmasztja ala
kisérleti eredménylink, miszerint az NO donor SNP-nek az auxin regulalt Aux28
gén (melynek terméke az auxin valaszban résztvevo gének kifejezddését gatolja)

relativ expressziojara negativ hatdsa van lucerna protoplaszt eredetii sejtekben.

Az NO novényi sejtek osztodasara kifejtett hatadsat az alabbiakban foglalhatjuk

0ssze:

1. NO donorok, meghatarozott koncentracidéban, exogén auxin koncentracio

fliggd moddon segitik eld lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtek

s

2. Az NO befolyasolja az auxin jelatviteli utat.

3. A NOS gatlészer (L-NMMA) késlelteti a lucerna levélprotoplaszt eredetli

sejtek sejtciklusanak aktivaciojat, de annak progressziojat nem.

4. A sejtciklus aktivaciojanak lucerna levéleredetli sejtekben van egy NO
érzékeny szakasza, mely valoszintileg egy NOS-szer(i enzim aktivitdsdhoz

kotheto.

5. NO donorok nem befolyasoljak az exponencialisan o0sztéd6 lucerna
sejtkultara sejtciklusdnak progressziojat, holott azok reagalnak a NO

kezelésre (ferritin).

I1. Az NO szerepe a szomatikus embriogenézis folyamataban.

Az MsSERK1 gén a répa és az Arabidopsis SERK gén lucerna ortologja ¢€s a
szomatikus valamint a zigotikus embriogenézisben vesz részt. A SERK gén

expresszigjat alapvetéen embriogén markernek vélik, habar az auxin indukalta
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gyokérképzddésben is szerepe van, ezért inkabb morfogén, mint embriogén
markernek tekintheto.

Az NO donor SNP kezelés hatasara alacsony (1 puM) 2,4-D jelenlétében
embriogén tipust sejtek jelentek meg a taptalajban, olyanok, amilyenek magas
(10 uM) 2,4-D hatésara képzoédtek volna. Az MSSERK1 gén erds kifejezddése és
a sejtek tovabbi fejlodése szomatikus embriok kialakuldsahoz vezetett.

A NOS inhibitor L-NMMA jelenlétében még magas (10 uM) 2,4-D hatésara is
elongalt, vakuolizalt sejtek jelenlétét detektaltuk. Az embriogén sejtek
kialakulasat azonban az L-NMMA nem blokkolta, inkabb lassitotta, amit a

SERK gén kifejezddése ill. a sejtek tovabbi fejlddése 1s alatdmasztott.

Az NO szomatikus embriogenézisre kifejtett hatasat az alabbiakban foglalhatjuk

o0ssze:

1. Az NO részt vesz a 2,4-D indukdlt embriogén sejtcsoportok

kialakitasaban.

2. Az NO-nak (auxin fliggd modon) sejtsors meghatdrozd szerepe van

lucernaban.

Eredményeink tiikrében kijelenthetd, hogy a nitrogén oxid eldsegiti a lucerna
protoplasztok auxin-indukalt sejtosztédasanak aktivalodasat és stimuldlja az
embriogén sejtcsoportok kialakuldsat. Tudomasunk szerint ndvényekben ez az
els6 olyan értekezés, mely kisérletekkel alatdmasztva igazolja az NO kapcsolatat

a sejtosztodas ill. a sejtdifferenciacio szabalyozasaval.
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