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BEVEZETES ES CELKITUZES

A nitrogén-monoxid (NO) szabadgyok apolaros, gaz halmazallapota
molekula, mely a névényekben tobbféle enzimatikus folyamatban, valamint
nem enzimatikus uton is képzddik. Sokrétd élettani szerepét noévényekben
tudomanyos koézlemények sora bizonyitja, melyek nyoman ismert, hogy a NO
szerepet jatszik a novények legkiilonfélébb anyagcsere- és felj6dési
folyamataiban, valamint az egyes biotikus stresszorok elleni védekezési
reakci6kban és szamos abiotikus stresszvalaszban is.

A NO kis molekulatomege, rovid féléletideje és egyéb kémiai
tulajdonsagainak koszonhetden idealis jelatvivé molekula. Sokoldalusaganak
lényeges eleme, hogy kolcsonhat szamos  fontos  intracellularis
szignalmolekulaval, koztik a kalciummal, ugyanakkor koénnyen reagal
oxigénnel, hidrogén-peroxiddal, szuperoxidokkal, tiolcsoportokkal és atmeneti
fémekkel 1s. A fotoszintetikus és mitokondrialis elektrontranszportlanc egyes
komplexei kozott sok atmenetifém-tartalma fehérje talalhatd, és korabbi in
vitro valamint in vivo kutatasok bizonyitjak, hogy a NO hatast gyakorol a
novények fotoszintetikus apparatusara és folyamataira. Izolalt tilakoid
membranokon NO-gazzal végzett EPR és klorofill-a fluoreszcencia kisérletek
egyértelmlen kimutattak, hogy a NO a PSII t6bb pontjahoz reverzibilis médon
kotodve gatolja PSII elektronatadasi folyamatait. Izolalt kloroplasztiszokon
valamint intakt levelekben a kiilénb6z6 NO donormolekuldk azonban eltérd
modon befolyasoltak a fluoreszcencia indukciés paramétereket.

Ezt az ellentmondast részben az okozhatja, hogy a NO hatasanak
vizsgalatara igen gyakran alkalmazott NO donormolekuldk kémiai
tulajdonsagai, igy NO produkcidjuk kiilonbozik, s6t lebomlasuk soran mas
biologiai aktivitassal rendelkezd anyag is keletkezhet. Ugyanakkor a NO
pontos kvantifikalasa, kiillonésen in vivo igen nehéz feladat.

Munkank célja, hogy kiilénb6z6 NO donorok (SNAP, SNP és GSNO) és
NO akceptormolekulak (PTIO és Hb) alkalmazasaval vizsgaljuk az exogén NO
kezelés hatasat borso levélkorongok fotoszintetikus elektrontranszportjara. E
cél fontos része a NO fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasarol

sz0lo  ellentmondasos eredmények tisztazasa, és a NO in vivo
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hatasteriileteinek feltarasa fluoreszcencia indukciés mérések segitségével.
Célkitlizésink masik fontos része a NO PSI mikodésére gyakorolt esetleges
hatasanak vizsgalata a P700 abszorbciés tranziensek mérésével.

Vizsgalatainkkal az alabbi kérdésekre keresiink valaszt:

1, Méréseinkben alkalmazott NO  donorok eltér6 kémiail
tulajdonsagokkal rendelkeznek: van-e kiilonbség az egyes NO donorok NO
produkcidjaban? A képzddé NO-molekulan tul Dbefolyasoljak-e mérési
eredményeket az egyes donorok egyéb fotolitikus bomlastermékei, vagy maga

a NO oxidativ bomlastermékei (nitrit- és nitrationok)?

2, Tilakoid membranokon végzett EPR mérések igazoltak, hogy a NO
gatolja PSII elektronatadasi folyamatait az alabbi helyeken: a Qa és Qs
kotGhely kozott talalhaté nem-hem (II) vas, a vizbonté komplex melletti Yp:
tirozin gyok és a vizbonté komplex Mn-csoportja. Vajon ezek a hatasok és

céltertiiletek in vivo kérnyezetben is igazolhatok?

3, Az exogén NO fotoszintetikus paraméterekre gyakorolt hatasat tobb
NO donormolekulaval izolalt kloroplasztiszokon és intakt levelekben 1is
vizsgaltak: a SNAP tilakoid membranokban nem befolyasolja az F./Fn, értéket,
viszont csokkenti a fényindukalt ApH meértékét. Am intakt burgonya
levelekben az SNP csokkenti az Fv/Fn, értéket és nem befolyasolja a ApH-fliggd
NPQ mértékét. A kapott kiillonbségek mennyiben magyarazhatok az
alkalmazott NO donormolekuldk, és mennyiben a kisérleti elrendezés
kilonbségeivel? Milyen hatast gyakorol az exogén NO borsé levélkorongok

fotoszintetikus paramétereire?

4, A NO PSI elektronatadasi folyamataira gyakorolt hatasat eddig nem

vizsgaltak. Befolyasolja-e az exogén NO PSI fotoszintetikus elektronforgalmat?



ANYAGOK ES MODSZEREK

Novényi anyag: két hetes Pisum sativum L. cv Rajnai Toérpe névények

legfiatalabb, teljesen kiteriilt leveleib6l vagott 15 mm atmérdjd levélkorongok.

Kezelés: mérések el6tt a levélkorongokat Petri-csészébe helyeztiik és 2 6ran
keresztil inkubaltuk 150 pmol m2 s-1 PFD fényintenzitason, desztillalt vizben,
vagy NO donorok és akceptorok kiilonb6z6 koncentraciéji oldataban. A

levélkorongokat ezutan 15 percig soététadaptaltuk.

A NO koncentracié meghatarozasa amperometrias uton, NO elektrod

segitségével (ISO-NOP, World Precision Instruments, USA).

Qa—-reoxidacio vizsgalata a klorofill-a fluoreszcencia flash-indukalt
lecsengésének nyomonkovetésével kettds modulaciéoju fluoriméter (PSI

Instruments, Brno, Csehorszag) segitségével.

Fluoreszcencia indukcios paraméterek meghatarozasa a kilonb6z6

megvilagitas nyoman indukal6do fluoreszcencia mérésével PAM fluoriméter

(PAM-2000, Heinz Walz GmbH, Effeltrich, Németorszag) segitségével.

PSI fotoszintetikus aktivitasanak vizsgalata a P700 abszorbcios
tranziensek nyomonkdévetésével, egy kettds hullamhosszt emitter-detektor
egységgel (ED-P700DW, Walz) felszerelt PAM fluoriméter (PAM-101, Walz,
Effeltrich, Németorszag) és egy Dual-PAM-100 (Walz, Effeltrich, Németorszag)

segitségével.



EREDMENYEK ES ERTEKELES

1. A NO donorok NO produkcioéja eltér

Munkank soran alkalmazott harom NO donormolekula fotoszintetikus
elektrontranszportra gyakorolt hatasanak vizsgalata el6tt fontosnak tartottuk
kideriteni, hogy ezek a kémiailag kilonb6z6 NO donorok Kkisérleti
rendszeriinkben milyen NO emisszidos sajatsagokkal rendelkeznek, illetve
bomlastermékeik, vagy a NO oxidativ bomlastermékei befolyasoljak-e a borsé
levélkorongok fotoszintetikus paramétereit.

A kisérleti kezelésiinkben alkalmazott két 6ras megvilagitas soran a
SNAP oldat NO produkciéja volt a legalacsonyabb, és fluoreszcencia indukcios
mérésekben nem okozott valtozast a borsé levélkorongok fotoszintetikus
paramétereiben sem. A SNAP tehat nem  bizonyult alkalmas
donormolekulanak kisérleti elrendezésiinkben.

A fennmaradé két donor — az SNP és a GSNO - oldatainak NO
koncentraciéja még két ora elteltével is jelentls, s ezt a NO mennyiséget
mindkét altalunk alkalmazott NO akceptormolekula hatékonyan csékkentette.
A NO specifikus hatasanak bizonyitasahoz megvizsgaltuk a nitrit- és nitrat-
1onok, valamint a GSNO fotolizisekor keletkez6 GSSG hatasat. Kiderilt, hogy
a nitrit- és nitratkezelés, valamint a GSSG szintén nem okoznak valtozast a
levélkorongok Fy/Fm, qP, és NPQ paramétereiben, am az SNP altal indukalt
valtozasok részben cianidnak koészonhet6k, mely a NO mellett szintén
felszabadul a donormolekulabdl. A GSNO-kezelés hatasaért azonban kizardlag
a NO felel.

Ezek az eredmények hangsulyozzak a megfelel6 NO donormolekula
megvalasztasanak fontossagat, illetve igazoljak a GSNO alkalmassagat a NO

in vivo fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak vizsgalatara.



2. A NO PSII elektrontranszport folyamatait donor és akceptor
oldalon is gatolja in vivo

GSNO-val kezelt borsé levélkorongokon végzett Qa-reoxidaciés mérések
segitségével feltérképeztik a NO kotohelyeit PSII-ben. A GSNO-kezelés emeli
a lecsengési kinetika kozépsd fazisanak amplitaddjat és noveli idéallandojat
ami azt jelzi hogy a NO csokkenti az elektrontranszport sebességét Qa és Qs
kozott, igy valdszinlsithets, hogy a NO in vivo is kompetitiven kot6dik a nem-
hem (II) vashoz. A GSNO DCMU jelenlétében gatolja a fluoreszcencia teljes
lecsengését, azaz akadalyozza a toltésrekombinaciét Qa- és az So allapotu
vizbonté komplex kozott, mert redukalja, vagy inaktivalja a Mn csoportot,
esetleg redukalja a Yp' tirozin gyokot. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
a NO gatolja PSII donor és akceptor oldali elektronatadasi folyamatait intakt
levelekben is.

A donor és akceptor oldali gatlast a Kautsky-gorbe kinetikaja is
alatamasztja: GSNO-kezelés hatasara a Kautsky-gorbe Fi pontja emelkedik,

az Fp szint és Fi-Fp gorbe maximalis meredeksége viszont jelentGsen csokken.

3. A NO modositja a fotoszintetikus paramétereket

Fluoreszcencia indukcidos mérésekbdl kideril, hogy a GSNO-kezelés
hatasara csokkent a borsé levélkorongok F./F, hanyadosa, a qP, azaz a NO
noveli a zart PSII reakciécentrumok aranyat. Az eredmények megerdsitik a
fluoreszcencia lecsengés kinetikajabol és a gyors fluoreszcencia indukcids
mérésekbdl nyert adatokat, amelyek a Qa-molekula (zart reakcidkozpontok)
felhalmozodasara utalnak. A GSNO emellett az NPQ értékét is csokkenti, ami
jelzi, hogy a NO gatolja a fotoszintetikus elektrontranszportot in vivo. A
kozvetlen gatlas mellett kozvetett hatasok sem zarhatdk ki: a NO gatolhatja a
Rubisco aktivalodasat és aktivitasat; emellett szuperoxid-anionnal reakcioba
lépve peroxinitritet képezhet, mely szintén gatolhatja a fotoszintetikus

elektrontranszportot, ugyanakkor membrankarosité hatasa is van.



A GSNO-kezelés noveli a sotétadaptalt levelek megvilagitasanak elsé
perceiben jelentkez reakcidcentrum tipusi nemfotokémiai kioltast, vélhetGen
a ciklikus elektrontranszport fokozasa illetve a Calvin-ciklus aktivaciéjanak

késleltetése utjan.

4. A NO kismértékben serkenti PSI elektronforgalmat
Noha a NO nem modositotta a ®pgr értékét, kis mértékben emeli a
linearis elektrontranszportlanc elektronkészletét, melynek hatterében a PSI

korili ciklikus elektrontranszport mérsékelt serkentése allhat.

Munkank eredményei Osszességében megerdsitik és 1) eredményekkel
egészitik ki a korabbi in vitro eredményeket, igy hozzajarulnak a NO
fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak tisztazasahoz. A NO
fotoszintetikus elektrontranszportban bet6ltott potencialis regulalé szerepe
azonban korantsem feltérképezett teriilet. Bizunk benne, hogy a tovabbi
igéretes kutatasi lehetéségek kijelolésében, kérdések megfogalmazasaban

talan ez a munka is segitséget nyujt.
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