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1. Bevezetés

1. Bevezetés

A novények helyhez kotott életmodot folytatnak, igy az életkdriillményekhez
anyagcseréjiik és fejlodésiik folyamatos valtoztatdsdval tudnak alkalmazkodni. Ennek
koszonhetden a novények egyedfejlddési programja sokkal nyitottabb, mint az allatokeé,
egész ¢letiik folyaméan képesek 10j szervek képzésére (organogenézis), sot testi
sejtieikben aktivalhatd az embriofejlodés genetikai programja is (szomatikus
embriogenézis).

Laboratériumunkban hosszabb id6 o6ta vizsgéljuk, a szomatikus embriogenezis
kivaltasaban a stressz szerepét. PhD munkam, amit teljes egészében az MTA Szegedi
Biologiai Kozpont Novénybioldgiai Intézetében Dr. Fehér Attila irdnyitasaval,
kezdetben a Sejtosztdodas és Differencialodas, majd a Funkcionalis Sejtbiologia
Csoportban végeztem, ezzel kapcsolatban a nitrogén oxid (NO), mint potencialis
jelatvivo szerepének tisztazasat tiizte ki célul.

Vizsgéalati modellként a lucerna protoplasztok wunicellularis rendszerét
hasznaltuk. Az embriogén lucerna genotipus (Medicago sativa ssp. varia A2) levél
protoplaszt eredetii sejtjeinek vizsgalata lehetdvé teszi a sejtosztoddsuk aktivalodasat
kivalté legkorabbi események megfigyelését. Ennek sordn molekuléris és citoldgiai
modszereket is igénybe vettlink.

A sejtciklus S fazisanak meghatirozdsara a timidin analég BrdU (5-
bromdeoxiuridin) replikdlodo DNS-be torténd beépiilését és ennek immunocitologiai
kimutatasat hasznaltuk. A GO/G1 és G1/S fazisok meghatirozadsdhoz a sejtosztodast
szabalyoz6 ciklin-fiiggd kindz (Medsa;CDKA;1,2) aktivitdsanak és fehérje szintjének,
valamint kiilonb6zé Un. Gl ciklinek transzkriptumanak (Medsa;CYCAZ2;1,

Medsa;CYCD3;1) 1ill. fehérje szintjének (Medsa;CYCDS5;1) valtozasait kovettiik
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nyomon, hogy korrelaciot keressiink az NO, mint jelatvivd molekula jelenléte és a
sejtosztodasi/stressz valasz kozott.

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

Kutatdsainkat a szomatikus embriogenézis aktivalodasanak irdnyaba is
kiterjesztettiik. Ennek eredményeként sikeriilt igazolnunk, hogy az NO szerepet tolt be
ebben a folyamatban is. Az embriogenézis programjanak indukaldédasat molekularis
marker segitségével kovettik nyomon. Azon szabalyozd gének egyikének a
kifejezodését vizsgaltuk, melyrdl korabban igazoltak, hogy a géntermék mennyisége
korrelal az embriogén képesség megnyilvanulasaval vegetativ sejtekben (SERK).

Eredményeink tiikrében kijelenthetd, hogy a nitrogén oxid eldsegiti a lucerna
protoplasztok auxin-indukalt sejtosztodasanak aktivalodasat és stimulalja az embriogén
sejtcsoportok kialkulasat. Tudomasunk szerint ndvényekben ez az elsd olyan értekezés,
mely kisérletekkel aldtdmasztva igazolja az NO kapcsolatit a sejtosztddas ill. a

sejtdifferenciacio szabalyozéasaval.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. A szomatikus embriogenézis

Novényekben az  embriogenézis  folyamata nem  korlatozodik a
megtermékenyitett petesejtre, hanem sokféle sejttipusban, igy pl. szomatikus sejtekben
is indukalhatd természetes €s mesterséges uton egyarant. Habar az adott faj/genotipus
genetikai hattere egyértelmiien meghatdrozza a szomatikus embriok képzddésének
lehetdségét, az embriogén kompetencia kifejezddését fejlodési és fizioldgiai faktorok is
befolyasoljak. Egy altaldnosan elfogadott definicid szerint, az embriogén
kompetenciaval biré sejtek azok a sejtek, melyek megfeleld szignadlra embriokka
képesek differencialodni (Halperin,W. 1969).

Egy differencialt sejtben az embriogén fejlodési ut beindulasanak feltétele a sejt
,ujra” programozasa, reaktivacidja. A differencialt funkcidk elvesztését kovetden egy
Uj, embridk kialakuldsdhoz vezetd program inicialodik, mely a teljes génexpresszios
mintazat atalakuldsaval mélyrehaté morfologiai és fizioldgiai valtozasokat hoz a sejt
¢letében (Fehér,A. 2005). A reaktivacios folyamat soran megfeleld ingerre a nyugalmi
allapotban 1évd sejt sejtciklusa felszabadul az atmeneti gatlds alol és osztodasok
sorozatan keresztiil végiil embriova differencialodik.

Egy ujabb hipotézis szerint a szomatikus embriogenézis egy, az auxin exogén
¢s/vagy endogén szintjében torténd valtozésra adott altaldnos valasz reakcionak
tekinthetd, melynek kivaltdsaban lényeges elem az oxidativ sressz (Fehér,A. 2005;
Pasternak,T. P. 2002).

A szomatikus embriogenezis programjanak elinduldsa egyiittjar a differencialt

sejtek osztddasanak reaktivaldsaval. Lucerna levélprotoplasztok esetében az elsd
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sejtosztodas jellege (aszimmetridja) mar jelzi az embriogén képesség kialakulésat

(Bogre,L. és mtsai. 1990; Pasternak,T. P. és mtsai. 2002).

Mindezek alapjan a szomatikus embriogenézis indukcidja szorosan kapcsolodik

a sejtek stressz valaszanak €s osztodasanak szabalyozasahoz.

2.2 A sejtosztodasi ciklus, a differenciacio és a fejlodés kapcsolata novényekben

2.2.1. A differenciacié novényspecifikus sajatsagai

A tobbsejtli organizmusok és az azokat felépitd szervek a sejtek novekedése,

.....

proliferacidja, differenciacidja és a programozott sejthalal kombinacidjaként

megvalosuld folyamatok eredményeként épiilnek fel. Ebben a tekintetben novények és

allatok kozott harom 1ényeges kiillonbséget vehetiink észre.

l.

Az éllati szervezetekkel ellentétben a ndvény szervei nem az embridoban, hanem
az embriogenézis utan posztembriondlisan fejlédnek ki. Tulajdonképpen amit
egy novénybdl lathatunk, kicsiny, folyton 0sztddd sejtcsoportok, a merisztémak
aktivitasaként posztembrionalisan Iétrejott szervek Osszessége. A két
legfontosabb merisztéma a hajtas és gyokér csticsi részében talalhaté, SAM és
RAM. A merisztémak a novény teljes életciklusa alatt aktivak maradnak, a levél,
szar, gyokér és egyeb szervek képzddéséért feleldsek.

A ndvényi sejteket sejtfal és az azokat 0Osszekdtd citoplazmatikus
csatornahaldzatot alkotd plazmodezmak veszik koriil. A ndvényi sejtek merev
fiiggelékei kiilsé vazként milkddnek, a novény alakjanak kialakitasat és
merevitését szolgaljak. Ez ugyanakkor azt is jelenti, hogy a ndvényi sejtek

fixaltak, sejtmozgas vagy sejtvandorlas szamukra nem lehetséges. A sejtek
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gyakran rostokba vagy oszlopokba rendezddnek, osztédasuknak tehat idében ¢és
térben rendkivil szabalyozottnak kell lennie.

3. Az allati szervezetek valasza a kornyezet ingereire altalaban fiziologias (pl.
helyzetvaltoztatO mozgas), a ndvények azonban ugyanezen stimulusra
fejlodésiik mértékét és/vagy mintazatat valtoztatjdk meg. Mivel a novény
fejlodése szoros Osszekottetésben van a sejtosztddassal, a kiilsé kornyezetnek
novényekben direkt sejtciklus szabalyozé hatasa lehet.

A ndvényi organogenézis soran tehat kiilonbdz6 mértékben differencialodott sejtek,
fejlodési programjuknak megfelelden pluripotens allapotu sejtekké alakulnak at. Ezen
fejlodési program megvalosulasahoz a sejtosztodas finom szabalyozéasara, a sejtciklus
feltartoztatasara és/vagy reaktivaciojara, valamint az endoreduplikacié és differenciacio
Osszehangolt miikodésére van sziikség.

Egy sejt sziiletése és késobbi osztodasa kozotti folyamat a sejtciklus. A sejtciklus
négy fazisra oszthato, ahol a DNS szintézis fazisat (S) és a mitotikus osztodas fazisat
(M) két un. ,,gap” vagy hézag fazis eldzi meg (G1, G2). A G1 és G2 fazisban késziil fel
a sejt az S ill. az M fazisokra. A mitotikus fazis tovabbi négy szakaszra oszthato:
profazis, metafazis, anafazis, telofazis. A sejtosztodas alapvetd folyamat a ndvényi
szervezet fejlédésében, ezért nagyon fontos megérteniink azokat a 1épéseket, melyek
Osszekapcsoljak a sejt novekedését annak osztédasaval, igy talan képesek lesziink
megérteni azt a jelenséget is, hogy a ndvények élete miért mentes a spontan kialakuld
sejt- €s szovetburjanzastol, a rakos megbetegedésektdl. Ennek egy magyarazata lehet az
a napjainkban egyre inkabb elfogadottabba valt elképzelés, miszerint a sejtciklust
szabalyozd molekuldk, amellett hogy kontrollaljak a sejtosztodast, részt vesznek a sejt
homeosztazisanak kialakitasaban a fejlodési program kifejezdése alatt (Ramirez-

Parra,E. 2005).

10
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2.2.2. A sejtciklus szabalyozasa

Az eukariotak specifikus fehérjéket fejlesztettek ki a sejtciklus szabalyozasara,
melyek kapcsoloként miikddve lehetdvé teszik, hogy a sejt az osztodasi ciklus
kovetkezo fazisaba atlépjen. A sejtciklus szabalyozo molekuldk filogenetikai analizise
valamint molekularis, celluldris és genetikai modszerek tanusitjak, hogy a sejtciklus
gépezete ¢és annak szabalyozdsa alapvetdéen konzervalt az eukaridta organizmusok
kozott.

A sejtciklus fo szabalyozoi olyan szerin/treonin kinaz aktivitassal rendelkez6
enzim komplexek, melyek mikddése alapvetden regulatorikus alegységeikkel, a
ciklinekkel (Cyc) vald kolcsonhatastol fligg, ezért ciklin dependens kinazoknak
(CDK) nevezték el dket (Morgan,D. O. 1997). A komplex reverzibilis aktivalodasat ill.
inaktivalodasat specifikus kindzok szabalyozzak. Az aktivalasért egy CDK-aktivalo
kinaz (CAK) a felelds, amelyik a CDK-t egy specifikus treoninon (Thr 160)
foszforilalja. Van olyan kinaz is, amely a CDK-t mdas amindsav-poziciokban
foszforilalja s ezaltal inaktivalja. A foszfat-csoportokat kiilonb6z6 foszfatazok (CDC25)
tavolithatjak el, a defoszforilalas poziciotol fliggden aktivald vagy inaktivald hatésu.
Tovabbi regulaci6 a CDK-inhibitorok (CKI ill. KRP, p27Kip-szerii fehérjék)
segitségével lehetséges. A CKI reverzibilisen kotédik az aktivalt CDK-ciklin
komplexhez és megakadalyozza, hogy az kifejtse kinaz-aktivitasat. A novényekben
azonositott CDK-k hat csoportra oszthatok A-tol F-ig (Joubes,J. 2000; Vandepoele,K.
2002; Dewitte,W. 2003). A CDKA egy tipikus PSTAIRE motivumot tartalmazé CDK,
az ¢élesztd Cdc2 fehérjével homoldg, a G1/S és G2/M atmenet f0 regulatora. A CDKB
fehérje novény specifikus CDK, a CDKB1 (PPTALRE) a sejtciklus S és M fazisaiban,
mig a CDKB2 (PPTTLRE) a G2 és M fazisokban fejezédik ki. A CDKC (PITAIRE)

kindz konstitutivan fejezédik ki a sejtciklus soran €s a transzkripci6d szabalyozasaban
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vesz részt (Filop,K. 2005). A lucernaban azonositott SPTAIRE CDK-t 06nallo

csoportba, CDKE soroltak (Joubes,J. 2000), azota Arabidopsis thaliana-ban (ludfi) is

crer

tudunk, a sejtciklus alatt expresszioja valtozatlan (Magyar,Z. 1997). A CDKD ¢s CDKF

fehérjék CDK-aktivalo kinazként mikddnek.

Altiviths o SR— e —
fehérje : : A
mRNS [

aktivitas . " e

feherje  mmmmmi———————  CDKB
mRNS m

CDKA

| . s cycD1
- : jI cycD3

mRNS - el CyCB2

’———— cycB1

’—‘“— cycA2

1. abra. Kiilonb6zé ciklin dependens kindzok (CDKA és CDKB) aktivitasanak, fehérje és mRNS
szintjének és ciklinek (cycA2, cycBl1, cycB2, cycD1, cycD2, cycD3) mRNS szintjének valtozasa a

sejtciklus kiilonbo6zo fazisai alatt Arabidopsis thalianaban.

Az Arabidopsis genomban (http://www.arabidopsis.org/home.html) t6bb mint

40, a sejtciklus fazisvaltasaiban szerepetjatszo ciklin gén taldlhato, melyek termékeit A,

B, D ¢és H csoportokba sorolhatjuk (Vandepoele,K. 2002).
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Az A ¢és B tipusu ciklinek szintje — a transzkripcionalis kontroll mellett — szigoru
sejtciklus fiiggd proteolitikus szabalyozas alatt all (Genschik,P. 1998). Az A tipusu
ciklinek tovabbi harom alcsoportra oszthatok; CycAl, CycA2 ¢és CycA3. Az A tipusu
ciklinek a B tipustiak eldtt az S fazis kezdetén fejezOdnek ki. A B tipust ciklineknek két
alcsoportja van; CycB1 és CycB2. Expresszidjuk az S fazis végétél az M fazis
metafazisaig detektalhato.

A D tipusu ciklinek, a ciklin boksz és egy a degradacidjukért felelés szekvencia
(PEST) mellett, egy konzervalt LxCxE motivumot is tartalmaznak, mely segitségével
képesek kolcsonhatas kialakitasara retinoblasztoma-szerti (Rb vagy RBR) fehérjékkel
(Ach,R.A. 1997; Huntley,R. 1998). A D tipusu ciklineknek hét alcsoportja van; CycDI1-
D7 {Dewitte,W. 2003). Génjeik kifejezédésének mértéke az egyes altipusokban
valtozo, tobbnyire a G1/S atmenet szabalyozoi, a sejtciklus aktivalasaért felelosek. A D
tipusu ciklinek novényekben szerkezetileg joval heterogénebb csoportot alkotnak, mint
emlés homoldgjaik. A kiilonbdzé D tipust ciklinek ezenkiviill CDK parteneriikhoz
(CDKA) valo kotédéstikben is eltérnek (Meijer,M. 2000), mely a G1/S atmenet
novényspecifikus szabalyozasara hivja fel figyelmiinket. A helyhezkotott életmod arra
kényszeriti a novényi szervezeteket, hogy a kornyezet folyamatos jeldradatara
megfelelden reagaljanak. A D tipust ciklinek fontos kozvetitdk a kornyezeti
stimulusokra aktivalodo jelatviteli utak és a sejtciklus szabalyozasa kozott.

H tipust ciklineket azonositottak rizsbol, nyarfabol és Arabidopsisbol is
(Vandepoele, K. 2002; Yamaguchi, M. 2000). A H tipusu ciklinek elsdsorban CAK-
okkal hatnak kolcson a tobbi CDK-val nem. Feltételezhetd, hogy a H tipusu ciklinek a

CAK fehérjék szabalyozo alegységei (Yamaguchi,M. 2000).
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Differencidcio
Nyugalmi Fejlodési szignalok

dllopot Kérnyezeti szigndlok
Sejthaldl

Endoreduplikacia Epigenetikai szigndlok

Kromatin

Expanzié
ujrarendezddés

Differencidcio

2. abra. Kiilonféle kiilso és belsé faktorok hatasa a novényi sejtciklus szabalyozasara. Novényekben
a sejtciklus két legfontosabb ellenérz6 pontja a G1/S és G2/M atmenetnél taldlhato. A CDK/CycD
komplex a G1/S atmenet soran aktivalodik, f6 feladata a Rb fehérje foszforilalasa, mely az E2F
transzkripcios faktor felszabadulasahoz, igy az S fazis iniciacigjahoz vezet. A G2/M atmenet soran a
CDK/CycB komplex aktivacidja révén megkezdddik a sejtciklus mitotikus szakasza. Az APC (,,anaphase
promoting complex”) altal indukalt CycB degradacio jelzi a mitdzis végét. A sejtciklus gépezet Ggy
reagal a kiils6 szignalokra (hormonok, cukor, fény), hogy integralja azokat fejlddési, pozicionalis és
epigenetikai programjaba. A ndvényi sejt az 6t érd ingerekre modositja tobbek kozott proliferacios
képességét, nyugalmi allapotba keriil (G0), megnyulik, differencialédik, endoreduplikacion esik at vagy
meghal. A nyilak a kapcsolatot reprezentaljak a sejt ciklus gépezet és a kiilonb6z6 stimulusok ill. a

sejtmegnyulas és differenciacié vagy a megnyuldsos novekedés és a fejlodés kozott.

A novényi sejtciklus szabalyozéasat a teljesség igénye nélkiil az aldbbiakban
foglalhatjuk Ossze (2. abra). A G1-fazis elérehaladasanak sebességét foként a D tipust

ciklinek mennyisége hatarozza meg. A Gl-ciklinek szintézise sejtndvekedéshez
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kapcsolt, s ez biztositja, hogy a sejtek ne Iépjenek at addig az S-fazisba, mig az
osztodashoz idealis méretet el nem érték. Ha a sejt mérete egy bizonyos hatarértéket
tuallép, akkor a G1-ciklinfiiggd CDK-aktivitas hirtelen megnd. Az aktiv CDK-komplex
elkezdi a megfeleld fehérjeszubsztratokat foszforilalni, s ezzel beinditja a kovetkezo
harom fontos folyamatot; (i) a destrukcios boxokat tartalmazé ciklinek (S- és M-fazisos
ciklinek) proteolitikus lebontdsa, hogy ezek a ciklinek ne képezhessenck CDK-
komplexet, (ii) az S-fazishoz sziikséges gének transzkripcidjanak beinditasa, hogy a
bioszintézisekhez és a szerkezetkialakitdshoz sziikséges fehérjék (pl. hisztonok)
megfeleld mennyiségben rendelkezésre alljanak, (iii) az S fazis specifikus ciklin/CDK-
komplex aktivitasat gatld foszforildlt CDK-inhibitor proteolitikus lebontasa, ami azt
eredményezi, hogy a felhalmozodott CDK aktivitdisa az S-fazisban hirtelen
ugrasszerien megnd. Ez a hirtelen aktivitasnovekedés kell ahhoz, hogy a DNS-

replikacio a replikacios startpontoknal beinduljon.

Az S-fazis soran A-tipusu ciklinek szintetizaldédnak, s ezek aktivaljak megfeleld
CDK partneriiket. Amikor a sejtek az S-fazis végére érnek, egy tirozin-kinaz
foszforilalja, s ezaltal inaktivalja a CDK-t. A G2-fazisban megjelennek az M-fazisos
ciklinek (ciklin B), s a mitézis soran ezek aktivaljak a CDK-t. Az aktivalas azonban
csak akkor eredményes, ha a CDK tirozinja defoszforilaloédik, és ha a CDK-hoz tun.
CKS dokkol6 faktorok kotddnek. A CKS-eken keresztiil tovabbi (+ vagy -) szabalyozo

molekulak kotddhetnek a CDK-hoz.

A mitézis folyamdn az S- és M-fazisra jellemzd ciklinek proteolitikusan
degradalodnak, ezzel a G1-fazisos ciklinek szintézise a gatlas aldl - ami az S- fazistol a
telofazisig tart - felszabadul. A Gl-re jellemz0 ciklinek lasst felhalmozodasa a ciklus

ujboli megindulasédhoz vezet.
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A sejtciklus sordn a sejtnek un. ellenérzési ponton kell atjutnia, ahol a ciklus le is
allhat, ha a ennek soran olyan hibdk keletkeztek, amelyek kijavitatlanul mitotikus
katasztrofahoz vezethetnek. Novényi sejtekben harom ellenérzési pont van: a GI-
fazisban, kozvetleniil a G1/S-atmenet el6tt (tdpanyaghiany, hibas DNS), a G2-fazisban,
az M-fazisba valdé atmenet elétt (inkomplett DNS-replikécio, hibas DNS) és a
metafazis/anafazis atmenetnél, a testvérkromatidok elvalasa elott (0sszekapcsolatlan
kromoszémak). Ha a sejt ezeken az ellenérzési pontokon atjutott, azonnal elkotelezetté
valik a ciklus kovetkezd szakaszaba vald belépésre, s innen kezdve a folyamat
irreverzibilis.

A novényi sejtciklus hormonalis szabalyozasar6l egyre tobb adat all
rendelkezésiinkre (del Pozo,J.C. 2005). A sejtciklus G1 fazisa alatt novekedési faktorok,
mint az auxin és a citokinin, az abszcizinsav, gibberelinsav, brasszinoszteroidok és a
szahardz is szabalyozzak a D tipusu ciklinek és a CDKA transzkripcidjat és aktivitasat
(del Pozo,J.C. 2005; Stals,H. 2001; de Jager,S.M. 2005). Mitotikus aktivatorok, az
auxin, a gibberelinsav és a citokininek pedig az A és B tipusu CDK-k aktivitasat
befolyasoljak oly modon, hogy elosegitik azok és az A ¢és B tipust ciklinek
transzkripcidjat, szabalyozva a G2/M atmenetet. A folyamat pontos, molekularis szintti

felderitése azonban a jovo6 feladata.
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2.3. A nitrogén oxidrol

2.3.1. Torténeti attekintés

Az 1980-as évek elejéig a nitrogén oxid biologiai jelentdségérdl nem voltak
informacioink. 1987-ben Moncada és munkatarsai kimutattak, hogy a korabban EDRF-
ként (,,endothelium-derived relaxing factor”) ismert anyag azonos az NO gazzal. 1992-
ben a Science cimii folyoirat az év molekuldjanak valasztotta a nitrogén oxidot, az 1998.
évi orvosi és ¢élettani Nobel-dijat pedig harom gyoégyszerkutaté kapta: Robert F.
Furchgott, Louis J. Ignarro és Ferid Murad azon felfedezésiikért, miszerint az NO az é16
szervezet fontos, funkciondlis alkotd eleme, ingeriiletkdzvetitd szignalja. Azota
robbandsszertien megnétt a nitrogén oxiddal foglalkozé kutatasok és publikaciok szama
¢s kidertilt, hogy az NO szamtalan fontos élettani és korélettani folyamatban vesz részt.

NO termelést novényekben eldszor Klepper és munkatarsai figyeltek meg 1975-
ben (Klepper,LA. 1975). Kisérleteik soran szdja novényeket kezeltek fotoszintézist
gatld herbicidekkel vagy mas kemikaliakkal, melyek hatasara NO emisszidt észleltek
(Klepper,LA. 1978). Magyarazatuk szerint az emisszio a felhalmozodott nitrit és
kiilonb6zé ndévényi metabolitok (pl. szalicilat szarmazékok) kémiai reakcidjanak
eredménye.

Az azéta eltelt 30 évben bebizonyosodott, hogy az NO ndvényekben olyan
kiilonbozé fizioldgiai folyamatokban miikddik kozre, mint a betegségek -elleni
védekezés €s az abiotikus stresszre adott valasz kialakitdsa, a sejthalal és az Gregedés
(szeneszcencia) folyamatai, szerepe van tovabba a mitokondridlis respiracioban, a
gyokér fejlodésében, a csirazasban és a kiilonbzé hormon valaszok 0sszehangolasaban.

Szinte nincs olyan élettani folyamat melyben kozvetlen vagy kozvetett titon ¢ molekula
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ne venne részt. Sokrétli bioldgiai hatdsat a nitrogén oxid fizikai és kémiai

tulajdonsagainak kdszonheti.

2.3.2. Az NO fizikai és kémiai tulajdonsagai

Szobahdmérsékleten, atmoszférikus nyomason a nitrogén oxid (N = O)
szintelen, vizben kevéssé oldodd gaz. Hidrofobicitdsanak és az ebbdl adodd magas
diffuzids ratanak koszonhetéen a molekula még atalakuldsa eldtt képes - bioldgiai
rendszerekben - elérni célmolekuldjat. Az NO vizes kozegben kozepesen reaktiv,
oxigénnel reagalva nitritet (NO,), nitratot (NO3) képez. Atlagos féléletideje 3-6 s

szovetekben, vérben 1-2 s (http://www?2.oakland.edu/oujournal/files/Malinski.pdf). A

nitrogén oxid, annak ellenére, hogy szabadgyok, relative stabil. A molekula stabilitasa
fiigg mindenkori koncentracidjatol, a rendszer redox allapotatol és a célmolekuldk
valamint a fémionok koncentraciojatol. Elsdsorban olyan molekuldkkal 1ép reakcioba,
melyeknek parositatlan elektronja (elektronjai) van(nak), igy tipikusan mas
szabadgyokokkel (pl. O, - szuperoxid ion, OH - hidroxil gyok) vagy atmeneti
fémekkel, mint pl. a hem vas (hemoglobin, mioglobin, citokrémok). A nitrogén oxid
reakcioi in vivo és in vitro feltételek kozott kiilonbozoéek. In vitro rendszerekben a
nitrogén oxid f6 reakcidterméke a nitrit (NO;"), mig in vivo a nitrat (NO;3").

A nitrogén oxid hatasa fiigg képzodési helyétdl és a képzodott gaz
mennyiségétdl (3. abra). Alacsony koncentracidban (< 1uM NO) (Wink,D.A. 1998)
elsdsorban a szolubilis guanilat ciklazzal (sGC), a ciklikus guanozin-monofoszfat
(cGMP) szintéziséért felelds enzimmel 1€p kdlcsonhatasba. Képes tovabba mas enzimek
¢s bizonyos transzkripcids faktorok modulalasara is. Magas koncentracioban (> 1uM

NO) (Wink,D.A. 1998) a nitrogén oxid autooxidalodik, a végtermék ebben az esetben a
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dinitrogén trioxid (N,O;). Ez a vegyiilet az S-nitrozilacié (nitrozotiol képzddése
fehérjék cisztein aminosavain) f6 medidtora. Ez a poszttranszlacidos modifikacidé sok
esetben képes megvaltoztatni az adott fehérje funkcidjat (pl. p21°*). Mas esetben
azonban, a nitrogén oxid szuperoxid anionnal (O;") reagalva peroxinitritet (ONOQO") hoz
létre. A peroxinitrit, fehérjék tirozin aminosavaval kolcsonhatva, nitrotirozint alkot.
Ennek a poszttranszlaciés modifikdcionak szintén a fehérje funkcidit modositd hatasa

van (pl. prosztaciklin szintdz).

Az NO direkt hatasai Az NO indirekt hatasai
<1uM NO > 1pM NO
Transzkripcios faktorok DNS deaminacid

Hem-tartalmu enzimek NO Nitracid
(Tyr-17Ca)
Szolubilis GC
| Nitrozilacié
cGMP __cwa (CosTTO)
] Ta
PKG P%{ . PDE

3. abra. Az NO koncentraciétol fiiggé hatasa biolégiai rendszerekben. Alacsony, 1puM alatti
koncentracioban az NO kozvetleniil 1ép kolcsdnhatasba transzkripcios faktorokkal, hem-tartalmu
enzimekkel és stabil Fe-nitrozil komplexet alakit ki &tmeneti fémet tartalmazo fehérjékkél, mint amilyen a
szolubilis guanilat ciklaz (sGC). A sGC szerkezetében az NO vas-hemhez valé kotddése olyan
konformacids valtozast idéz eld, mely aktivalja az enzimet. Az aktiv enzim a guanozin trifoszfat —
ciklikus guanozin trifoszfat (cGMP) atalakitast katalizalja. A cGMP masodlagos hirvivoként cGMP fiiggd
kinazokat (PKA, PKG), cGMP foszfodiészterazt (PDE) vagy ciklikus nukleotid kapuzd ion csatornakat

(CNGQG) aktival. Magas, 1uM lokalis koncentracio felett az NO szuperoxiddal vagy oxigénnel reagalva
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reaktiv nitrogén oxid gyokokket (RNOS) képez, igy kozvetve a DNS deamindciodjat, nitracidt vagy

nitrozilacidt okozhat.

2.3.3. A nitrogén oxid képzddése bioldgiai rendszerekben

2.3.3.1. A nitrogén oxid képzédésének enzimatikus ttjai

2.3.3.1.1. A Nitrogén Oxid Szintaz (NOS)

A NOS izoformak

Allatokban elsésorban enzimatikus witon, a hem proteinek csaladjaba tartozé
nitrogén oxid szintaz (NOS; EC 1.14.13.39) aktivitasa altal képzddik nitrogén oxid. A
NOS enzim oxigén és NADPH jelenlétében L-arginin-bdl citrulliny NADP és nitrogén
oxid képzddését katalizalja (4. &bra). A reakcid, igy az NO koncentracidja NOS
gatloszerekkel, NO fogd vegyiiletekkel és NO donorokkal befolydsolhatd. Maga az
enzim szimmetrikus homodimer, miikodéséhez a kovetkezd kofaktorok jelenléte
sziikséges; FAD  (flavin-adenin-dinukleotid), = FMN  (flavin-mononukleotid),

tetrahidrobiopterin (BH4), vas protoporfirin IX (hem), kdlcium és kalmodulin.

o
o > NO
NADPH-+L-arginin—— L_citrullin+NADP+NO *— donorok

L-NMMA ——{
NO

NOS fogd vegyiiletek

4. abra. A NOS altal katalizalt NO képzodés sematikus rajza. Magyarazat a szovegben.
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Az enzimet 1989-ben azonositottak, majd 1991 ¢és 1994 kozott harom
izoformajat klonoztdk ¢és tisztitottdk. A harom 130 kDa molekulatdmegii izoforma
harom kiilonbozé gén terméke, eltérd lokalizacioval, regulacidval, Kkatalitikus
tulajdonsagokkal és inhibitor érzékenységgel rendelkezik. Az egyes tipusu (NOS-I v.
NOS-1) az Gn. neurondlis NOS (nNOS), mely elsdsorban idegszdvetekben
expresszalodik, a kettes tipusu (NOS-II v. NOS-2) az indukalhato NOS (iNOS), mely
sokféle sejtben és szovetben indukélhatd, mig a harmas tipusu (NOS-III v. NOS-3)
endotélialis NOS (eNOS) a vaszkularis endotél szovetben talalhatd. Az elmult években
mitokondriumbol izolaltak egy negyedik tipusuként jellemzett NOS-t is (mtNOS). Az
eNOS ¢és nNOS izoformak konstitutivan fejezédnek ki, aktivalédasukkor alacsony
koncentracioban szabadul fel NO, mig az iNOS expresszidja indukalhatd, hatasara nagy
mennyiségli nitrogén oxid képzddik. A NOS katalitikus aktivitdsa hasonlé a citokrém
P450 monooxigenazok aktivitasdhoz, C terminalis doménje azonos a cyt P450
fehérjékével, igy immunolokalizacidja ndvényekben (melyek gazdagok citokrom P450
tipusi  enzimekben — Arabidopsis thaliana 273, Homo sapiens 128

(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) - kiilondsen nehéz.

A NOS szabalyozasa

A NOS aktivitasanak szabalyozasa tobb moédon is lehetséges. A Fe’'-NO
komplexek stabilitasa miatt, barmilyen enzim mely redukalt vas-hem intermediert képez
gatolhaté NO-val (Alderton,W.K. 2001). A NOS is ilyen enzim, tehat az altala képzett
nitrogén oxid egy visszacsatoldsos mechanizmus utjan képes szabalyozni az enzim
aktivitasat. A nNOS és eNOS izoformak aktivitasa Ca**/CaM fiiggé, teljes aktivitasukat
500 nM intracellularis Ca®" koncentracional érik el. Ca*"/CaM fliggbségiik mellett a

nNOS és eNOS izoformak foszforilacio altal is szabalyozhatoak. Az eNOS Ser''”
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aminosavan torténd, az Akt protein kindz altali foszforilacidja noveli annak NO
produkcidjat (Dimmeler,S. 1999; Fulton,D. 1999), mig a nNOS CaM-dependens kinaz
altali foszforilacigja a 847. szerinen csokkenti azt (Mccabe,T.J. 2000). A nNOS tovabbi
regulatora a PIN (,,protein inhibitor of NOS”) fehérje, valamint a molekularis chaperon
Hsp90, mely az enzim allosztérikus modulatora (Alderton,W.K. 2001). A NOS enzimek
lokalizacidja ko- és poszttranszlacios modifikacidoval, mirisztoilacioval ill.
palmitoliacidoval szabalyozhaté (Alderton,W.K. 2001; Patterson,S. 2002). Az eNOS
lokalizacioja meghatarozott, kaveoldkhoz (plazmalemma membran mikrodomén)

kototten fordul eld endotelidlis sejtekben.

NOS gatldszerek

A NOS inhibitorokat az enzimmel val6 kolcsonhatasuk helye, id6- és szubsztrat-
fliggdsége, valamint a gatldAs mechanizmusa alapjan kiilonboztetjik meg. A
kolcsonhatas helye alapjan léteznek L-arginin kompetitorok, biopterin vagy hem
kotohelyen hatod inhibitorok és flavoprotein vagy CaM inhibitorok. A legszélesebb
korben hasznalt NOS gétloszerek az L-arginin kompetitorok, mint példaul az L-NMMA

(L-NG-monometil-L-arginin) (Alderton,W.K. 2001).

2.3.3.1.2. A NO keletkezésének enzimatikus utjai novényekben

Novényekben az NO enzimatikus keletkezésének jelenleg nyolc utja ismert

(5.4bra).
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Forras

Referencia

Durva extraktum és sejt organellumok (NOS-szertl aktivitds)

Arabidopsis protein (AtNOS1)
Nitrat reduktaz

Kantin oxidoredultiz

Torma peroxidaz
Citokrom P450
Hem proteinek

Azonosgitatlan plazma membran-kététt enzim

Sen &Cheema (1995); Cuoteo és mtsai. (1996);
Nimnemann & Maier{1996); Delledonne éz mtsai.
{1998); Durner éz mtasi. (1998); Ribeiro és mtsai.
(1999); Barroso és mtsai. (1999); Modolo éz mtzai.
(2002)

Guo és mtsai. (2003)

Yamasaki és mtsai. (1999)

Millar és mtzai. (1998); Harrizson (2002)

Boucher és mtazi. (1992b); Huang és mtzai. (2002)
Boucher és mtsai. (1992a); Mansuy & Boucher (2002)
Boucher és mtsai. (1992b)

Stohr és mtgai, (2001)

5. abra. Az NO keletkezésének enzimatikus utjai novényekben.

Ezeket harom kategoéridba sorolhatjuk; arginin-medialt (L-arginin, O, és kofaktor
fliggd), nitrit-medialt (nitrit é&s NAD(P)H fiiggd, O, jelenlétében és annak hidnyaban is

miikodik) és egyéb alternativ utakra.

Arginin-medialt Gt

Az utébbi években jonéhany kutatd tett nagy erdfeszitéseket annak érdekében,
hogy egy az emldsokéhez hasonlo, novényekben eléforduldé NOS izoformat izolaljon.
Néhany kozlemény NOS-szerti aktivitdsrol szamolt be biokémiai megkozelitések
eredményeként ill. NOS gatloszerekre kapott érzékenység vagy emlés NOS
ellenanyagokkal végzett keresztreakciok alapjan, kiilonb6z6 novényi extraktumokban és
organellumokban (Cueto,M. 1996; Ninnemann,H. 1996; Delledonne,M. 1998; Durner,J.
1998; Ribeiro,E.A. 1999; Barroso,J.B. 1999; Modolo,L.V. 2002). Azonban még az

Arabidopsis genom ismertté valasa (,,The Arabidopsis genome initiative, 2000”") utan

sem sikeriilt az emlés NOS-okkal nagy szekvencia hasonlésdgot mutatd gént vagy
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proteint azonositani. f[gy még nagyobb hangsulyt kapott az a kérdés, hogy névényekben
milyen egyéb uton/utakon keletkezik/keletkezhet NO.

Guo ¢s munkatarsai 2003 oktoberében a Science cimii lap hasabjain egy
Arabidopsis NOS gén (AtNOSL1) jelenlétérdl tudositottak (Guo,F.Q. 2003). A gén altal
kodolt és megtisztitott AINOS1 fehérjérdl kimutattak, hogy szubsztratjai az arginin és
nikotinamid adenin dinukleotid foszfat (NADPH) és a protein Ca*-al és CaM-al
aktivalhatd, hasonléan az emldés eNOS-hoz és nNOS-hoz, de azokhoz nem mutat
szekvencia homoldgiat. A fehérje NO-ot termel és részt vesz a névény novekedésének
¢€s hormonalis szignalizaciojanak szabalyozasaban. Meglepdé modon az AtNOSI fehérje
szekvencidja nagy hasonldosagot mutatott egy bakteridlis, feltételezett GTP-kotd
(guanidin trifoszfat-k6td) vagy GTPaz (guanidin trifoszfataz) domént tartalmazo fehérje
csoporttal és ugyancsak nagy homologiat mutat a Helix pomatia NOS-val, mely egy 1j
tipusi NOS (Zemojtel, T. 2004). A GTPaz és NOS domén egyiittes jelenléte egy
fehérjén feltételezi e két alapvetd szignalizaciés mechanizmus Osszekapcsolodasanak
lehetdségét. Ez utobbi feltételezést tamasztjak ala azok a publikaciok, melyek a GTPaz-
alapu jelatviteli folyamat és az NO kapcsolatat irjak le emlésokben (Friebe,A. 2003;

Sauzeau,V. 2003; Witteck,A. 2003).

Nitrit-medialt ut

A nitrogén oxid keletkezésének masik enzimatikus, nitrit-medidlt moédja
megvalosulhat nitrat reduktaz (NR, EC 1.6.6.1), nitrit-nitrogén oxid reduktaz (Ni-NOR,
EC 1.7.2.1) ill. a 2-es tipusi hemoglobinok (Hb2) 4ltal, valamint a mitokondriumban
egy maig ismeretlen mechanizmus utjan.

A nitrat a novények f6 nitrogén forrdsa és egyben fontos szignalizacios

------
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nitrat asszimilacid elsd 1€épése a nitrat nitritté redukalasa. A reakciot a NR katalizalja.
Régota ismert tény, hogy a NR bizonyos koriilmények kozott képes a nitrit NO-va
torténd redukcidjara NAD(P)H-fiiggd modon (Klepper,LA. 1987; Harper,JE. 1981;
Rockel,P. 2002; Yamasaki, 2000b). Anoxids allapotban az NO emisszi6 mértéke
korrelal a nitrit koncentracioval és a NR aktivaciojaval (Rockel,P. 2002; Kaiser,W.M.
2002; Morot-Gaudry-Talarmain,Y. 2002; Lillo,C. 2004). Aerob koriilmények kozott az
NO emisszid alacsony (altaldban kisebb, mint 0.5 nmol g' FW h™), anoxia esetén
sOtétben viszont az emisszios érték akar az eldbbi haromszazszorosara is emelkedhet
(150 nmol g’ FW h™') (Rockel,P. 2002; Crawford,N.M. 2005). A NR nitrit és NADH
jelenlétében bekovetkezd NO termelése csak elenyészé (1%) hanyadat teszi ki az enzim
teljes nitrat redukald kapacitasanak. A NR NO-t generald szerepe azonban még nem
teljesen tisztazott. Garcia-Mata és mtsai. szerint a NR generalta NO-nak az ABS-
indukalt gazcserenyilds zarodasban van szerepe (Garcia-Mata,C. 2003). Ezt a feltevést
mintegy meger6siti, hogy egy Arabidopsis NR mutans (NR dupla mutans alacsony, de
detektalhaté NR aktvitassal) vizsgalata kozben kideriilt, az ABS-indukalta NO szintézis
¢€s a gazcserenyilas zarodasanak sziikséges feltétele a NR aktivitasa (Desikan,R. 2002).
Az irodalmi adatok e tekintetben nem vagnak egybe, hiszen vannak esetek, amikor nem
all nitrat a novény rendelkezésére (Raven,J.A. 2003). Igy jogosan meriil fel a kérdés:
hogyan fiigghet egy olyan alapvetd folyamat, mint a gazcserenyilds zarédasa, egy olyan
szignaltoél, melynek szintézise nitrat-dependens? Ezt nehéz elképzelni. Sokkal
val6sziniibb, hogy a NR csak egy, a szamtalan lehetséges NO forras koziil.

Allatokban és egysejtii algdkban a mitokondrium is részt vesz a nitrit NO-va
torténd redukalasaban (Kozlov,A.V. 1999; Tischner,R. 2004). Dohény szuszpenziobol
tisztitott mitokondrium ugyancsak képes NO termelésre NADH jelenlétében, anoxias

koriilmények kozott, de aerob kdrnyezetben nem (Planchet,E. 2005). Egy igen érdekes,
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nemrég napvilagot latott publikaci6 pedig arr6l szamol be, hogy csak a gyokérbdl izolalt
mitokondrium redukalja a nitritet NO-va in vitro ¢és in situ, a levélbdl izolalt nem
(Gupta,K.J. 2005). A gyokér és levél eredetli mitokondriumok kiilonb6z6 nitrit redukalo
kapacitasa altalanosnak tlinik a magasabb rendii névények korében, hiszen a kisérleteket
Arabidopsis mellett elvégezték arpan, borson és dohanyon is. A szerzok ugy vélik, a
levél mitokondrium nitrit redukalasanak hianya dsszefiigghet a fotoszintézissel. Ennek
igazoladsahoz azonban tovabbi kisérletek elvégzésére van sziikség.

Egy 310 kDa nagysagu, plazma membran-kotott enzimrél (Ni-NO reduktaz) is
kideriilt, hogy nitritb6l képes NO képzddését katalizalni dohany gyokérben (Stohr,C.
2001). Az enzim funkcidja eziddig ismeretlen. Ezen kiviil, ugy tinik, hogy a
hemproteinek, mint pl. a 2-es tipusu hemoglobinok (Hb2) is idedlis jeldltek az NO
enzimatikus termeléséhez N-hidroxiarginin (NOHA) jelenlétében (Crawford,N.M.

2005).

Egyéb alternativ utak

Az NO keletkezésének 1éteznek mas alternativ Utjai is novényi szervezetekben.
A torma peroxidaz hidroxiurea és hidrogén peroxid jelenlétében képes NO-t termelni
(Huang,J.M. 2002). Egyéb, szamitasba veheté enzimatikus NO forrds a xantin
oxidoreduktaz (XOR, EC 1.17.1.4) és a citokrom P450 (CPR, 1.6.2.4) (Boucher,J.L.
1992; Millar,T.M. 1998; Harrison,R. 2002; Mansuy,D. 2002). Mindezeket Gsszevetve
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az enzimatikus tton torténé NO képzodés,
legyen az konstitutiv vagy biotikus/abiotikus stressz altal indukalt, joval gyakoribb
esemény, mint azt idaig feltételeztiik. Valoszintisithetd, hogy a novényi sejtek nem egy
¢s kizardlagos enzimatikus, nitrogén oxidot szintetizal6 folyamattal rendelkeznek,

hanem sokkomponensii NO-t general6 rendszerrel.
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2.3.3.2. Az NO képzodésének nem enzimatikus utja novényekben

Az NO nem enzimatikus képzddése nitrogén oxidok és ndvényi metabolitok
kémiai reakcidinak, dinitrogén oxid lebomlasanak vagy a nitrit savas pH-an val6 kémiai
reakcidjanak eredménye (Nishimura,H. 1986; Klepper,L. 1991). A savas kornyezet a
nitrit protonalddasi reakcidjanak kedvez, melynek soran bizonyos koriilmények kozott
NO keletkezhet (Bethke,P.C. 2004). Redukalé agensek, mint példaul az aszkorbin sav
és néhany fenolos vegyiilet, felgyorsitjak a fenti reakcidt (Yamasaki,H. 2000b). A
jelenséget arpa aleuron sejtek apoplasztjaban mutattak ki gibberelin sav és abszcizin sav
hatasdra. Mindkét hormon savanyitja az apoplaszt pH-jat, mintegy indukalva a
protonalddasi reakciot. Az NO képzddésének lehetséges utjait novényekben a 6. dbra

foglalja 6ssze.

NO

Apoplaszt
NO:2" ArTnin

NOS
NO

NiNOR O Mitokondrium
2
NO2"—— NO
Plasztisz

N 02 - NlR NH: +

6. abra. Vazlatos diagramm az eddig ismert nitrit és arginin-medialt NO-t szintetizalé névényi
mechanizmusokrol.
A nitrit NO-va torténd redukcidja az apoplasztban nem enzimatikus Gton megy végbe, mig a plazma

membranban a nitrit-nitrogén oxid reduktaz (NiNOR), a citoszolban pedig a nitrat reduktaz (NR) altal
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valdsul meg. Feltételezheten a 2-es tipusu hemoglobinok (Hb2) is részt vesznek a citoszolikus NO

szintézisben. A mitokondriumban ismeretlen mechanizmus utjan keletkezik a nitrogén oxid.

2.3.4. Az NO donorokrol

Novényi szervezetek NO kezelése és ennek kovetkezményeként egy bizonyos
valasz kivaltasa még nem jelenti okvetleniil, hogy az endogén modon keletkezett NO is
ugyanazt a fejlédési vagy fiziolégiai folyamatot eredményezi. Eppen ugy, ahogy a
hormonok esetében bizonyos kritériumok egyidejii megléte sziikséges ahhoz, hogy egy
valaszreakcio kivaltasat kétségteleniil az endogén NO felszabadulasnak tulajdonitsuk.
Ezek a kritériumok a kovetkezdek; a valasz NO kezeléssel torténd kivaltasa, ugyanezen
valasz megsziinése az NO szintézisének kémiai vagy genetikai gatladsaval, a valasz
elmaradasa az NO rendszerbdl vald eltavolitdsa esetén [NO fogok (,,scavenger”)
alkalmazasa)] és a valasz NO szintézis és/vagy koncentracio fliggésének kimutatasa.

A gyakorlatban az NO kezelés NO donor haszndlatat jelenti, mely valamilyen
NO felszabadulast eredményez6 kémiai anyag. Ez a megkdzelités technikailag joval
egyszeriibb, mint az NO géz alkalmazdsa. A kémiai NO donorok hat osztalyat
kiilonboztetjiik meg; S-nitrozotiolok (RSNO), organikus nitratok (glicerin-trinitrat), vas
— nitrozil komplexek (SNP), szidnoniminek (morfolin szarmazékok), C-nitrozo
vegyliletek (C-NO) és masodlagos amin — NO komplexek (amin NONOA4t) (Al
Sa'doni,H. 2000). Az egyik legaltalanosabban hasznalt NO donor a néatrium
nitroprusszid (SNP). Valéjaban a SNP nitrozénium ion (NO') donor és oldatban
nitrozilalo elektrofil gyokként viselkedik (Al Sa'doni,H. 2000). Fény hatdsara
bekovetkezd bomlasara alkalmazdsa esetén iigyelniink kell. Annak érdekében hogy a

kisérleteinkben tapasztalt NO hatast valojaban az NO felszabaduldsa és nem pusztan a
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kémiai donor vagy egyéb bomlastermék jelenléte valtja ki, célszeri tobb donort is

hasznalni.

2.3.5. Nitrogén oxid kimutatasa novényekben

Az NO detektalasara szamos moddszert fejlesztettek ki, ezeket alapvetden
megkozelitésiik (direkt vagy indirekt) és detektalasi kiiszobértékiik alapjan
kiilonboztetjik meg (Packer,L. 1995). NO emisszi6 direkt mdédon megbecsiilhetd
gazkromatografiaval, tomegspektrometriaval, kemilumineszcens meghatarozassal, 1ézer
fotoakusztikus spektroszkopiaval €és oldatban NO-szelektiv elektroddal is (Packer,L.
1995). NO jelenléte indirekt moédon olyan molekuldkkal is kimutathatd, melyekkel az
NO in vivo is reakcioba 1ép és ami spektralisan kimutathatd elvaltozast okoz a
kolcsonhatd partneren, ilyen példaul a hemoglobin. A hemoglobin mddszer 1ényege,
hogy az oxihemoglobin (HbO,;) NO 4altali oxidaciéja methemoglobinna (MetHDb)
nyomon kovethetd az oxidalt forma spektruménak felvételével. A mddszer hatuliitdje,
hogy a HbO, reaktiv oxigén gyokokkel és nitrittel is kolcsonhatasba Iéphet. Az indirekt
megkozelitések koziil talan a Griess reakcion alapul6 technika az egyik legelterjedtebb.
A Griess reakcié az NO vizes oldatban keletkez6 stabil reakcidtermékét, a nitritet
mutatja ki (Devignat,R. 1952). A mddszer novényi szovetekben vald alkalmazasat, azok
magas nitrit tartalma modfelett megneheziti. Az NO, mint szabadgyok kimutatasa
lehetséges tovabba elektron paramagneses rezonancia (EPR) spektroszkoépidval is.
Ebben az esetben kiilonféle tin. spin csapdakkal kotik meg a vizsgélt rendszerben
talalhato NO-t.

1998-ban  Kojima és munkatarsai egy 1 fluorofér csalad, a

diaminofluoreszceinek (DAF) megalkotasardl szamoltak be (Kojima,H. 1998). Ezzel
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egy 0j, az NO in vivo kimutatasara alkalmas eszkozt adtak a nitrogén oxid kutatassal
foglalkoz6 szakemberek kezébe, ami novényekben maig a legszélesebb korben elterjedt
NO detektaldsi modszer. A diaminofluoreszceinek a fluoreszceinek csaladjaba
tartoznak, legfobb tulajdonsaguk, hogy alapallapotban nem, viszont az NO és O,
iranti érzékenységiik igen nagy, kb. 2-5 nM. Létezik egy sejtpermedbilis valtozatuk is
(DAF DA), ebben az esetben a DAF molekuldhoz acetit csoportokat kotnek
észteresitéssel, igy a molekula képes a sejtmembranon keresztiil a citoszélba jutni, ahol
nem specifikus észterazok hasitva az észterkotést NO (vagyis inkabb N,Os) kotésre
alkalmas allapotba hozzak, az immar a citoplazmaban rekedt fluorofor komplexet.

Az elmult id6szakban sok felhasznaloban kétségek meriiltek fel a DAF NO
specifitasa irant. Zhang és munkatarsai bebizonyitottak, hogy a dehidroaszkorbin és az
aszkorbin sav is képes a DAF-al fluoreszkaldo komplexet 1étrehozni (Zhang,X. 2002).
Jourd'heuil pedig bemutatta, hogy a DAF fluoreszcenciaja peroxinitrit vagy peroxidazok
jelenlétében novelheté (Jourd'Heuil,D. 2002), Espey ¢és munkatarsai ugyanezt
demonstraltdk nitroxil ion esetén (Espey,M.G. 2002). Mindhiarom eset a DAF
megbizhatdsaganak, mintsem az NO képzddésének megkérddjelezésére mutat ra.
Ezenkiviil a N,O; megkotésével a cellularis antioxidansok, mint a redukalt glutation

vagy az aszkorbat csokkenthetik a DAF fluoreszcencia intenzitasat.

2.3.6. Nitrogén oxid fizioldgiai hatasai novényekben

Novényekben a nitrogén oxid fiziologiai hatasai szertedgazdak; fejlodés
szabalyozé, elsddleges szignalizacidos molekuldk, a hormonok hatiasat befolyasolja,

kozremiikddik a programozott sejthalal (PCD) és az abiotikus stressz valasz
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kialakitasaban, valamint a betegségekkel szembeni védekezés regulatora (Neill,S.J.

2003).

2.3.6.1. NO, mint novekedés és fejlodés szabalyozo

Régota ismert tény, hogy a magasabb rendi ndvények NO-t bocsajtanak ki
kornyezetiikbe (Wildt,J. 1997), ami az auték kipufogojabol és az erémiivekbol
szarmaz6 nitrogén oxidokkal egyiitt az atmoszféraban halmozodik fel. Ez az
ugynevezett biomassza flist. A biomassza fiist nitrogén oxidjai igen hatékonyak
nyugalmi allapotban 1évé magvak csirazasanak serkentésében (Keeley,J.E. 1997). Méra
tucatnyi olyan fajt ismeriink vildgszerte, melyek csirdzasahoz ez a ,,flist” sziikséges és
jonéhany , fiist” komponenst azonositottak potencialis csirdzasserkentoként, koztiik a
nitrogén oxidot is. Az NO megtori a magvak nyugalmi allapotat és serkenti csirazasukat
Arabidopsisban, salataban ¢és buzaban is (Bethke,P.C. 2004; ZhangH. 2005;
Beligni,M.V. 2000). Ezenkiviil, EPR analizissel endogén NO felhalmozddast mutattak
ki csirazé cirok magvakban (Simontacchi,M. 2004). A csirazas soran fellép6 heves NO
termelés Osszefliggésbe hozhato nitrat reduktdz és NOS-szert aktivitasokkal, de az NO
nem enzimatikus, apoplaszt savanyodasra torténd produkcidja sem kizart (Bethke,P.C.
2004). Az NO csirazasra gyakorolt hatasanak egy tovabbi lehetséges mechanizmusa a
B-amildz aktivaldsdval magyarazhatd. A B-amildz, melynek kiilondsen fontos szerepe
van a csirazds korai szakaszdban NO-val indukdlhaté (Zhang,H. 2005). Az NO
germinaciora gyakorolt hatdsdnak pontos leirdsa a jovo feladata.

Mar az 1979-es megfigyelések beszamolnak az NO kezelésnek a novények
novekedésére gyakorolt hatasarol. Magas (40-80 pphm, ,,parts per hundred million”)

NO koncentracié gatolta, mig alacsony (1-20 pphm) serkentette a paradicsom
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novekedését (Anderson,L.S. 1979). Késébbiekben ugyanezt a kisérletet salatan é€s
borséon megismételve hasonld eredményt kaptak (Hufton,C.A. 1996; Leshem,Y.Y.
1996). Az NO-nak a fotoszintetikus apparatusra is van hatdsa, reverzibilisen gétolja az
elektron transzportot, igy az ATP szintézist, a szintestekben (Takahashi,S. 2002).
Tételezziik fel, hogy a nitrit az NO forrds, igy ha nem 4&ll elég nitrit a ndvény
rendelkezésére és/vagy csokken a nitrit reduktdz nitrit redukald képessége, a nitrat
reduktaz NO termelése megné €és a nagy mennyiségben keletkezett NO gatolja a
fotoszintézist, igy a novény novekedése lelassul. Ezt a feltételezést tamasztja ala Morot-
Gaudry-Talarmain és munkatarsai azon megfigyelésiikkel, miszerint nitrit-reduktaz
antiszensz dohanyban NO akkumulaciérdl és csokkent novekedésrdl szamolnak be
(Morot-Gaudry-Talarmain,Y. 2002).

NO donorok gétoljak a hipokotil és az internddusz megnyutlasat, stimulaljak a
de-etiolaciot és novelik a klorofill tartalmat burgonyaban, salatdban és Arabidopsisban
(Beligni,M.V. 2000). Borso6 levelekben, kivaltképpen a gazcserenyilas sejtjeiben, az NO
gyakorolt hatdsa a vas homeosztazisban vallalt szerepével hozhat6 6sszefiiggésbe. A vas
hiany okozta klorézis kialakulasa NO donorokkal megakadalyozhato (Graziano,M.
2002).

Néhany beszamolo szerint az NO-nak oregedést gatld hatasa is van. Borsoban
példaul oregedést serkentd koriilmények kozott NO donorok alkalmazasaval meg tudtak
akadalyozni az etilén (6regedést kivaltdé hormon) bioszintézisét (Leshem,Y.Y. 1996).
Masrészrol viszont némileg ellentmondva ennek, Arabidopsis novények NO gazzal
torténd kezelése soran megemelkedett etilén koncentracidt mértek (Magalhaes,JR.
2000). Az NO virdg oregedést késleltetd hatasa azonban egyértelmiien bizonyitott

vagott viragokon, NO donorok alkalmazasaval (Leshem Y. 2001). A gylimolcs érése a
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masik etilén indukalt és NO altal modulalt dregedéssel kapcsolatos folyamat. Erd
gyiimolcsokben, pl. banan vagy eper esetében a ndvekvo etilén koncentracio jol korrelal
a csokennd NO emisszioval (Leshem,Y.Y. 2000). Emellett NO kezeléssel zoldségek és
gyiimolcsok betakaritds utani tarolhatosdganak ideje meghosszabithatd (Neill,S.J.
2003).

Gyokerekben a nitrogén oxid az auxin jelatviteli uttal egyiittmiikddve jarulékos
oldalgyokérképzodést indukal, cGMP fiiggé ¢és cGMP fiiggetlen modon is
(Pagnussat,G. 2002). A cGMP fiiggetlen it a MAPK (mitogén aktivalt protein kinaz)
kaszkad aktivalasan keresztiil hat (Pagnussat,G. 2004). Kukoricdban a gyokér
megnyuldsaban is szerepet tulajdonitanak az NO-nak (Gouvea,C.M.C.P. 1997).

Az endogén NO szintjének csokkenése meghatarozhatja a vegetativ allapotbol
gatolja a virdgzast és befolyasolja a viragzaskor kifejez6dé gének expresszidjat
(He,Y.K. 2004). Megtermékenyitéskor, a pollencsé novekedését segiti a bibén
(Prado,A.M. 2004). Ha a pollencs6 csucsi részében nem halmozodik fel NO, az tovabb
nd, mig az NO (cGMP fiiggd) keletkezése novekedésgatlast okoz. Tehat az NO
pollencsd csticsaban vald eloszlasa meghatarozza a pollencsé novekedésének iranyat.
Egy ehhez feltin6en hasonld jelenséget gyokérben is leirtak. Gravitropikus szignal
auxin fliggd modon asszimmetrikus, cGMP fiiggé NO felhalmozodast okoz a
horizontalis gyokér alsé részén, mely gravitropikus elhajlashoz vezet szojaban (Hu,X.Y.
2005).

Az NO el6zéekben hosszasan ecsetelt, a novények novekedésében ¢Es
fejlodésében betoltott szerepe miatt, e sokoldalu molekulat tekinthetjiik egy nem

hagyomanyos novekedési regulatornak, hormonnak is (Beligni,M.V. 2001).
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2.3.6.2. Az NO és a klasszikus fitohormonok kapcsolata

Mint kordbban emlitettilk, az NO az auxin jelatviteli uttal egytttmiikodik és
olyan alapvet6 élettani folyamatokat befolyasol, mint a jarulékos oldalgyokérképzdodés
vagy a gyokér megnyuldsos novekedése. A szignaltranszdukcios utak kozos pontjairol
¢és pontos molekularis mechanizmusardl azonban sajnos nincsenek adataink. Mint ahogy
arrol sincsenek, hogy az NO részt vesz-e egyéb, auxin indukalt fizioldgiai valaszok
kialakitasaban. Jelen dolgozatunk ebbdl a szempontbdl hianypo6tld, hiszen a hamarosan
ismertetésre keriild eredmények azt bizonyitjak, hogy az NO auxin fiiggé mddon

A felfedezés, miszerint az NO részt vesz az ABS indukalt gazcserenyilas
zarddasban, szép példija az NO és a vele kolecsonhatdé novényi hormon
egylttmiikodésének. A gazcserenyilas allapotat a tonoplaszton és a plazma membranon
keresztiil aramld viz ozmotikus fluxusa hatdrozza meg. A viz aramlasa mindig
passzivan koveti a K™ és Cl™ ionok specifikus ion csatornakon keresztiil megvalosuld
mozgasat. A K™ és Cl™ ioncsatornakat kiilonféle stimulusok, mint példdul az ABS,
aktivaljak vagy deaktivaljak (Schroeder,J.I. 2001). A gazcserenyilds zardsejtjeiben
adekvat ingerre bekovetkezé jelatviteli ut meglehetésen bonyolult, Ca®" osszcillacion
alapuld jelrendszer (Schroeder,J.I. 2001). A Ca*" osszcillaciot olyan szignalizacios
molekulak valtjak ki, mint az IP;, az S1P, a H,O, és a cADPR (Hetherington,A.M.
2001). Az ABS gyors, NO emmisziot okoz borsd gazcserenyilds zardsejtjeiben
(Neill,S.J. 2002). Hasonlé jelenséget azota babban (Garcia-Mata,C. 2002) ¢és
Arabidobsisban is (Desikan,R. 2002) megfigyeltek. A hatas szovetspecifikus,
Arabidobsis szuszpenzioban nem indukidl az ABS NO valaszt (Tun,N.N. 2001).
Borsoban és Arabidobsisban az NO sziikséges feltétele az ABS indukalt gazcserenyilas

zarodasanak, borsoban az NO forrds valosziniileg a NOS (Neill,S.J. 2002),
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Arabidobsisban pedig a NR (Desikan,R. 2002). Ugy tiinik, hogy az NO forras
tekintetében faj specifitas figyelhetd meg, legalabbis a gazcserenyilas zarosejtjeiben.

A citokininekrdl is bebizonyosodott, hogy NO szintézist indukalhatnak
dohanyban, petrezselyemben ¢s Arabidobsisban (Tun,N.N. 2001). Igen érdekes
tovabba, hogy NO donorok citokinin hatdst mimikalnak és a citokinin indukalt betalain
felhalmozodas NOS gatloszerekkel megakadalyozhatdo (Scherer,G.F.E. 2000). Itt
utalnank arra a megallapitasra, hogy a citokinin receptorok ligand kotd alegysége
(CHASE) funkcionalis hasonlésagot mutat az NO kotésre alkalmas vas alapu szenzor
fehérjék egyik alegységével (HNOB) (Anantharaman,V. 2001), ami felveti a citokinin
receptorok NO-t koto képességének lehetoségét. A citokinin és az NO jelatviteli ut a
programozott sejthalal indukaldsédban is osszekapcsolodik. Ujabb kutatasok szerint, a
citokinineknek az NO indukalt programozott sejthaldlban is szerepiik van (Carimi,F.
2003; Carimi,F. 2005).

Az etilén és az NO kapcsolatarol korabban mar tettiink emlitést (lasd 2.3.6.1.

fejezet).

2.3.6.3. NO és a programozott sejthalal

A programozott sejthalal (PCD) egy genetikailag meghatarozott, metabolikusan
irdnyitott sejtszintli folyamat, mely az érintett sejt Ongyilkossagaval végzodik. A
programozott sejthaldl tehat belsd szignalizacidés utak és kivégzé mechanizmusok
eredménye, nem pedig valamilyen sériilés hatdsara bekovetkezd nekrotikus folyamat. A
hiperszenzitiv reakcié (HR) gyakran PCD-ban zarul. A folyamathoz a nitrogén oxid is
hozzéjarul. Arabidopsis sejtkultira avirulens patogénnel torténd kezelése NO

felszabadulashoz vezet (Clarke,A. 2000). Az NO altal indukalt PCD-ra is jellemez6 a
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kromatin kondenzaci6 ¢s a kaszpaz-szerii kaszkad aktivalasa. Habar kaszpazok
1étezésére nincs egyértelmi bizonyiték ndvényekben, metakaszpazok 1éteznek, kaszpaz-
szerll funkcioval. Szdja sejtkultirdban az NO egyediil nem idéz el6 PCD-t, inkdbb az
NO:szuperoxid arany hatarozza meg a sejt tovabbi sorsat (Delledonne,M. 2001). Ha a
szuperoxid koncentraciéja magasabb, a nitrogén oxid szuperoxiddal hat kdlcson
peroxinitrit képzédése kdzben, ami nem indukal PCD-t. Ellenkezd esetben, magasabb
NO koncentracional a nitrogén oxid a szuperoxid diszmutacidjabol keletkezett hidrogén
peroxiddal kolcsonhatva beinditja a PCD folyamatat.

A hormonok indukalta fejlédési szakaszokban megfigyelhet6 PCD-ban, az NO-
nak antioxiddns szerep jut. Arpa aleuron rétegben, gibberelin sav (GS) hatésara
bekovetkez6 PCD NO kezeléssel késleltethetd (Beligni,M.V. 2002). Mivel az NO nem
gatolja a GS aktivalt a-amildz aktivitasat €s expresszidjat sem, az NO ebben az esetben
specifikus endogén PCD regulatornak tekintheto.

Mechanikai stressz okozta PCD-ban is szerepet jatszik az NO. Kalanchoe
daigremontiana levelek ¢és kallusz sejtek centrifugalasa NO szintézist indukalt, ami a
DNS fragmentaldédasahoz, igy sejthalalhoz vezet (Pedroso,M.C. 2000). A jelenség NOS
inhibitorokkal kivédhetd, igy a keletkezett NO feltételezhetéen NOS-szerli aktivitasnak
koszonhetd. Arabidopsisban is tapasztalhatd hasonl6 (Garces,H. 2001).
oxid szerepét. Azon sejtek, melyek raléptek a xilém elemmé differenciondlodas tutjara,
nagy mennyiségii NO-t termelnek, mindaddig, mig ki nem alakul az immar terminalisan
differencionalt sejt masodlagos sejtfala és be nem kovetkezik a sejt autolizise
(Gabaldon,C. 2005).

Allatokban és novényekben is a PCD és a mitokondrialis funkcidvaltas jol

korreldl egymassal. Arabidopsis sejtekben az NO indukalt PCD a mitokondrialis 1égzés
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gatlasa és a citokrom c kilokddése révén valosul meg (Zottini,M. 2002), ami jol jelzi a

PCD konzervaltsagat eukariota rendszerekben.

2.3.6.4. Az NO és az abiotikus stresszvalasz

Jol ismert tény, hogy jonéhany abiotikus stresszor, a szarazsag, alacsony és
magas homérséklet, UV és 6zon hatdsara reaktiv oxigén gyokok (ROS, ,reactive
oxygen species”) termelését indukalja (Neill,S.J. 2003). Amellett, hogy a ROS rombol6
erejii oxidativ folyamatokat idéz elo, kiilonféle jelatviteli utakat is aktival. Az NO
valtozatos mddon 1ép reakcioba a ROS-al. Koncentraciotol fiiggd modon Ilehet
antioxidans, vagy citotoxikus hatasu.

A szarazsag stressz az egyik legnagyobb kornyezeti fenyegetés, ami alapvetden
befolyasolja termesztett gabonandvényeink terméshozamat. Megérteni a szarazsag
sressz altal eléidézett sejtszintii folyamatokat kulcsfontossagl az ellene valo védekezési
stratégiak kidolgozasahoz. A széarazsag kozvetleniil a novények vizhaztartasat érinti a
csokennd turgornyomas ABS szintézist indukal, ami a gazcserenyilads zardsejtjeiben NO
termelést okoz. Borsoban a hervadds megemelkedett NO emisszidt idéz eld
(Leshem,Y.Y. 1996). Arabidopsisban ennek pont az ellenkezdjét figyelték meg
(Magalhaes,JR. 2000). Ezt az ellentmondast faji kiilonbségek is magyarazhatjak, de
tisztaban kell lennlink a vizvesztés egyéb paramétereivel is (pl. vizpotencial). Az
viszont kétségtelen, hogy NO donorok alkalmazasa csokkentve a gazcserenyilasok
atmérdjét, a transpiracid6 mérsékldédését okozza (Mata,C.G. 2001). Az NO minden
bizonnyal nem egyediill, hanem mas szignalizacidos molekuldkkal pl. hidrogén
peroxiddal egylitt géazcserenyilds zarodast idézi eld, ugy hogy aktivalja az ABS

bioszintézisét (Zhao,Z.G. 2001).
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A magas vagy alacsony homérséklet altal indukalt stresszel is kapcsolatba
hozhaté a nitrogén oxid. Rovid iddtartamtii magas hdmérséklet NO felszabadulashoz
vezetett lucernaban (Leshem,Y. 2001), NO kezeléssel rezisztencia valthatdé ki fagyas
ellen paradicsomban, buzaban ¢és kukoricaban (Lamattina,L.. 2001). Minden bizonnyal a
nitrogén oxid antioxidans hatasa akadalyozza meg a fagyas vagy a magas homérséklet
soran keletkezett ROS felhalmozodasat.

NO donorok és NOS gatloszerek hasznalataval kimutathat6é, hogy NOS-szerli
aktivitastol fiiggé modon képes az NO aktivalni az UV-B indukalt CHS expresszidjat
(Mackerness,S.A.H. 2001). Habar a nitrogén oxid UV stresszben jatszott szerepe nem
tisztazott, UV-B besugarzas eldtti NO kezelés 50%-al novelte az egészséges levelek
szamat burgonyaban (Lamattina,L.. 2001).

Egy masik légszennyezd molekula, az 6zon is kolcsonhat NO-al. Ozon
kezelésnek kitett Arabidopsis novényekben NOS aktivitas mutathaté ki (Rao,M.V.
2001). Dohényban hasonld koriilmények kozott az NO szalicil sav szintézist indukalt
(Durner,K. 1998). Tovabb bdviti a felsorolast az a megfigyelés, miszerint az NO
kezelés megnovelte az 6zon indukalt etilén termelést (Rao,M.V. 2001).

A sebzés a patogén tamadas gyakori kisérdje, a folyamat természetes velejardja
NO ¢és H,0, felszabadulas (Delledonne,M. 1998). A sebzés 6nmagéaban nem szabadit

fel NO-t, az a patogenézis soran keletkezik.

2.3.6.5. Az NO a betegségekkel szembeni védekezés modulatora

Az NO-nak kulcsszerepet tulajdonitnak a hiperszenzitiv reakcié kivaltasaban
(Delledonne,M. 1998; Durner,K. 1998). A HR egyiittjar reaktiv oxigén gyokok

keletkezésével, a programozott sejthaldl elindulasaval és a védekezésben kozremiik6do
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gének (pl. PAL, CHS) expresszidjanak aktivalodasaval. A HR lokalizalt sejthalalt
eredményez, igy akadalyozza meg a ndvényi szervezet a patogén tovaterjedését. Szdja
sejtkultura avirulens (HR-t indukéld) patogénnel valo kezelése gyors NO ¢és H,O;
felszabadulashoz vezet (Delledonne,M. 1998). Baktérium korokozé altal kivaltott
sejthalal és a PAL gén expresszidja egyarant blokkolhat6 NOS inhibitorokkal. A
patogén-indukalt NO tehat NOS aktivitds eredménye és a keletkezett nitrogén oxid
H,0;-val kdlecsonhatva HR-t indukal. A szalicil sav a szisztémasan szerzett rezisztencia
(SAR) kialakitasaban nélkiilozhetetlen szignalizaciés molekula (Draper,J. 1997).
Minthogy dohanyban az NO eldsegiti a SA szintézisét, a szalicil sav, a nitrogén oxid és
a H»O, alighanem egy komplex szignalizaciés halézatot alkotnak a HR reakciod
kialakuldsa soran (Van Camp,W. 1998; Song,F.M. 2001).

A fitoalexinek szintézise egy masik HR-al &sszekapcsolhato jelenség patogén
tamadas soran. NO kezelés burgonya gumoéban ¢€s szdja sziklevelekben fitoalexin

szintézisét eredményezi (Noritake,T. 1996; Modolo,L.V. 2002).

Mint lattuk a nitrogén oxid a ndvényi szervezet rendkivil sokrétii szignalizacios
molekuldja, a ndvényi metabolizmus, szignalizaci6, védekezés ¢és fejlodés kulcs

regulatora.

2.3.7. NO és a sejtciklus szabalyozasa

rrrrrr

folyamatok kapcsolata emlds sejtekben kelléképpen megalapozott. A vaszkularis
rendszerben a nitrogén oxid vazodilatator funkcidja mellett antiproliferativ és

antiapoptotikus kornyezetet biztosit a véredények falanak (Sessa,W.C. 2004). Az NO
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antiproliferativ hatdsa a p53 tumor szupresszor gén expresszidjanak serkentésével

(Mizuno,S. 2004) és a sejtciklus inhibitor p21°P"*f expressziojanak indukéalasaval vagy

crer

crer

kezelés tobbféle sejttenyészetben is a sejtciklus G2 fazisban vald feltartoztatasahoz
vezetett (Janssen,Y.M. 1998; Mohr,S. 1998; Shao,C. 2003; Takagi, K. 1994). Pervin ¢és
munkatarsai ugyancsak exogén NO kezeléssel egy human mellrdk sejtvonalban
indukaltak citosztazist, ami a sejtciklus G1 fazisaban val6 blokkolasa utjan, a ciklin D1
fehérje expressziojanak gatlasaval valosult meg (Pervin,S. 2001). Mindezekkel
Osszhangban, neurondlis sejttenyészetekben a NOS, mint ndvekedésgatld fehérje
funkcional, a citosztazis kialakulasadban vesz részt a sejtdifferenciacié soran, valamint
regulatora (Peunova,N. 2001; Peunova,N. 1996; Peunova,N. 1995). Allati
rendszerekben az NO endogén szintjének tehat kifinomult szabalyozas alatt kell allnia
végig a sejtciklus sordn. Novényekben azonban egyaltaldn nem tisztazott az NO

sejtciklusra gyakorolt hatdsa. Dolgozatunkkal ezt a hidnyt probaljuk potolni.
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3. Célkituzések

Munkénk soran alapvetden arra voltunk kivancsiak hogy a nitrogén oxid, mint egy
ndvekedési és fejlddési regulator,
e részt vesz-e a ndvényi sejtek osztodasanak szabdlyozésaban és

e van-e szerepe a szomatikus embriogenézis folyamatanak elinditasaban.

Ehhez két kisérleti megkozelitést hasznaltunk. A lucerna levélsejtekbdl izolalt
protoplasztok tenyészetét, ahol a sejtosztddas reaktivacigja és a szomatikus
embriogenézis elsd Iépései jol tanulmanyozhatok és egy folytonosan 0szt6do

dedifferencialt sejtkultirat, amely kivaldan alkalmas a sejtciklus nyomonkdvetésére.
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4. Anyagok, modszerek és a kisérleti rendszer ismertetése

4.1. A Kkisérleti novények és sejtkultirak fenntartasa

Medicago sativa L. ssp. varia; embriogén A2 genotipusi novényeket steril
koriilmények kozott, szilard MS (Murashige,T. 1962) taptalajban 22°C-on 16:8 06ras
fotoperiodus alatt tartottuk (Pasternak, T.P. 2000; Pasternak,T.P. 2002).

Az ugyanezen genotipusbdl szarmazd sejtszuszpenziot hetente oltottuk at 0.2
uM 2.4-diklorfenoxiecetsavat (2,4-D) és 1 puM kinetint tartalmaz6 folyékony MS

taptalajba.

4.2. Lucerna levélprotoplaszt izolalasa és tenyésztése

4-6 hetes, steril koriilmények kozott nevelt lucerna ndvényekrdl kb. 1 g levelet
gyljtottiink, majd azokat K75 oldatban (Kao,K.N. 1980) apré darabokra vagtuk steril
borotvapengével. A levéldarabokat K75 oldattal atoblitettilk. A protoplaszt izolalast
K75 tapoldatban oldott enzimkeverékkel (0.5 % Cellulase Onozuka R10, 0.5 %
Macerozyme R10, 0.25 % Rhozyme) 16 oraig 22°C-on sotétben végeztik. A
protoplasztokat 60 pum poérusatmérdjii sziird segitségével megtisztitottuk, majd a
levéldarabokat addig mostuk K75 oldattal, mig beldliik protoplasztok kiszabaduldséat
észleltiik. A megmosott protoplasztokat 3 percig 300 g-vel centrifugaltuk. A letilepedett
protoplasztokat K75 tépoldatban szuszpendaltuk, kétszer ugyanezzel a tapoldattal
mostuk és centrifugdltuk. Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a sejtszamot, majd

a sejtsirliséget 10° protoplaszt/ml-re allitottuk. A protoplasztokat K75 tapoldatban

42



4. Anyagok, modszerek és a kisérleti rendszer ismertetése

tenyésztettilkk, mely 2.2 uM zeatint és a kisérlettdl fliggden kiilonb6zo 2,4-D ill. NO
donor, NOS inhibitor és NO fog6 koncentraciokat tartalmazott.

Az embriogén genotipust lucerna levélprotoplaszt kultira sejtjei, a tenyésztés
elsé négy napjan kiilonb6z6 2,4-D koncentracio jelenlétében tenyésztve, beagyazasukat
kovetden kiilonbozo sejtsorsot kovetnek. Alacsony (1 uM) 2,4-D jelenlétében a sejtek
osztodasuk reaktivacidja eldtt megnyulnak, végiil differencialatlan kallusz szovetet
alkotnak. Magas (5-10 uM) 2,4-D jelenlétében viszont a sejtkultiura sejtjei kicsi, strti
citoplazmaval ¢és kis vakuolummal rendelkez6 sejtekké alakulnak at. Ezek a sejtek
asszimetrikusan osztodnak és embriogén sejtcsoporttokat, majd szomatikus embridkat

képeznek (7. abra).

Medicago sativa ssp. varia A2 névénybol szarmazo
levélprotoplasztok

e,
;@ﬁ}'ﬁ
\Sp

A

1pM 24D S 10 pM 2,4 D
i L

Uj taptalaj 1 pM 2.4-D-vel
(alginat vagy agardz heagyazas)

folyamatos oszidodasok

Kallusz szomatikus embriok

7. abra. Lucerna levélprotoplasztok fejlodése kiilonb6z6 2,4-D koncentraciok mellett.

Magyarazat a szovegben.

43



4. Anyagok, modszerek és a kisérleti rendszer ismertetése

A sejtosztodas reaktivacidjat 0-5 napos tenyészetekben vizsgaltuk. A szomatikus
embriok fejlédésének megfigyeléséhez a sejteket agardzba agyaztuk. A beagyazast a
kovetkezOk szerint végeztiik: a lucerna protoplasztkultarat 3-4 napig 0.4 M gliikdzzal,
0.1 M mannitollal, 1 ill. 10 uM 2,4-D mesterséges auxinnal, 2.2 uM zeatin riboziddal és
a kezeléstdl fiiggéen 10 uM SNP-vel ill. 1 mM L-NMMA-val kiegészitett folyé¢kony
sejtkultiraban tenyésztettiik. A négy napos sejteket 1.6 % alacsony olvadasponti
agarozt (Seaplaque), 0.4 M glikozt, 1 uM 2,4-D-t és 2.2 uM zeatint tartalmazé K75
taptalajba agyaztuk. A beagyazott protoplaszt eredeti sejtekre folyékony, 0.4 M
glikézt, 0. 57 puM indol-ecetsavat és 2.2 puM zeatint tartalmazé K75 taptalajt
sz€lesztettiink. A sejteken a folyékony taptalajt kéthetente cseréltiik, melyben az
ozmotikumot folyamatosan csokkentettiik, egészen 0.2 M gliikkdz koncentracioig. A

sejttenyészetek morfologiai valtozasat mikroszkopos felvételeken rogzitettiik.

4.3. A sejtek életképességének, morfologiajanak és osztodasanak meghatarozasa

A sejtek életképességét Evans-kék festéssel hataroztuk meg (Baker,C.J. 1994). A
moddszer 1ényege, hogy az ép sejtek szdmara nem permeabilis festék csak a karosodott
plazma membrannal rendelkez6, halott sejteket festi meg, igy egy adott
sejtpopulacioban kénnyedén meghatarozhato a halott (kék) sejtek aranya az
Osszsejtszamhoz viszonyitva. A sejtek megnytlasanak mértékét optikai mikroszkdp
segitségével 500-szoros nagyitasnal allapitottuk meg, kezelésenként negyven random
sejt legnagyobb hosszlsaganak és szélességének aranyaként. Az osztddo sejtek aranyat
optikai mikroszkop hasznalataval hatdroztuk meg, kezelésenként 500 sejtben szamoltuk

meg a citokinézisek szamat.
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44. Az S fazis aranyanak megallapitisa BrdU sejtmagi DNS-be torténé
beépiilésével

Egy adott sejtpopuldcioban és egy adott iddintervallumban az S fazis ardnyanak
megallapitdsdhoz a protoplaszt eredetli sejteket egy napig, frissen készitett, 30 uM
replikacid soran a sejtek DNS-ébe beépiilt BrdU jelenlétét immunoldgiai eljarassal
detektaltuk. A sejteket 3.7 % formalinnal fixaltuk, hdromszor mostuk foszfat pufferes
sooldattal (PBS: 8 g NaCl; 0.2 g KCl; 1.44 g Na,HPO 4 * 7H,0; 0.24 g KH,PO4 ; H20 1
liter dessztilalt vizben oldva), majd egy oraig 28°C-on inkubaltuk a DNS
denaturalasahoz sziikséges nukledzt is tartalmazé BrdU specifikus monoklonalis egér
ellenanyag oldattal (Amersham). Ujabb PBS mosas utan a sejteket tovabbi egy oraig,
28°C-on sotétben FITC (fluoreszcein izotiocianat) jeldlt egér IgG elleni méasodlagos
ellenanyaggal kezeltiik. A sejteket végiil megfestettiik a kettdsszala DNS-sel komplexet
festék oldataval. A mintdkrol Nikon Eclipse TE300 tipust invert fluoreszcens
mikroszképpal és SPOT-RT II. kameraval felvételeket készitettiink. A FITC
fluoreszcens festéket 490 nm-en, a DAPI festéket 365 nm-en gerjesztettiik egy 100
wattos HBO fényforras segitségével. Kezelésenként minimum 500 sejtben Osszesitettiik

a FITC jelolt sejtmagok (S fazison atesett) szamat.

4.5. Aramlisos citometria

A protoplasztokbdl vagy a protoplaszt eredetli sejtekbdl Galbraith és
munkatarsai  Gtmutatasai szerint Ovatos pipettdzassal izolaltunk sejtmagot

(Galbraith,D.W. 1983). A szuszpenziosejteket a magizolalas eldtt rovid sejtfalemésztd
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kezelésnek vetettiik ala (3% cellulaz YC, 1% pektindz, 1% macerozim keverékének
feloldasa literenként 94 g mannitolt és 1g CaCl,-ot tartalmazé oldatban). A sejtmagokat
5 ug ml™” végkoncentracidju propidium jodiddal (PI) megfestettiik és beléliik 5-10 x 10°
darab sejtmagban meghatdroztuk a relativ  DNS tartalmat FACSCalibur aramlasos

citométer segitségével. A sejtciklus analizisét ModFit® szoftwerrel végeztiik.

4.6. Lucerna szuszpenzio sejtkultira szinkronizalasa kettds foszfat éheztetéssel

A szinkronizaciét Kapros ¢és munkatdrsai utmutatdsai alapjan végeztiik
(Kapros,T. 1992). A szuszpenzi6 sejtkultirat 2 nappal atoltasa utdn haromszor mostuk
fosztat mentes taptalajjal, majd harom napig foszfat mentes taptalajban tenyésztettiik.

Héarom nap elteltével egy napra poétoltuk a taptalajbol a foszfatot 0.2 mM

cre

crer

inditottuk el.

4.7. Fehérje extrakcio

A folyékony nitrogénben fagyasztott és felhasznalasig -80°C-on tarolt novényi
mintakat jégen tartuk fel kvarchomok ¢és extrakcios puffer (25 mM Tris-HCI pH 7,6, 15
mM MgCl,, 15 mM EGTA, 75 mM NaCl, I mM NaF, 60 mM B-glicero-foszfat)
jelenlétében. Az extrakcids puffer 1 mM PMSF-t (fenilmetilszulfonil fluorid), 2 mM
DTT-t (ditiotreitol) és 10 pl/ml proteinaz inhibitor keveréket (Sigma) tartalmazott. A

fehérjekoncentraciét Bradford-reagenssel, 595 nm-en spektrofotométerrel hataroztuk
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meg. Az immunoblot (Western blot) kisérletekhez mintanként 50 pg fehérjét

hasznaltunk fel.

4.8. Immunoblot

A mintakban talalhato fehérjéket moltomegiik alapjan SDS PAGE technikaval
elvalasztottuk. Az elektroforézis végeztével a gélbdl a fehérjéket PVDF membranra
transzferaltuk (blottotuk). A filtereket tejporos oldatban két oran keresztiil
szobahdémérsékleten blokkoltuk 5% tejport és 0.05% Tween 20-at tartalmaz6é TBS (25
mM Tris-CL, pHS8.0, 150 mM NaCl) pufferben, majd az adott els6dleges ellenanyaggal
1 pg x ml' IgG koncentracidban egy oraig szobahSmérsékleten inkubaltuk. Az
alkalmazott elsddleges ellenanyagok a lucerna Medsa;CDKA;1,2 és Medsa;CDKB;2,1
(Magyar,Z. 1997) valamint a Medsa;CYCDS5;1 (Mészaros,T. 2000) fehérjek C
terminalis peptidjét felismerd ellenanyagok, a lucerna ferritin (Dedk,M. 1999) fehérje
esetén pedig a teljes fehérje ellen termeltetett ellenanyagok voltak, melyek mindegyike
elozdleg affinitds tisztitdson esett keresztiil. Az elsédleges ellenanyaggal tortént
inkubacidé utan a membrant mostuk 0,2% Tweent tartalmazo TBS-vel. Mosas utan a
membrant peroxidaz enzimmel kapcsolt masodlagos ellenanyag tejporos oldataban
inkubaltuk a gyarté (Sigma) altal javasolt koncentracioban. Ujabb mosis utin a
peroxidaz enzim szubsztratjaval (,,Lumi-Light Western Blotting Substrate”, Roche)

kezeltiik a membrant, a lumineszcenciat pedig rontgenfilmmel detektaltuk.
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4.9. A CDK aktivitas meghatarozasa

A CDK aktivitdas meghatdrozasait Magyar ¢és munkatarsai leirasa alapjan
végeztiik (Magyar,Z. 1997; Magyar,Z. 1993). A sejteket folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és felhasznalasig -80°C-on taroltuk. A sejtek fehérjetartalmanak
mechanikai feltarasat homogenizaciés puffer (25 mM Tris-HCL, pH7.5, 75 mM NacCl,
15 mM MgCl,, 15 mM EGTA, 15 mM p-nitrofenilfoszfat, 60 mM [B-glicero-foszfat, 1
mM DTT, 0.1% Nonident P-40, 0.1 mM Na;VO,; 0.5 mM NaF, 1 mM
fenilmetilszulfonil fluorid, 10 pg/ml leupeptin, aprotinin és antipain, valamint 5 pg/ml
pepsztatin €s kimosztatin) és kvarchomok jelenlétében végeztiik. Centrifugalast
kovetéen a feliiluszot 1), 2 — 4 pg CDK ellenanyagot tartalmazod Eppendorf csébe
pipettaztuk és 4°'C-on egy oraig allni hagytuk. A kovetkezd 1épésben a csovekhez 15 ul
50% (v/v) Sepharose-A (Amersham Bioscience) gyongyoket adtunk (melyeket el6zdleg
fosztat puffer sdoldattal egyenstlyoztattuk), majd az elegyet enyhe razas mellett egy
o6raig 4'C-on inkubaltuk. A gyongyoket haromszor mostuk RIPA pufferrel (20 mM Tris-
HCL, pH 7.4, 5 mM EDTA, 2 mM EGTA, 100 mM NaCl, 2 mM NaF, 0.2% Nonident
P-40, 1 mM fenilmetilszulfonilfluorid és 10 pg/ml aprotinin €s leupeptin) és egyszer
kinadz pufferrel (50 mM Tris-HCL, pH 7.5, 15 mM MgCl,, 1 mM DTT, 5 mM EGTA).
A kinaz reakciot 0.5 mg/ml H1 hisztonnal és 2.5 pCi y->"P-ATP-vel kiegészitett kinaz
pufferrel inditottuk el és 30 perc elteltével SDS minta puffer hozzdadasaval és 3 perc
forraldssal allitottuk le. A mintdkat a tovabbiakban 12% SDS PAGE technikéval

analizaltuk, a kapott jelet pedig rontgenfilmen detektaltuk.
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4.10. Génexpresszios vizsgalatok

Egységnyi mennyiségli (200-250 x 10°) protoplaszt eredetii sejtek hirvivé RNS
(mRNS, messenger RNS) tartalmat ,,Dynabeads mRNA Direct Kit” alkalmazasaval
izolaltuk (Dynal). A gyongyokhoz kapcsolt mRNS populaciot RNaz mentes DNazzal
(Sigma) kezeltiik, hogy elkeriiljiikk a genomialis DNS szennyezddést. Az izolalt mRNS
tisztasagat PCR (polimerdz lancreakcio) reakcioval aktin primerek segitségével
ellendriztiik, ugy hogy az mRNS mennyisége hétszerese volt a cDNS szintézishez
hasznalt mennyiségnek. Az egyszalli cDNS (az mRNS-rdl atirt DNS kopia) szintézisét
RevertAid M-MuLV reverz transzkriptazzal (Fermentas) 40 U RiboLock ribonukledz
inhibitor (Fermentas) jelenlétében végeztik. A vizsgalni kivant gének relativ
expressziojat valds ideji PCR-al, az Applied Biosytems cég ABI Prism 7000
szekvencia detektalo rendszerével végeztik, ugyanezen cég ,,.SYBR-green PCR Master
Mix” reakcio elegyének felhasznaldsaval a cég éltal javasolt modon. Az MSSERK1
primer szekvencidk megegyeztek a Nolan altal kozoltekkel (Nolan,K.E. 2003). A
kovetkezd lucerna génekre a Primer Express software-rel terveztiink primereket:

Aux28 forward 5’~-GGAAAAATGCAAGAACAGGAGCTA-3’,

reverse 5’-GGAGCAGGTGGCGAACAAG-3’,

Medsa;CYCAL;2 forward S>’TTTCTTGCACGATGGACATTAGA-3’,
reverse 5’-GAGGCATAGTGTTCAAGAGTTGGA-3’;
Medsa;CycD3;1 forward 5-TGTTTAAGAAGACCAAGAATCAAGGA-3’,

reverse 5’-TGGCAAGAATTCCGACAATG-3’.

Endogén kontrollként az aktin B (TC86577) gént hasznaltuk (primerek: forward 5’-
TCCTAGGGCTGTGTTTCCAAGT-3’, reverse 5-CATACCGGTGTCATGGTTGG-

3’). A primerek specifitdsat a PCR termékek végpont disszociacids analizisével és
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klonozassal allapitottuk meg. A valés idejii PCR reakcidokat hdrom ismétlésben
végeztiik, majd a kapott eredményeket az Un. komparativ kiiszob ciklus (CT)
modszerrel értékeltiik, a gyartdé Utmutatdsai szerint. A bemutatott adatok harom

fliggetlen kisérletbdl szarmaznak.

4.11. Az NO fluoreszcens kimutatasa DAF-2 DA-val

A bevezetésben mar emlitett fluoreszcens megkdzelitést, az NO in vivo
detektalasara alkalmas DAF-2 DA festék hasznalatat probaltuk adaptalni protoplaszt
DAF-2 DA festékkel, majd a mikroszképos vizgalat elétt a felesleges festék
eltavolitasanak érdekében W5 (154 mM NaCl, 125 mM CaCl,, 10 mM KCI, 5 mM
gliik6z) oldatos mosast alkalmaztunk. A mikroszkoépos megfigyelést sotétben, SPOT RT
IT Color CCD kameraval felszerelt Nikon Eclipse TE 300 tipust epifluoreszcens invert
mikroszkoppal végeztiik. A festéket 475 nm-en gerjesztettiik, az emissziot 535 nm-en
detektaltuk. Annak érdekében, hogy elkeriiljik a fluoreszcencia fotoaktivacidjat a
sejteket csak a felvétel elkészitésének idejére vilagitottuk meg. Negativ kontrollként 4-
aminofluoreszcein diacetatot (4-AF DA), a DAF-2 DA nem NO specifikus szarmazékat

hasznaltuk.
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5. Kisérleti eredmények

5.1. A kisérleti rendszerek

A nitrogén oxid biologiai hatdsainak vizsgalata teljes novények esetében
bonyolult feladat, kiilonosen, ha olyan, az egyedi sejtek szintjén zajlé eseményeket
kivanunk vizsgalni, mint a sejtosztodas illetve differenciacié. Az in vitro novényi
sejtkulturak ebbdl a szempontbol idealis kisérleti objektumok, hiszen amellett, hogy igy
nagyszamu egyedi sejt egyideju kezelésére ¢s megfigyelésére nyilik lehetdség, az NO
sejteken beliili szintje jol bevalt farmakoldgiai modszerekkel (NO donoroknak,
csapdaknak és NO szintézis inhibitoroknak a tdpkdzeghez adaséaval, lasd az Irodalmi
attekintést) egyszeriien megvaltoztathato.

Kisérleteink soran két f6 rendszert hasznaltunk. Differencialt levél sejtekbdl
eldallitott protoplasztok tenyészetét ¢€s egy folytonosan osztédo dedifferencialodott
sejtekbol allo sejtkultirat. Az elsG esetben a nitrogén oxidnak a sejtosztodas
sejtciklus gépezetére gyakorolt hatasat tudtuk megvizsgalni.

Az aldbbiakban, a kutatocsoport korabbi eredményeire alapozva, rdviden

ismertetem ezt a két kisérleti rendszert.

5.1.2. A lucerna levélprotoplaszt rendszer f6 jellemzo6i

Taras Pasternak ¢s Miskolczi Pal kisérletei (MTA-SZBK) (8. és 9. dbra) alapjan
elmondhato, hogy az altalunk alkalmazott, Medicago sativa ssp. varia A2 in vitro
novények leveleib6l szarmazd, protoplaszt tenyésztési rendszer kisérleteink

szempontjabol két 1ényeges tulajdonsaggal bir. Egyrészt az egyedi sejtek homogén
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populécidt alkotnak, igy a sejteknek a sejtciklusba valod belépése szinkronizaltan zajlik
(8. abra). Az S fazis-specifikus markerként alkalmazott BrdU jeldlés ¢és a
Medsa;CDKA;1,2 kinaz G1/S fazis specifikus aktivitasa is jelzi, hogy a sejtek
megfeleld koriilmények kozott egy adott iddintervallumban (ez altalaban a tenyésztés 2-
3. napja) Iépnek be a sejtciklusba, és a sejtek tobbsége a tenyésztés harmadik napjara
(72 o6ra) eléri a sejtciklus S fazisat. Masrészt, a levélprotoplaszt eredetli sejtek
osztodasanak gyakorisiga ¢és a sejtek mérete fiigg a téptalaj auxin (2,4-D)
koncentraciojatél (9. a,b abra). Nagyon alacsony, 0,22 uM, 2,4-D koncentraci6 esetén a
protoplaszt eredetii sejtek megnyulnak és még a kezelés 4. napjan is alig osztodnak.
Alacsony, 1 uM 2,4-D, koncentracié esetén a sejtek szintén megnyulnak, de aktivan
osztddnak, mig magas, 10 uM, 2,4-D koncentracio alkalmazasa esetén a tenyésztés 4.
napjan asszimetrikusan oszt6do, siirii citoplazmaval és kis vakudlummal rendelkezo
izodiametrikus sejtek figyelhet6k meg a tenyésztd oldatban.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy a sejtosztodas aktivalodasat kivaltd
legkorabbi események (GO/G1 4atmenet) megfigyelésére €és a sejtciklus kezdeti
szakaszainak (Gl illetve S fazisok) vizsgalatara a lucerna levélprotoplasztok rendszere

kivaloan alkalmas.
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8. abra. A levélprotoplaszt eredetii sejtek sejtciklusba valé lépésének nyomonkévetése BrdU

sejtmagba torténé beépiilése és a Medsa;CDKA ;1,2 kindz aktivitasanak detektaldsa segitségével.
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9. abra. Lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek osztédasanak (a) és megnyulasuk mértékének (b)

2,4-D (mesterséges auxin) koncentracio fiiggése, a tenyésztés kiilonboz6 idopontjaiban vizsgalva.
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5.1.2. A lucerna sejtszuszpenzios kultura 6 jellemzo6i

Laboratériumunkban tobb mint két évtizede keriilt sor az A2-vel jelolt M. sativa
ssp. varia sejtkultara l1étrehozasara gyokér eredetii kalluszszovetbdl. A kultara néhany
sejtbol allo kolonidk szuszpenzidja. A sejtek osztddasi ciklusanak hossza kb. 24-30 ora
hetente torténd atoltas (1:10 higitas friss tapoldattal) esetén.

A sejtek jol szinkronizalhatéak a G1/S fazis atmenetben hidroxiurea illetve
afidikolin kezeléssel (Magyar,Z. 1993, 1997; Mészaros,T. 2000). Az S-fazisban levo
sejtek gyakorisaga az alkalmazott szinkronizal6 agens eltavolitasat kovetden elérheti a
80%-ot. Bar az M-fazisban megfigyelhetd szinkronitas ritkdn haladja meg a 20%-ot, a
kultara sikeresen volt alkalmazhato sejtciklus fiiggd génexpresszio illetve kindz
aktivitas vizsgalatok elvégzésére (Magyar,Z. 1993, 1997), és igy a novényi sejtciklus

kutatas egyik modellrendszerévé valt (Mészaros,T. 2000).

5.2. Az NO hatiasa lucerna protoplaszt eredetii sejtek sejtosztodasara és
morfolégidjara

5.2.1. Az NO hatisa a tenyésztés harmadik napjan a DNS replikaciora képes
levélprotoplaszt eredetii sejtek aranyara

Annak érdekében, hogy megtudjuk hatdssal van-e a nitrogén oxid a protoplaszt
eredetli sejtek osztodasara, kiilonb6z6 NO donorok (NOR-3, SIN-1, SNAP, SNP,
furoxan), NO fogd (PTIO) és az NOS gatloszer (L-NMMA) jelenlétében tenyésztett
sejtekben hatdroztuk meg a brém-deoxi-uridin sejtmagi DNS-be vald beépiilésének
mértékét. Az alkalmazott koncentraciok azonosak voltak az allati rendszerekben

altalanosan elfogadott koncentraciokkal. A 10. abran lathatd, hogy néhany NO donor
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(NOR-3, SIN-1, SNAP ¢és SNP) bizonyos koncentracioban serkentette, mig az NO fogo
¢s a NOS inhibitor gatolta, a BrdU DNS-be val6 beépiilésének mértékét a brom-deoxi-
uridin kezelés 24 oras iddtartama alatt. Az NO donorok hatasa koncenracié fiiggd volt:
amig 10 uM serkentette, 100 uM mar gatolta az S fazis gyakorisagnak a BrdU beépiilés
altal jelzett emelkedését. Az NO donor NOR-3 100 uM és a furoxan 10 uM és 100 uM
koncentracioban valé alkalmazasa toxikus hatassal volt a protoplaszt eredetli sejtekre

mivel a szerek hatasara a sejtek elhalasat figyelhettiik meg.

Brdl beépiilésének relativ
meértéke [%]

10. abra. NO donorok (NOR-3, SIN-1, SNAP, SNP), az NO fogé (PTIO) és a NOS inhibitor (L-
NMMA) hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek sejtmagi DNS-ébe torténé BrdU beépiilés
(S-fazis) gyakorisagara.

A protoplasztokat izolalasukat kovetden 1 uM 2,4-D és az adott kémiai agens jelenlétében tenyésztettiik.
Pozitiv kontrollként a 10 pM 2,4-D jelenlétében tenyésztett sejteket hasznaltuk. A BrdU-t 24 6rés
pulzusban 24 oraval a sejtek S fazisba valo 1épésének idGpontja el6tt alkalmaztuk. Az S fazis varhato
idépontjat eldzdleg aramlasos citometrias méréssel hataroztuk meg. A feltiintetett értékek relativok, 100
%-nak az 1 uM 2,4-D jelenlétében tenyésztett sejtpopulacidé S fazison atesett sejtjeinek az Gsszes kezelt
sejthez viszonyitott aranyat tekintettiik. A piros szin az S-fazis gyakorisag emelkedést, a sotétsziirke a
csokkenést jelzi a kontrolhoz képest. Az oszlopok tetején a szorast tiintettitk fel, mely harom fiiggetlen

kisérlet eredményébdl szarmazik.
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5.2.2. Az NO donor SNP auxin koncentracio fiiggd modon segiti el6 a sejtosztodast
lucerna levélprotoplaszt kultiraban

Ahogy a 10. abran lathattuk, a nitrogén oxid donorok hatasa a protoplaszt
eredetli sejtek S fazisdnak mértékére nagyon hasonlé a magas (10 pM) 2,4-D
koncentraci6 hatdsdhoz. Azon célbdl, hogy pontosabb képet kapjunk az NO donorok és
a 2,4-D protoplaszt eredetli sejtekre kifejtett hatasarol, 10 uM SNP hianyaban és
jelenlétében, kiilonb6zd 2,4-D koncentracion tenyésztett sejtek kiilonféle paramétereit
vizsgaltuk meg. Negativ kontrollként inaktivalt SNP-t (iSNP), egy napig direkt fénynek
kitett SNP oldatot alkalmaztunk ugyanazon koncentracidoban, mint aktiv valtozatat,
hogy biztosak legyiink abban, hogy a kapott hatast az NO (pontosabban, az SNP
esetében NO"), és nem a szer egyéb bomlasterméke valtotta ki. Az iSNP-nek ebben a
koncentracidoban semmilyen szignifikdns hatdsa nem volt a protoplaszt eredetli sejtek

fejlodésére, igy a tovabbiakban ezt a kezelést tiintetjiik fel dbrainkon kontrollként.
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11. abra. Az NO donor SNP hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek osztédasara.

(a) Az osztodd sejtek aranyat mikroszkop hasznalatanak segitségével hataroztuk meg 500 sejtet
megvizsgalva.

(b) Az oszlopdiagrammbhoz tartozé magyarazat.

(c) A lucerna p34°*“* ciklin dependens kinaz (Medsa;CDKA;1,2) fehérje mennyiségének és a H1 hisztont
foszforilalé aktivitasanak meghatarozésa, kiillonboz6 2,4-D koncentraciok (0.22 és 1 pM) és SNP illetve
iSNP alkalmazasakor, a tenyésztés két idopontjaban (48 és 96 6ra) .

iSNP — fényen inaktivalt (lebomlott) SNP

Auxin hianyaban, 10 uM SNP nem befolydsolta a protoplaszt eredetii sejtek
osztodasat (lasd 11. abra). Ellenben 0.22 és 1 uM 2,4-D jelenlétében 10 uM SNP
szignifikdnsan emelte a protoplaszt tenyészetben talalhatd életképes és 0sztodo sejtek
aranyat (11.a és 12.a 4bra). Ezt a megfigyelést tdmasztja ald a Medsa;CDKA;1,2 kindz
aktivitdsanak novekedése is a 0.22 vagy 1 uM 2,4-D és 10 uM SNP jelenlétében nevelt

protoplaszt eredetii sejtekben (11.c abra).
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12. abra. Az NO donor SNP hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek életképességére és
morfologiajara.
(a) Négy napos sejtek életképességének meghatarozasa Evans-kék festékkel és megnytlasuk mértékének

abrazolasa a sejtek legnagyobb szélességének és hosszusaganak aranya megallapitasaval (b).
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5. Kisérleti eredmények

(c) Az oszlopdiagrammokhoz tartoz6 magyarazat.

Harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat és a szorasokat abrazoltuk a diagrammokon.

Az aktiv SNP az alkalmazott koncentracioban (10 pM) hatdssal volt a sejtek

hatasara a sejtek megnyuldsos novekedése csokkent (12.b abra) és az elongalt sejtek
helyett szférikus, strli citoplazmaval rendelkezd sejtek (13. é&bra) jelentek meg a
protoplaszt eredetli sejttenyészetben, olyanok, melyek a magas, 10 uM 2,4-D kezelés

hatasara képzddnek.

10 pM iSNP

10 M 2. 4-D

10 uM SNP

uM 2,4-D

13. abra. Az NO donor SNP hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek fejlodésére.
Négy napos lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtek atesd fényben késziilt mikroszkdpos felvételei,
kiilonb6z6 2,4-D koncentracio (0, 0.22 és 1 uM) valamint 10 pM SNP vagy 10 uM iSNP kezelések esetén

(a vonal 3 pm hosszasagot reprezental).

5.2.3. Az NO és a fitohormon auxin kapcsolata

A protoplaszt eredetli sejtek L-NMMA és SNP kezelésre adott exogén auxin
koncentraciotol fliggd reakcidja és a megfigyelés, miszerint auxin hidnyaban az SNP

nem képes eldsegiteni a protoplaszt eredetii sejtek osztddasat, arra enged kovetkeztetni,

58



5. Kisérleti eredmények

hogy az NO megvaltoztatja a sejtek auxin érzékenységét vagy/és részt vesz az auxin
indukalt folyamatokban. Ezen feltételezésiink igazolasara az alabbi kisérletet végeztiik
el: lucerna levélprotoplaszt eredetii sejteket 2,4-D szintetikus auxin és az NO donor
SNP jelenlétében vagy hianydban tenyésztettiink ¢és a kulturakbol izolalt RNS
mintdkban meghatdroztuk egy ismert auxin-indukalt gén (MsAux28) relativ
expresszidjanak mértékét (14. abra). A kisérlet eredményébdl egyértelmiien kidertil,
hogy az alkalmazott koncentrdcioban (amelyben az SNP egyébként sejtosztodast
serkentd hatast mutatott) az NO donor jelenléte csokkentette az Aux28 gén (melynek

terméke az auxin valaszban résztvevo gének kifejezodését gatolja) expresszidjat.
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14. abra. Az auxin regulilt Aux28 gén relativ expresszioja valés idejii kvantitativ PCR-al
detektalva, lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtkulturaban.

A sejteket 2,4-D (0, 0,22 uM) és/vagy SNP (10 uM) jelenlétében tenyésztettiik az izolalds kezdetétdl. Az
értékek normalizdlasa aktinra tortént, a kisérleteket harom ismétlésben végeztiik el és az ezekbdl

szarmaz0 szorasokat abrazoltuk.
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5. Kisérleti eredmények

5.2.4. A NOS gatloszer L-NMMA gatolja a sejtosztodas aktivaciojat, de annak
progresszidéjat nem

Annak érdekében, hogy tovabb szélesitsiik ismereteinket a nitrogén oxid
protoplaszt eredetii sejtek osztédasaban valo részvételérdl, frissen izolalt és tenyésztett
sejteket 1 pM 2,4-D jelenlétében az NO fogd PTIO-val és a NOS gatloszer allati és
novényi rendszerekben is hasznalatos inhibitoraval, L-NMMA-val kezeltiik (15. &bra).
A BrdU beépiilésének mértéke, a kindz mennyisége és ezzel parhuzamosan aktivitasa is
szignifikansan csokkent 200 uM PTIO és 1 mM L-NMMA hatasara is. Az L-NMMA
gatlas 1-10 uM SNP kezeléssel megfordithatd (15. abra), tehat az S fazison atesett
sejtek szaméanak L-NMMA altali csokkentése éppen tigy, mint a kindz aktivitdsanak

csokkenése, valoban NO fiiggd.
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15. abra. Az L-NMMA sejtosztédast gatlo hatiasa SNP kezeléssel kivédheto.

BrdU beépiilés mértéke és a Medsa;CDKA;1,2 fehérje mennyiségének és aktivitdsanak meghatarozasa az
NO fogé 200 uM PTIO-val vagy NOS gatlo 1 mM L-NMMA-val és az NO donor SNP-vel (1, 10 és 100
puM) kiilon és inhibitorral egyiitt kezelt harom napos, protoplaszt eredetii sejtekben. A Medsa;CDKA;1,2
fehérje mennyiségének és aktivitdsanak valtozasa | mM L-NMMA hatéasara a protoplaszt tenyészet els6 4

napja alatt.
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Megfigyeltiik tovabba, hogy az L-NMMA kezelés koncentracio fiiggé modon a

nem kezelt kontroll sejtekhez viszonyitva 25-30

%-al csokkentette a sejtek

¢letképességét és ezzel parhuzamosan serkentette a sejtek megnyuldsos novekedését €s

megvaltoztatta morfoldgidjukat (16. abra).
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16. abra. A NOS gatloszer L-NMMA hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek életképességére

és morfologiajara.

(a) 10 uM 2,4-D és 0,4 ill. 1 mM L-NMMA jelenlétében vagy anélkiil tenyésztett négy napos protoplaszt

eredetli sejtek ates6 fényben késziilt mikroszkopos felvétele (a vonal 6 um-es hosszisagot reprezental).

(b) 0,4 ill. 1 mM L-NMMA hatésa a sejtek életképességére a tenyésztés negyedik napjan.

(c) A sejtek megnyulasanak mértéke (szélesség — hosszusag aranyparral kifejezve) 0,4 ill. 1 mM L-

NMMA hatasara a tenyésztés negyedik napjan.

(d) Az oszlopdiagrammokhoz tartoz6 magyarazat.

Azt is észrevettiik, hogy az L-NMMA koncentraci6 fliggd modon csokkentette a

tenyészetben az S fazison atesett, valamint az oszt6do sejtek aranyat is (17.a,b abra). A
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17.a,b abran szemléltetett eredményekbdl az is kitlinik, hogy az L-NMMA gétlé hatasa
a protoplaszt eredetii sejtek osztdodasara 1 mM koncentracidban igen nagy mértékd.
Ezzel 6sszhangban, | mM L-NMMA csokkentette a CDKA kindz fehérje mennyiségét

¢s aktivitasat is (17.d abra).
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17. abra. A NOS gatlészer L-NMMA hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek osztédasara.

(a) 0,4 és | mM L-NMMA hatésa a tenyészetben S fazison atesett sejtek aranyara.

(b) Az 0sztddo sejtek aranyanak valtozasa 0,4 és 1| mM L-NMMA hatésara.

(c) Az oszlopdiagrammokhoz tartozé magyarazat.

(d) A Medsa;CDKA;1,2 fehérje mennyiségének és aktivitasanak valtozdsa 1 mM L-NMMA hatasara a

protoplaszt tenyészet kiilonbdz6 idépontjaiban..

Feltiing, hogy az L-NMMA Medsa;CDKA;1,2 fehérje mennyiségére ¢és
aktivitdsara kifejtett gatld hatdsa a tenyésztés negyedik napjan (96h) megsziinik (17.d

abra). A CDK kindz fehérje szintjét és aktivitdsait | mM L-NMMA a tenyésztés elsd 36
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illetve 72 6rajaban is csokkenti, de a 96 oras periddus végén mar nem. So6t, a 96 oOras
mintdkban a CDK aktivitdis még magasabb is L-NMMA jelenlétében, mint az L-
NMMA nélkiil tenyésztett kontroll sejtekben.

Ahhoz, hogy nagyobb betekintést nyerjiink az L-NMMA tenyésztési 1d6tol
fliggd hatdsanak mechanizmusaba, 24 6ras eltolasokkal, 48 6ras inhibitor kezelésnek
tettiik ki a protoplaszt eredetii sejteket 7 napon keresztiil (18. abra). A sejtciklus mérhetd
paraméterei koziil az S fazison atesett sejtek szamat hataroztuk meg BrdU sejtmagba
val6 beépiilésének detektalasaval. Minden 48 6ras pulzus végén a Medsa;CDKA;1,2
aktivitasat is meghataroztuk. Ha a protoplaszt eredetii sejtek L-NMMA kezelését a
tenyésztés 72 oraja eldtt kezdtik meg, mindkét vizsgalt paraméter csokkent. Az
inhibitor jelenléte a tapoldatban a tenyésztési id6 72 és 120 oraja kozott viszont
serkentette a CDK aktivitasat. A jelenség magyarazatat valoszinileg a sejtciklus
elérehaladasaban blokkolt sejtek gatlas aloli egyideji felszabadulasaban kell keresni,
ami egyfajta szinkronizalt sejtciklus reaktivaciot eredményez. Végiil, ha az inhibitor
kezelést a tenyésztési id6 96 oOrdja utan kezdtilk meg, semmilyen hatast nem tudtunk

kimutatni.
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18. abra. Az L-NMMA (1mM) alkalmazasdnak tenyésztési id6t6l valo fiiggése a BrdU beépiilése és
a Medsa;CDKA;1,2 fehérje aktivitasara lucerna levélprotoplaszt eredetii sejttenyészetben.

Az L-NMMA kezelést 24 oras eltolasban 48 o6raig tartd pulzusokban végeztik. A BrdU 30 uM
végkoncentracioban, az L-NMMA kezelés masodik 24 6ras periddusa alatt volt a tapoldatban. A 48 oras
L-NMMA kezelés végén begy(ijtott mintakban hataroztuk meg a feltiintetett paramétereket.

Az S fazis jellemzésére szolgaldé BrdU-beépiilési adatok esetében az atlagot és a normal szorast

abrazoltuk, mely adatok harom fliggetlen kisérlet eredményébdl szarmaznak. A protoplasztokat 1 uM 2,4-
D jelenlétében tenyésztettiik.
5.2.5. NO hatasa G1 ciklin gének expressziojara protoplaszt eredetii sejtekben

Az eddig ismertetett eredményekbdl kitlinik, hogy az NO valamilyen modon
hatdssal van a sejtciklus szabalyozas egyik kozponti elemének, a Medsa;CDKA;1,2

fehérjének a szintjére és aktivitasara. Annak eldontésére, hogy a kinaz aktivitas
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csokkenéséért csak a CDK fehérje szintjének a valtozasa felelds, vagy egyéb
szabalyozasi 1épések is megvaltoznak NO hatéasara, figyelmiinket a kinaz aktivitdsahoz
sziikséges ciklin partnerekre is kiterjesztettiik. Az A és D tipusu lucerna ciklineknek a
sejtciklus korai fazisdban, a sejtciklus aktivalasaban (Gy/G; atmenet) van szerepe
(Dahl,LM. 1995; Meskiene,I. 1995). Ahogy a 19.a abran lathaté, az A tipust
Medsa;CYCA2;1 ciklin relativ expresszidja 10 uM SNP hatdsdra megemelkedett a
tenyésztés 12 és 48 orajaban, de a 24. orara visszaesett. | mM L-NMMA-nak nem volt
szignifikdns hatdsa a ciklin expressziojara. A Medsa;CYCD3;1 ciklin relativ
expresszidjat mindkét kezelés kis mértékben csokkentette 12 6rdndl, ami 24 Oranal
elérte a kontroll szintet, amit 48 6ranal 6t-nyolcszoros emelkedés kovetett (19.a abra).
Egy specifikus ellenanyagot hasznélva képesek voltunk a Medsa;CYCDS5;1 fehérje — ez
a ciklin a Medsa;CDKA;1,2 kindz legerésebb kdlcsonhato partnerének bizonyult éleszto
kett6s hibrid rendszerben (Mészaros,T. 2000) — szintjének meghatarozasara a kezelt
sejtekben (19.b abra). Hasonldéan a Medsa;CYCD3;1 transzkriptum valtozasaihoz, a D
tipusu ciklin fehérje szintjét is mindkét kezelés csokkentette a kezelés elsé 12 orajaban,
majd elérte a kontroll szintet 24 6ranal és jelentés emelkedést figyelhettiink meg 48

oranal.
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19. abra. NO hatasa G1 ciklin gének kifejezodésére levélprotoplaszt eredetii sejtekben.

(a) Az A tipusu lucerna ciklin (Medsa;CYCAZ2;1) és a D tipusu lucerna ciklin (Medsa;CYCD3;1) relativ
transzkriptum szintjének meghatarozasa valos idejii kvantitativ PCR-val, 1 mM L-NMMA (L) ill. 10 uM
SNP (S) jelenlétében tenyésztett sejtekben. A normalizalds egy aktin gén kifejezddésére tortént. Az abran
harom kisérlet atlaga lathato szorasokkal feltiintetve.

(b) A D tipusu lucerna ciklin (Medsa;CYCDS5;1) fehérje szintjének detektalasa fehérje kivonatban a
ciklin C—terminalis végére tervezett, affinitas tisztitott, peptid ellenanyaggal. C, kontroll; L, 1 mM L-

NMMA; S, 10 uM SNP.

5.2.6. Az NO nem befolyasolja a sejtciklus progressziot exponencialisan novekvo
lucerna sejtszuszpenzioban

A NOS inhibitorral végzett kisérleteinkbdl kideriilt, hogy a protoplaszt eredeti
sejtek érzéketlenné valtak az L-NMMA kezelésre a tenyésztés harmadik napjara,
amikor a sejtek tObbsége mar belépett elsé osztodasi ciklusdba. A tovabbiakban arra
voltunk kivancsiak, hogy a NOS gatlészer L-NMMA hogyan hat egy folyamatosan

osztodd dedifferencialodott sejtkultarara. A felmeriilt kérdés megvalaszoldsdhoz a
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protoplaszt izolalashoz hasznalt lucerna genotipusbol (Medicago sativa ssp. varia A2)
szarmaz6 gyorsan novo sejtkultirat valasztottunk.

Az NO donor SNP 10 és 100 uM koncentracioban sem hatott a BrdU beépiilés
mértékére, sem a Medsa;CDKB;2,1 fehérje mitotikus felhalmozdodasara (20.a dbra).
Irodalmi adatok szerint a Medsa;CDKB;2,1 fehérje elsdsorban a sejtciklus M fazisaban
halmozodik fel, igy jol hasznalhat6 mitotikus markerként (Magyar,Z. 1997;Mészaros,T.
2000; Mészaros,T. 2000). Hasonld eredmény sziiletett a NOS gatloszer alkalmazasakor
is. Az L-NMMA 1 és 10 mM koncentracidban sem befolyasolta a lucerna sejtek
osztodasi paramétereit. A 20.a abra tanusaga szerint még relativ magas, 10 mM L-
NMMA sem befolyasolja a BrdU sejtmagba vald beépiilését és a Medsa;CDKB;2,1

crer

NMMA kezelésre (20.b abra).
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20. abra. Az NO donor SNP és a NOS inhibitor L-NMMA hatasa exponencialisan névekvé lucerna

sejtkultura sejtciklusanak progressziojara.
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(a) A lucerna sejtkultira passzalasat kovetd harmadik napon a szuszpenzio sejtjeit 24 6ras SNP (100 pM)
és L-NMMA (1 mM) kezelésnek vetettiik ala. A 24 6ras periddus végén meghataroztuk a sejtek S fazisos

gyakorisagat (BrdU beépiilés vizsgalatdval) és a mitozis specifikus Medsa;CDKB;2,1 kinaz

s

(b) A 10 mM L-NMMA-val kezelt sejtekbdl izolalt sejtmagok relativ DNS tartalma aramlasos citometrias
méréssel meghatarozva.

Kisérleteinket harom ismétlésben végeztiik el (* két ismétlést jelol) és az atlagokat szorassal abrazoltuk.

Annak érdekében, hogy eldonthessiik, hogy a vizsgalt sejtciklus paraméterek
valtozatlansaga a szuszpenzids kultirdban tenyésztett lucerna sejtek NO
inszenzitivitasanak a kdvetkezménye vagy sem, a szuszpenziot 2-3 hétig vas hianyaban
tenyésztettiik, hogy markerként hasznalhassuk a ferritin fehérje felhalmozodasat.
Murgia és munkatarsai ugyanis kimutattdk, hogy a vas, éppentgy, mint az NO donor
SNP, képes NO fiigg6 mechanizmus altal indukalni a ferritin gén expresszidjat vas
¢heztetett Arabidopsis sejtkultiraban (Murgia,l. 2002). A vas 2-3 hétig tart6 megvonasa
a lucerna sejtkultura taptalajabol, sem a sejtek novekedési ratajat sem a sejtciklus
progressziojat nem befolyasolta, aramlasos citometrias relativ DNS tartalom mérés és az
ilepitett sejttérfogat meghatdrozasa alapjan. Egy, a lucerna ferritin fehérje ellen
termeltetett, specifikus poliklonalis ellenanyag hasznalataval igazoltuk (Dedk,M. 1999),
hogy a vas éheztetett lucerna sejtkultirakban a ferritin fehérje szintje nem detektalhato

szintre csokkent (21. abra).
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21. abra. Lucerna ferritin fehérje szintjének detektalasa vas éheztetett sejtkultiraban PTIO, Fe-
citrat és SNP hatasara.
500 uM Fe-citrat és 100 uM SNP képes volt ferritin akkumulacié indukalasara. Ugyanakkor 200 uM

PTIO csokkentette az SNP altal elidézett ferritin akkumulaciot.

100 uM SNP viszont mar elegenddnek bizonyult a ferritin fehérje indukcidjahoz
a vas ¢heztetett lucerna sejtkultirdban (21. abra). A detektalt jel az NO fogd (PTIO)
egyidejli alkalmazasaval csokkenthetd (21. &bra), ami a ferritin termelédés NO-
fliggésére utal. Elmondhat6 tehat, hogy a sejtszuszpenzid sejtjei képesek specifikus
valaszt adni az SNP kezelésre.

Kezeléseinket ezért elvégeztiik a vas ¢heztetett sejtkultiraban. Megéllapithato,
hogy sem 500 uM Fe-citrat vagy 10 mM L-NMMA, sem 100 pM SNP/iSNP nem
befolyasolta szignifikdnsan a sejtciklus fazisainak aranyat és a Medsa;CDKB;2,1

fehérje szintjét (22. abra).
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22. abra. L-NMMA, Fe-citrat, SNP és iSNP hatidsa vas éheztetett sejtek relativ DNS tartalmara

valamint a ferritin és a Medsa;CDKB;2,1 fehérje akkumulaciéjara.

A sejtciklus progresszidjanak nyomonkdvetése mellett feljegyeztik a négy
napos kezelt (10 mM L-NMMA, 100 uM SNP) és nem kezelt lucerna sejtszuszpenziod
ilepitett sejttérfogatat. Szignifikdns kiilonbséget azonban nem tudtunk kimutatni.
Mindazonaltal ha méréseinket stacionarius allapota (11 napos) sejtkultirdn végeztiik el,
10 mM L-NMMA hatésara a sejtek ndvekedési rataja valamelyest csokkent a kezeletlen

sejtekéhez viszonyitva a tapoldat frissitését kovetden (23. &bra).

70



5. Kisérleti eredmények

20
18 I
iy
EF- R :
£3 12
w 1 =
ﬁg I p— —1
£= 08
E
=5 0
= o
04
02
0,0 T

10 mM

—

Kontroll

23. abra. 11 napos stacionarius allapotban 1évé6 lucerna sejtkultira szaporodasa 10 mM L-NMMA
jelenlétében.
Az iilepitett sejttérfogatot a kezelést kovetd 6todik napon mértiik. A kiindulasi sejttérfogatot szaggatott

vonal jelzi (0.95 ml sejt 10 ml kultiraban).

A NOS inhibitor és NO donor kezeléseket elvégeztiik foszfat éheztetett lucerna
sejtkultaran is. A foszfat éheztetés egy széleskorben elfogadott modja sejtkultirak
szinkronizaladsara a sejtciklus Go/G; fazisdban (Dahl,M. 1995; Kapros,T. 1992;
Meskiene,l. 1995). A sejtek sejtciklusanak egyidejii Gjraindulasat foszfat hozzaadasaval
idézhetjiik eld. Kettds foszfat ¢heztetéses technikaval az osztddd lucerna szuszpenzio
sejtjeire jellemzd 5-6 %-os S fazis aranyt le tudtuk csokkenteni 1 %-ra (24. abra). Ezzel
parhuzamosan a Medsa;CDKA;1,2 aktivitasa és fehérje szintje is lecsokkent (24. abra).
Foszfat potlasa a rendszerben a normdl szintre allitotta vissza az S fazis aranyat és a
Medsa;CDKA;1,2 fehérje szintjét és aktivitasat. Ha a foszfat ¢heztetett szuszpenziohoz
a foszfat potlasaval parhuzamosan 10 mM L-NMMA-t is adunk, a sejtek sejtosztodasi
ciklusba valo belépése kb. 3 orat késett. 10 uM SNP hasonloképpen torténd adagolasa

pedig kis mértékben novelte a vizsgalt sejtciklus paraméterek értékét.
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24. abra. A NOS inhibitor (L-NMMA) és az NO donor (SNP) hatasa a sejtosztédas reaktivaciojara
foszfat éheztetett lucerna sejtszuszpenziéban.

Aramlasos citometrias méréssel meghatarozott S fazis arany és a Medsa;CDKA;1,2 fehérje szintje és a
HI1 hisztont foszforilal6 aktivitasa foszfat éheztetett lucerna szuszpenzidban és a foszfat potlasat kovetden

3,6 ¢és 12 oraval, 10 mM L-NMMA vagy 10 uM SNP alkalmazasaval illetve anélkiil.
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Irodalmi adatok igazoltdk, hogy ha lucerna levélprotoplasztokat magas
koncentracioja (10 puM) 2,4-D szintetikus auxinnal kezeliink a sejtek kis,
izodiametrikus, sliri citoplazmaval rendelkezé embriogén sejtekké alakulnak at, melyek
asszimmetrikusan osztddnak és embriogén markereket fejeznek ki (Bogre,L. 1990;
Dudits,D. 1991; Pasternak,T.P. 2000). A 19. abran lathato, hogy nem csak 10 uM 2,4-D
jelenlétében, hanem 1 pM 2,4-D és 10 uM SNP egyiittes alkalmazasa esetén is a
protoplasztokbol fejlédd sejtkolonidk morfoldgidja embriogén tipust, benniik az
MsSERK1 gén — ami egy szomatikus embriogenézis receptor kindz (SERK) fehérjét
kédol (Nolan,K.E. 2003) — relativ expresszidja joval magasabb, mint a csupan 1 uM

2,4-D szintetikus auxinnal kezelt sejtekben (25. dbra).
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25. abra. A szomatikus embriogenézishez kapcsolt MsSERK] gén relativ expressziéjanak valtozasa

az NO donor SNP hatasara lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtekben.
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Az MsSERK1 expressziot egy aktin gén kifejez6désére normalizaltuk. 5 napos sejtekben vizsgaltuk a
relativ génkifejez6dést valos ideji kvantitativ PCR-val. Az abran harom kisérletbdl szarmazo atlagos

értékeket mutatjuk a szorasokkal.

Kisérleteink sordn azt is tapasztaltuk, hogy az L-NMMA 1 mM koncentracidoban
gatolta az embriogén tipust sejtek kialakuldsat, még magas 10 uM 2.4-D alkalmazésa
esetén is (26. abra). Azonban, ahogy az MSSERK1 gén transzkriptum szintjének
valtozasa mutatja, az L-NMMA embriogén sejtek kialakulasat gatlo hatasa feltehetéen
tranziens. Az MSSERK1 mRNS szintje L-NMMA hatdsara csokken a tenyésztés
masodik napjan, kb. haromszorosdra né a harmadik napon, az 6t6dik napra pedig
visszaesik a kontroll sejtekben detektalt szintre (26. abra). Az expresszids adatok
egybevagnak az embriogén sejtcsoportok megjelenésével, ugyanis az inhibitorral kezelt
sejttenyészetben 10 uM 2,4-D jelenlétében 15 nappal a tenyésztés kezdetét kovetden
valéban embriogén tipusu sejtek figyelheték meg (27. ébra). Az embriogén sejtek

kialakuldsa azonban késést szenved, melynek mértéke kb. 2 napra tehetd.
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26. abra. A NOS inhibitor L-NMMA hatiasa az embriogén marker gén MsSERKI relativ

expresszidjara.
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Az MSSERK1 gén expressziojat aktin gén kifejezodésére normalizaltuk, a kisérleteket harom ismétlésben

végeztiik és az ebbdl kapott atlagot és a szorasokat abrazoltuk.

Kivancsiak voltunk a kezelt sejtek tovabbi sorsara, ezért az 1 és 10 uM 2,4-D ¢és
10 uM SNP vagy 1 mM L-NMMA jelenlétében vagy jelenléte nélkiil nevelt sejteket 5
nap utdn alacsony auxin [0.36 uM indol ecetsav (IES)] tartalmu agar6z mediumba
agyaztuk. Ilyen koriilmények kozott az eredetileg 10 uM 2,4-D vagy 1 uM 2,4-D ¢és 10
uM SNP egyiittes jelenlétében nevelt sejtek proembriogén sejthalmazokat alkottak,
melyek sejtjei kis, izodiametrikus, slrii citoplazmés sejtekbdl alltak (27. abra). Az
eredetileg 1 pM 2,4-D vagy az 1 uM 2,4-D és 10 uM iSNP jelenlétében tenyésztett

sejtek azonban megnagyobbodott, erésen megnyult sejtekbol alld csoportokat alkottak.

27. abra. Az NO donor SNP (10 uM) és a NOS inhibitor L-NMMA (1 mM) hatisa embriogén
sejtesoportok kialakuldsara lucerna levél-protoplaszt eredetii sejtekbol.
A lucerna levélprotoplaszt eredetii sejteket 1 uM 2,4-D (a), 1 uM 2,4-D és 10 uM inaktivalt SNP (b), 10

uM 2,4-D (c), 1 uM 2,4-D és 10 uM SNP (d), valamint 10 uM 2,4-D és 1 mM L-NMMA (e) jelenlétében
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0t napig tenyésztettiik majd 0.36 uM IES jelenlétében alacsony olvadasponti agardézba beagyaztuk. A

képek egy héttel az agardzba vald bedgyazas utan késziiltek.

5.4. Az NO detektalasa protoplaszt eredetii sejtekben

Feltételeztiik, hogyha az NO illetve egy NOS-szeri enzim szerepet jatszik a
levélprotoplaszt eredetii sejtek osztodasanak reaktivacidjaban, akkor ezt a nitrogén oxid
szint sejten beliili valtozéasai kisérik. Ezért eréfeszitéseket tettiink annak érdekében,
protoplaszt eredetli sejtekben egyarant. A legkivitelezhetébb megoldasnak egy
mikroszkdépos  megkozelités, az NO  szenzitiv  fluoreszcens festék  4,5-
diaminofluoreszcein diacetat (DAF-2DA) hasznalata mutatkozott (Kojima,H. 1998), ez
a festék ugyanis képes a nitrogén oxid egyedi sejtekben valo kimutatasara.

Az NO donor SNP-vel kezelt protoplaszt eredetii sejtpopuldciobol 6t napon
keresztiil, naponta mintakat vettiink. A mintakat az ,,Anyagok ¢s modszerek” fejezetben
ismertetett moédon DAF-2DA fluoreszcens festékkel festettiik, majd réluk fluoreszcens
mikroszkép (Nikon Eclipse TE 300), CCD kamera [SPOT RT Color CCD Camera
(Diagnostic Instruments, Inc., USA)] és egy softwer (SPOT, Version 3.2.4, Diagnostic
Instruments, Inc., USA) segitségével felvételeket készitettiink (28.c abra). Minden
egyes felvétel egyforma paraméterekkel (expozicio, felbontas) késziilt. A fluoreszcens
sejtek gyakorisadgat, mintanként kb. 500 sejtben egy, Sziics Attila (MTA SZBK) altal
készitett software-rel hataroztuk meg. A fluoreszkald sejtekben a fluoreszcencia
intenzitasat az Image J (Image Processing and Analysis in Java, Research Services
National Institute of Mental Health, USA) programmal allapitottuk meg.

Eredményeinket a 28. dbran mutatjuk be.
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- Kontroll Kontroll -
90 50
80_-10mm 45 Bl 10 uM SNP

70
60
50
40
30
207
107

=
)
Nt
L
@

a1

&
7

Ty
ar

Kontroll

%
¥

e G5
Cone¥al
t:ﬂeﬂé
Y
i

10 pM SNP

28. abra. Az NO donor SNP hatisa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek DAF-2 DA
fluoreszcenciajara.

(a) Az adott sejtpopulacioban fluoreszkald sejtek aranya a tenyésztés 1-5 napjan.

(b) A fluoreszkalo sejtekben a fluoreszcencia intenzitasa (6nkényesen valasztott egységekben kifejezve) a
tenyésztés 1-5 napjan.

A 0 napos érték kozvetleniil a protoplasztalas utani allapothoz rendelhet6 adat.

(c) Mikroszkopos felvételsorozat amely a protoplaszt eredetii sejtekrdl ateso fényben és a DAF-2 DA

fluoreszcencia gerjesztését kovetden készitett felvételeket egyiittesen mutatja.

Mint ahogy a 28.a abran lathato, az adott sejtpopulacioban talalhatéd fluoreszkald

sejtek gyakorisdga a tenyésztési ido fliggvényében valtozik. Feltételezhetd, hogy csak
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azokban a sejtekben észlelhetd fluoreszcencia, melyekben eléri az NO szint a DAF-2
DA detektalasi hatarértékét (> 5 nmol L ™). A kontroll sejtek esetében a frissen izolalt
protoplasztok kb. 25 %-ban tapasztalhat6 intenziv fluoreszcencia (28. a és b abra, 0
nap), valoszinlileg az izolalasi stressznek kdszonhetéen. 1 nap elteltével azonban, mar
alig lathattunk fluoreszcens sejtet a kontroll sejtpopuldcioban. A tovabbi tenyésztés
soran szignifikans emelkedést észlelhettiink a fluoreszcens sejtek gyakorisagaban. A
kontroll tenyészetben detektalt fluoreszcens intenzitds hozzavetdleges értéke a frissen
izolalt protoplasztokban volt a legmagassabb, majd 1 nap elteltével ez az érték kb. a
felére csokkent és a tovabbiakban sem valtozott. 10 uM SNP jelenlétében megndtt a
sejtpopulacioban talalhatd fluoreszcens sejtek aranya. A fluoreszcens intenzitas
tekintetében viszont csak a tenyésztés elso és 6todik (az osztddasi fazis kezdete) napjan
detektaltunk novekedést.

Az el6zdekben leirt mintavételezési eljarast megismételtik 1 mM L-NMMA
jelenlétében tenyésztett protoplaszt eredetli sejtpopuldcioban is (29. abra). A NOS
gatlészer L-NMMA nem befolyasolta szignifikdnsan a sejttenyészetben talalhato
fluoreszkalod sejtek szamat, de kismértékben csokkentette a fluoreszcencia intenzitasat a

res

NMMA -nak ezekre a sejtekre gyakorolt korabban ismertetett hatasaval (17. és 18. dbra).
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29. abra. A NOS gatlészer L-NMMA hatasa lucerna levélprotoplaszt eredetii sejtek DAF-2 DA
fluoreszcencidjara.

(a) Az adott sejtpopulacioban fluoreszkald sejtek aranya a tenyésztés 1-7 napjan.

(b) A fluoreszkald sejtekben a fluoreszcencia intenzitasa (hozzavetdleges értékben kifejezve) a tenyésztés
1-7 napjan.

A 0 napos érték kozvetleniil a protoplasztalas utani allapothoz rendelhet6 adat.

(c) Mikroszkdpos felvételsorozat amely a protoplaszt eredetii sejtekrdl atesé fényben és a DAF-2 DA

fluoreszcencia gerjesztését kovetoen készitett felvételeket egyiittesen mutatja.

A DAF-2 DA hasznalataval, mint bemutattuk, a protoplaszt eredetli sejtek egy
részében detektaltunk fluoreszcenciat, azonban a festék egy NO inszenzitiv
analogjanak, 4-aminofluoreszcein diacetat, alkalmazdsaval a sejtek szinte

mindegyikében nagyon intenziv fluoreszcenciat észleltiink (30. abra), ami kérdésessé
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tette a megfigyelt fluoreszcencia specifitasat (NO fiiggését), ezért tovabbi

kisérleteinkben melldztiikk a DAF-2 DA hasznalatat.

30. abra. Az NO fluoreszcens detektilasa lucerna protoplasztokban.

(a) DAF 2DA fluoreszens festék hasznalata lucerna protoplasztokban.

(b) 4-aminofluoreszcein diacetat fluoreszens festék hasznalata lucerna protoplasztokban.
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6. Eredmények értékelése

6.1. Az NO szerepet jatszik a sejtosztodas aktivaciojaban, de nem annak
progressziojaban

A sejtosztodas és a differenciacié tanulmanyozasanak egyik legjobb in vitro
kisérleti rendszere, a sejtfal nélkiili egyedi novényi sejtek pl. a levélszovetbdl izolalt
protoplasztok szintetikus téptalajban tenyésztett sejtkultirdja. Noha a protoplaszt
izolalds soran a sejtek kétség kiviil nagyfoku sressznek vannak kitéve, kisérleti
bizonyitékok demonstraljak, hogy a megfelelden kezelt protoplasztok gyorsan
visszanyerik az ép sejtekre jellemzd tulajdonsagokat és hasonloképpen reagalnak a
hormonalis €s stresszhatdsokra, mint teszik azt intakt tarsaik (Pasternak,T.P. 2002;
Sheen,J. 2001).

Kisérleti eredményeink alapjan, miszerint a NOS inhibitor L-NMMA ¢és az NO
fogé PTIO csokkentette, az NO donor SNP és tarsai pedig serkentették a lucerna
protoplaszt eredetli sejtek S fazis frekvencidjat és osztdédasat elmondhato, hogy a
vezetd jelatviteli kaszkadban. A fenti hatas hatdrozottan NO dependens, hisz az L-
NMMA gatolt BrdU beépiilés és a Medsa;CDKA;1,2 kinaz aktivitas csokkenése SNP
kezeléssel revertalhatd. Az SNP hatasa koncentracio fliggd, 1 és 10 uM eldsegiti, mig
100 uM mar gatolja a DNS replikacigjat. Az NO koncentraciofiiggd hatdsa ndvényi és
allati rendszerekben sem ismeretlen. NO donorok példaul aktivaljak a tengeri siin
petesejtjét, de csak egy bizonyos koncentracidoban, ennél magasabb koncentracid
alkalmazdsa még a spermium sejt-medialt aktivalasat is gatolja (Kuo,R.K. 2000).
Novényekben nagy mennyiségli NO gatolja, mig kis mennyiségli serkenti a levél

expanzidjat és a ndvény novekedését (Beligni,M.V. 2001; Lamattina,L.. 2003; Neill,S.J.
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2003; Seregélyes,Cs. 2003). Az NO doézis fliggd hatasat a 2.3.2. fejezetben targyaltak
szerint a molekula fizikai és kémiai tulajdonsagaival magyarazhatjuk.

Dedifferenciacié soran egymast részben atfedd modon koveti egymast az
izolacioval jaro stresszhatasok lecsengése, a sejtfalszintézis aktivalédasa, a differencialt
funkcidk elvesztése és a sejtciklus gépezet elindulasa (Fehér,A. 2002). Az azonban nem
tisztazott, hogy az NO melyik 1épést milyen modon befolyasolja. A 24 6ras eltolasban
48 oraig végzett L-NMMA kezelés tanulsadga szerint, csak a harom naposnal fiatalabb
protoplaszt eredetli sejtek voltak érzékenyek a NOS inhibitor jelenlétére. Ezeknek a
sejteknek a kezelése a sejtciklus S-fazisaba vald belépést késleltette. Mindez azt
jelezheti szamunkra, hogy egy L-NMMA érzékeny folyamat megy végbe a lucerna
levélprotoplaszt kultura elsé harom napja alatt és ez a mechanizmus sziikséges ahhoz,
hogy a sejtek beléphessenek a sejtciklus S fazisba.

Azon  célbdl, hogy igazoljuk feltételezésiinket, megvizsgaltuk a
Medsa;CDKA;1,2 kindz G1/S fazis specifitast mutatd aktivitasat és fehérje szintjét,
valamint az S fazis eldtt (Dahl,M. 1995) ill. a G¢/G; atmenet soran (Meskiene,l. 1995)
aktivalodo ciklinek expressziojat, tovabba a korabban Mészaros és munkatarsai altal
¢lesztd kettdés hibrid rendszerben a Medsa;CDKA;1,2 kinaz leger6sebb interakcios
partnereként jellemzett Medsa;CYC;D5,1 ciklin fehérje szintjének valtozasat
(Mészaros, T. 2000), az NO donor SNP és a NOS inhibitor L-NMMA jelenlétében.
Eredményeink alapjan kijelenthet, hogy L-NMMA hatasara specifikus gatlast nem
expresszidjuk jelzi a sejtosztodasi ciklus elindulasat. A ciklinek 48 oras id6pontban
megfigyelt megemelkedett szintje azt sejteti, hogy a kezelt sejtek ekkor mar osztodasi
ciklusukban (G1) voltak. Az L-NMMA jelenlétében fenntartott protoplaszt eredetii

sejtekben is megfigyelhetd megemelkedett CDK aktivitas és a SERK gén expresszidja a
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tenyésztés harmadik napjan. Erdemes megjegyezni, hogy a protoplaszt kulturak
esetében a tenyésztés harmadik napja az az idépont, mikor endogén IES és S fazis
csucsot figyelhetiink meg, ugyanakkor pontosan ez az embriogén sejtsors felé vald
elkotelezettség  idészaka 1s  (Pasternak,T.P.  2000; Pasternak,T.P.  2002).
Valoszintisithetd, hogy az L-NMMA nem blokkolja, hanem csak lelassitja a sejtciklus
aktivaciojat, ami a sejtek sejtosztddasi ciklusba vald szinkronizalt belépéséhez vezet.
Ezt jelzi a vizsgalt sejtciklusfiiggd gének ill. proteinek transzkriptum/fehérje/aktivitas
szintjében észlelt emelkedés a harmadik-negyedik napon. Amint a sejtek atjutnak az S
fazison, a sejtek nem érzékenyek tobbé a NOS inhibitorra.

Az  L-NMMA-nak  dedifferenciacioban  sordn  megfigyelt  pontos
hatdsmechanizmusanak megértéséhez és a fenti feltevések bizonyitdsdhoz azonban
tovabbi kisérletek elvégzése sziikséges.

Ahogy az L-NMMA nem befolyasolta a harom napnal idésebb levélprotoplaszt
eredetli sejtek sejtciklus progresszidjat, ugy a folytosan osztddd ugyanazon lucerna
genotipusbol szarmazd sejtszuszpenzidét sem, de késleltette a foszfatéheztetett és a
stacionarius (11 napos) allapotban 1évo sejtek sejtciklusba vald belépését. 10 és 100 uM
SNP sem befolydsolta a lucerna szuszpenzidsejtek sejtciklus progressziojat.
Ugyanakkor a sejtek NO érzékenységét (100 uM SNP) vaséheztetett sejtkulturaban a
ferritin fehérje felhalmozddasaval bizonyitani tudtuk, tehat az NO-ra kapott sejtciklus
valasz hidnya nem a sejtek altalanos NO inszenzivitasanak a kdvetkezménye. Noha az
SNP kezelésre foszfatéheztetett ill. 11 napos sejtkultira esetén sem figyelhettiink meg a
sejtciklus progresszidban megnyilvanulo valaszt, az okot ebben az esetben feltehetden a
kisérleti rendszerben kereshetjiik. A foszfatéheztetett sejtek sejtciklusba vald belépése
(reaktivacidja) igen gyors, ami nem feltétlentil teszi lehetévé a valtozdsok megfeleld

mértékii nyomon kdvetését.
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A megfigyelés, miszerint sem az osztdodo levélprotoplasztok sem az 0szt6do
szuszpenziosejtek nem érzékenyek L-NMMA kezelésre azt bizonyitja, hogy a
novényeknek nincs szlikségilk L-NMMA szenzitiv enzim aktivitdsra a sejtosztddas

fenntartasahoz.

6.2. Az NO szerepet jatszik a 2,4-D altal indukalt embriogén sejtcsoportok
kialakitasaban

A novények az allatokhoz viszonyitva kiilonlegesen nagyfoku egyedfejlédési
plaszticitdssal rendelkeznek. Ennek egyik legfigyelemre méltobb példaja, hogy a
szomatikus novényi sejtek képesek visszanyerni osztdodasi képességiiket, majd a
dedifferencialt sejtek megfeleld koriilmények kozott szomatikus embriokka
differencidlodva teljes novénnyé is fejlddhetnek. Kisérleteink arra engednek
kovetkeztetni, hogy az NO az auxinnal kardltve fontos szerepet jatszik ezen
fazisvaltasokban (dedifferenciacio/redifferenciacio).

Az NO donor SNP-nek az auxin regulalt Aux28 gén relativ expresszidjara
gyakorolt negativ hatdsa lucerna protoplaszt eredetli sejtekben is azt mutatja, hogy az
NO befolyésolja az auxin altal szabalyozott szignalizacios utat. Az Aux28 gén terméke

egy transzkripcios faktor, mely az auxin indukalt Aux/IAA fehérjék csalddjaba tartozik

crer
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jelenlétében. A repressziot az auxin valasz faktorok (ARFs, ,,auxin response factors”)
transzkripcids faktorok aktivitdsanak gatlasaval éri el, igy azok nem képesek az auxin
indukalt gének promotereiben talalhato AuxRE (,,auxin responsive promoter element”)
motivumokhoz kotddni (Vanneste,S. 2005). Eredményiinket, miszerint alacsony auxin

koncentraci6 mellett 10 uM SNP csokkenti az Aux28 gén relativ expresszidjat
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értelmezhetjiik ugy is, hogy az Aux28 alacsony expresszioja eldsegiti az ARF
transzkripcids faktor represszid aldli felszabadulasat, igy beindulhat az auxin indukalt
gének kifejezOdése. A bevezetésben mar utaltunk arra, hogy a gyokér megnyulasos
novekedésében ¢€s a jarulékos oldalgyokér képzddésben az auxin és az NO valoszinlileg
kozos jelatviteli utakon osztozik (Gouvea,C.M.C.P. 1997; Pagnussat,G. 2002;
Pagnussat,G. 2004; Pagnussat,G. 2003). Uborka novényeken az IES kezelés endogén
NO termelést indukdl, a formalodd gyokérmerisztémaban. Az NO IES indukalt
gyokérképzodést serkentd hatasa fiigg a sejtek intracellularis cGMP koncentracigjatol,
habar feltételezhetd egy cGMP fiiggetlen ut is (Pagnussat,G. 2002; Pagnussat,G. 2004;
Pagnussat,G. 2003). Az auxin altal indukalt, a gyokérben és levélprotoplaszt eredetii
sejtekben mitotikus aktivitast kivaltd, NO fiiggé jelatviteli kaszkad lejjebb hato
(,,downstream”) elemeirél azonban nem 4ll adat rendelkezésiinkre. Mintahogy az sem
ismert, hogy az o0sztodd, embriogén sejtek kialakuldsaért ¢és a jarulékos
gyokérképzodésért felelés, nitrogén oxid altal befolyasolt jelatviteli utak vajon
ugyanazok-e.

Amellett, hogy az L-NMMA ¢s az SNP is befolyasolja az o0szt6do sejtek szamat,
auxin koncentraci6 fiiggd mddon hatnak a levélprotoplaszt eredetli sejtek fejlodésére.
Ezek a sejtek vagy wvakuolizalt, elongalt sejtekké vagy kis, strii citoplazméaval
rendelkezd, izodiametrikus embriogén sejtekké alakulnak at (Bogre,L. 1990; Dudits,D.
1991; Pasternak,T.P. 2002; Fehér, 2002). A fejlodési utak az exogén auxin
koncentraciotol vagy az oxidativ stresszt indukald anyagoktol fiiggnek (Pasternak,T.P.
2002). Az NO donor SNP kezelés hatasara alacsony (1 uM) 2,4-D jelenlétében
embriogén tipusu sejtek jelentek meg a taptalajban, olyanok, amilyenek magas (10 uM)

2,4-D hatésara képzodtek volna. Az MSSERK1 gén erds kifejezddése €s a sejtek tovabbi
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fejlodése szomatikus embriok kialakulasdhoz vezetett, tehat az NO donor SNP
megvaltoztatta az auxinnal kezelt sejtek fejlodési utjat.

Az MSSERK1 gén a répa (Schmidt,E.D.L. 1997) és az Arabidopsis (Hecht,V.
2001) SERK gén Ilucerna ortolégja ¢és a szomatikus valamint a zigotikus
embriogenézisben vesz részt. A SERK gén expressziojat alapvetden embriogén
markernek vélik, habar az auxin indukélta gyokérképzodésben is szerepe van
(Nolan,K.E. 2003), ezért inkabb morfogén, mint embriogén markernek tekinthetd.

A NOS inhibitor L-NMMA jelenlétében még magas (10 uM) 2,4-D hatasara is
elongalt, vakuolizalt sejtek jelenlétét detektaltuk. Az embriogén sejtek kialakuldsat
azonban az L-NMMA nem blokkolta, inkabb lassitotta, amit a SERK gén kifejezodése
ill. a sejtek tovabbi fejlédése is alatamasztott. A késleltetés nagyon hasonld volt, a
protoplaszt eredetli sejtek sejtciklusba vald belépésekor tapasztaltakkal, ami ujjabb
bizonyiték az NO auxin jelatviteli utat moddositdé és jelen esetben embriogén
sejtcsoportok kialakulasat befolyasolo hatasara.

Az els6 sejtosztodas idejének és az embriogén sejtek kialakulasanak
Osszefiiggését lucerna levél eredetli sejtek esetében laboratériumunkban mar kordbban
is megfigyelték a tapkdzeg pH valtozasanak illetve oxidativ stressz faktorok
jelenlétének fliggvényében (Pasternak,T.P. 2002). Mindezek alapjan feltételezhetd,

hogy egy Aaltalanos érvényli Osszefiiggésrdl van sz6 (Fehér,A. 2005).
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»A stressz az élet sava-borsa”- Aallitotta Selye Janos kivald fizioldgusunk.

Kiilondsen igaz ez a megéllapitas a ndovények esetében. Mara mar egyértelmiivé valt,

crer

crer

melyek meghatarozzak a sejt tulélése, proliferacidja és halala kozotti dontést.

Munkank sordn arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az NO, mint 4ltalanos
stresszor €s fejlodés szabalyozd molekula, milyen szerepet jatszik a sejtosztodas és
differenciécio, e két, a ndvényi szervezet fejlodését dontéen meghatarozo folyamatban.
Elvégzett kisérleteink tiikrében elmondhato:

1. Meghatarozott koncentracioban NO donorok exogén auxin koncentracio fliggd
moédon segitik eld lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtek sejtciklusanak
reaktivaciojat.

2. Az NO befolyasolja az auxin jelatviteli utat.

3. NOS inhibitor (L-NMMA) gatolja a lucerna levélprotoplaszt eredetli sejtek
sejtciklusanak aktivacidjat, de annak progresszidjat nem.

4. A sejtciklus aktivacigjanak lucerna levéleredetii sejtekben van egy NO szenzitiv
szakasza, mely valoszintileg NOS aktivitashoz kothetd.

5. NO donorok nem befolyasoljadk az exponencidlisan 0sztd6do lucerna sejtkultira
sejtciklusanak progressziojat, holott azok reagalnak az NO kezelésre (ferritin).

6. Az NO részt vesz a 2,4-D indukalt embriogén sejtcsoportok kialakitdsaban.

7. Az NO-nak (auxin fliggd mdodon) sejtsors meghatarozo szerepe van lucernaban.
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Munkénk soran nyilvanvalova valt, hogy az NO auxin fliggé modon részt vesz a
levélszovet dedifferenciacios folyamataiban, gy hogy megfelelé koriilmények
kozott serkenti az embriogén sejtkultirdk kialakulasat is. Azonban, ami
eredményeinkbdl latszik az csupan a jéghegy csucsa. Az altalunk felismert
jelenségek mogott mélyebb, rejtett dsszefiiggések allnak. Az NO jelatviteli ut auxin
szignalizaciohoz val6 kapcsolodasi pontja(i)nak és az NO kozvetlen vagy kozvetett
a sejtciklust szabalyozo gépezetre gyakorolt hatasdnak megértéséhez tovabbi adatok
sziikségesek. Oszintén reméljiik, hogy eredményeink mas kutatokat is inspiralni

fognak az NO ,,jéghegy” teljes felderitésére.
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Background

During the last few years it became evidence that nitric oxide serves as a signaling
molecule in plants such as in animals (Lamattina et. al. 2003). The role of NO in
orchestrating plant defense against biotic and abiotic stresses is probably the best
established (Delledonne et. al. 1998; Gould et. al. 2003; Neill et. al. 2003). However,
there are accumulating pieces of experimental evidence that NO is also involved in the
regulation of plant growth and development (for reviews, Lamattina et. al. 2003; Neill
et. al. 2003). Among others, NO can stimulate overall plant growth (reviewed by Neill
et. al. 2003), root (Gouvea et. al. 1997), hypocotyl (Beligni and Lamattina 2000) and
mesocotyl (Zhang et. al. 2003) elongation and induce adventitious root development in
various plant species (Pagnussat et. al. 2002, 2003; Correa-Aragunde et. al. 2004).
These observations indicate that NO may, directly or indirectly, affect cell elongation
and division, the two basic processes of plant morphogenesis. There are no reports,
however, about the involvement of NO in the activation and/or the progression of the

cell division cycle in cultured plant cells.

Aim of our study

Our main goal was to establish the role of nitric oxide in the regulation of cell division
and in the activation of somatic embriogenesis.

As experimental approach we used the unicellular system of alfalfa leaf protoplasts and
a continuously dividing cell culture from the same genotype.

During our experiments the concentration of NO in the culture media was changed by

exogenous application of NO donors, NO scavenger and an inhibitor of NOS.
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Results and discussion

NO is required for and promotes the activation but not the progression of the cell
division cycle in plants.

Individual cell-wall-less plant cells, the protoplasts, isolated from leaf tissues and
cultured in synthetic liquid media are probably one of the best in vitro experimental
models to study the activation of cell division in differentiated plant cells. Although
they are isolated via stressful procedure, experimental evidences demonstrate that
properly handled protoplasts quickly recover in culture and respond to hormonal as well
as stress signals as do intact plant cells (see e.g. Pasternak et. al. 2002; for reviews
Sheen 2001, Fehér et. al. 2005).

As the NOS-inhibitor (L-NMMA), as well as the NO scavenger (PTIO) decreased and
the NO-donor (SNP) could increase S-phase frequency as well as the division rate of
alfalfa leaf protoplast-derived cells, it is very likely that NO is involved in the signaling
cascade that leads to the dedifferentiation and division of leaf cells. That the observed
effects indeed depend on NO, is strengthened by the observation that the L-NMMA-
mediated inhibition of BrdU incorporation as well as the activity of the
Medsa;CDKA1,2 kinase could be reverted by SNP application. SNP had a
concentration dependent effect on the frequency of protoplast-derived cells entering the
S-phase of the cell cycle. 1 and 10 uM SNP promoted while 100 uM inhibited DNA
replication. Concentration dependent action of NO is well known in both plant and
animal cells. Activation of sea urchin egg cells by NO-donors is possible only in a
narrow concentration range and higher concentrations are even inhibitory of sperm cell
mediated activation (Kuo et. al. 2000). High level of NO has been reported to inhibit
whereas low levels to enhance leaf expansion and plant growth (Neill et. al. 2003;

Lamattina et. al. 2003; Beligni and Lamattina 2001, Seregélyes et. al. 2003).
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During the process of dedifferentiation, the loss of differentiated functions, recovery
from isolation stress, cell wall synthesis and activation of the cell cycle machinery take
place in a serial, although overlapping, manner in the protoplast-derived cells (for
reviews Fehér et. al. 2003, 2005). It is not clear at what step NO may accelerate the
process. Shifted pulses of L-NMMA application and subsequent measurements on BrdU
incorporation and CDK activity indicated, however, that protoplast-derived cells older
than three days are not responsive for the presence of the NOS inhibitor. It may indicate
that an L-NMMA-sensitive step operates during the first three days of the alfalfa leaf
protoplast culture and this step likely precedes the entry of the cells into the S-phase of
the cell cycle.

In order to address this question, the expression of cyclin genes previously reported to
be activated before the S-phase entry (Dahl et. al. 1995) or even at the GO-to-G1
transition of cells (Meskiene et. al. 1995), have been tested in the presence of SNP and
L-NMMA. The protein level of a further D-type cyclin, the strongest interactor of the
Medsa;CDK;A1,2 kinase in the yeast two-hybrid system (Mészaros et. al. 2000), has
also been determined.

Based on the results, specific inhibition of cyclin transcription or accumulation by L-
NMMA could not be established. The increased level of both cyclins in response to L-
NMMA at 48 hours might indicate that the treated cells had already entered into the
division cycle. Interestingly, protoplast-derived cells cultured in the presence of L-
NMMA also exhibited increased CDK activity and SERK gene expression at around the
third days of culture. It is interesting to note that peaks of endogenous indoleacetic acid
level and S-phase frequency could be detected at the second and third days of culture,
respectively, and embryogenic competence is also established during this period in

these protoplast-derived cells (see Pasternak et. al. 2000, 2002, for review Fehér et. al.
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2005). It might be speculated that L-NMMA does not block but slows down cell
activation that results in the synchroneous accumulation of the cells in the G1/S-phases.
The synchrony seems to be lost after the S-phase as the cells at this stage become
insensitive to the presence of L-NMMA. This may result in a transiently higher
trancript/protein/activity levels of the investigated genes/proteins during a certain
period. Similar response could be seen in the same type of cultures when cell activation
was slowed down by the buffering of the medium pH (Pasternak et. al. 2002, Pasternak
T. P. and Fehér A. unpublished results).

To validate the above hypotheses as well as the determination of the exact timing and
the nature of the L-NMMA-sensitive process(es) during the dedifferentiation and
division of leaf cells require further experimentation.

In agreement with the above findings described for leaf protoplast-derived cells, L-
NMMA did not inhibit cell cycle progression or growth rate of continuously dividing
suspension-cultured cells, but delayed re-entry of these cells to the cell division cycle
after phosphate starvation or after the subculture of eleven-days-old stationary phase
cells. SNP at 10-100 uM concentrations had no effect on the cell cycle progression of
suspension cultured alfalfa cells, although these cells could respond to NO as indicated
by 100 uM SNP-induced and PTIO-sensitive ferritin protein accumulation (Murgia et.
al. 2002). This observation indicates that the absence of the cell cycle response was not
due to a general insensitivity of suspension cultured cells towards NO. Although no
response to SNP could be observed on phosphate starved or stationary phase cells, it
may only be the consequence of the applied experimental conditions (e.g. very rapid re-
entry of phosphate starved cells to the cell cycle) that did not allow a proper resolution

of cell cycle events.
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In contrast to the above observations with plant cells, in the case of animals NO is a
well known cytostatic agent and a regulator of the balance between cell proliferation
and cell differentiation during animal development (Peunova et. al. 1996; Kuzin et. al.
2000). However, the site where the cell cycle is actually stopped in response to NO
varies in different cell types (Pervin et. al. 2001, Guo et. al. 1998; Ishida et. al. 1997,
Peunova et. al. 1996, Takagi et. al. 1994). Our experiments revealed that SNP-generated
NO did not block cell cycle progression in cultured alfalfa cells. It can not be excluded,
however, that NO is involved in the regulation of cell division and differentiation in
whole plants or organs.

The observations that neither dividing leaf protoplasts nor dividing suspension cultured
cells are responsive to L-NMMA support a hypothesis that the activity of L-NMMA-

sensitive plant enzymes is not required to sustain cell division activity in plant cells.

NO is involved in 2,4-D-induced embryogenic cell formation from alfalfa leaf
protoplasts.

The presented data indicate that although nitric oxide is not required for and does not
influence cell cycle progression in exponentially dividing cultured plant cells, it may
interplay with auxins linking the regulation of cell division to differentiation. Plants
exhibit a remarkable developmental plasticity as compared to animals. Somatic plant
cells can regain cell division capability during a process termed as ,,de-differentiation”
and ,,de-differentiated” plant cells can ,,re-differentiate” into whole plants under suitable
conditions. Our experiments with embryogenic leaf protoplast-derived cells support the
view that NO in concert with auxin can play important roles during these transitions.
The altered response of protoplast-derived cells to exogenous auxin concentration in the

presence of L-NMMA or SNP, and the observation that in the absence of auxin SNP
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could not promote the division of protoplast-derived cells, may indicate that NO alters
auxin sensitivity of the cells and/or is involved in the mediation of auxin action during
these processes. Auxin and NO have also been suggested to share common steps in
signal transduction pathways leading to root elongation (Gouvea et. al. 1997) and
adventitious root formation (Pagnussat et. al. 2002; 2003; 2004). In cucumber explants,
indoleacetic acid (IAA) treatment induced the level of endogenous NO in the region
where the new root meristems developed. The effect of NO on [AA-induced root
formation was shown to be dependent on intracellular cGMP levels, although cGMP-
indepent pathways may also exist (Pagnussat et. al. 2003; 2004). The downstream
events of the putative NO-dependent signaling cascade leading to mitotic activation by
auxin are unknown. Whether the same NO-affected signal transduction pathways
operate during the formation of dividing, embryogenic cells from leaf protoplasts and
adventious root meristem formation remains also a question to be answered.

In addition to the frequency of dividing cells, both L-NMMA and SNP affected the
pathway of auxin concentration-dependent development of leaf protoplast-derived cells.
It has been previously shown that these cells can develop either to vacuolized, elongated
cells or to small, isodiametric cells with dense cytoplasm exhibiting embryogenic
competence (Bogre et. al. 1989, Pasternak et. al. 2002, for reviews Dudits et. al. 1991,
Fehér et. al. 2003, 2005). These developmental pathways are dependent on exogenous
auxin (2,4-D) concentration or oxidative stress-inducing agents (Pasternak et. al. 2002).
The application of the nitric oxide donor, SNP, resulted in the formation of
embryogenic-type cells at a low (1 uM) 2,4-D concentration although these type of cells
otherwise appear at higher auxin concentrations (5-10 uM 2,4-D). The high level

expression of the MSSERK1 gene (Nolan et. al. 2003) and the further development of

110



10. Ph.D thesis

the cells under culture conditions allowing somatic embryo formation verified that SNP
application could indeed alter the developmental pathway of the auxin treated cells.

The MSSERK1 gene is the alfalfa ortholog of the carrot (Schmidt et. al. 1997) and
Arabidopis (Hecht et. al. 2001) SERK genes implicated both in somatic and zygotic
embryogenesis. SERK gene expression is frequently used as a marker of embryogenic
competence (for review Fehér et. al. 2003) although its elevated expression was also
associated with auxin-induced root formation (Nolan et. al. 2003) and was suggested to
be rather a morphogenic than only an embryogenic marker.

The application of the NOS inhibitor L-NMMA, resulted in the vacuolization and
elongation of the cells at the high (10 uM) 2,4-D level in the medium. Embryogenic cell
formation, however, was not stopped, only delayed in the presence of L-NMMA as
indicated by SERK gene expression and further development of the cells. This delay
was very similar to the delay observed in the case of the entry of the protoplast-derived
cells into the cell division cycle. It is interesting to note, that delayed cell division
activity of the same type of cells by transiently altering the medium pH, also resulted in
a parallel inhibition of embryogenic cell formation (Pasternak et. al. 2002).

It is well established that 2,4-D induced acquisition of embryogenic competence is
associated with endogenous IAA accumulation in various types of plant cells including
alfalfa leaf protoplasts (for review Fehér et. al. 2003). Whether auxin (in this case 2,4-
D) treatment is also associated with an increase in endogenous NO level, similarly as
was observed during root meristem formation (Pagnussat et. al. 2002, 2003), remains an

interesting question to be answered.
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A nitrogén oxid jelatviteli folyamatai

A jelatviteli folyamatok Iényege, hogy az érzékelt jelre az azt fogadd sejt
megfeleld valaszt adjon. Legfontosabb Iépései: recepcid/percepcid, transzdukcio,
indukcio. Az adott jel receptordhoz valdé kotddése (percepcid), olyan kémiai és
transzport lépéseket aktival, melyek mdasodlagos hirvivon keresztiil (transzdukcio)
kivaltjak a megfeleld valaszt (indukcid). Az NO jelatviteli folyamatanak komponensei:
jelmolekula/ligand (maga az NO), receptorok (pl. guanilat cikldz), masodlagos
hirvivék (pl. cGMP) ¢és azok altal aktivalt tovabbi ,,downstream” elemek (pl. protein
kinazok). A nitrogén oxid jelatviteli folyamatai alapvetden két csoportra oszthatok;

cGMP fiiggd ¢s cGMP-fliggetlen utakra.

A nitrogén oxid receptorai
Egy receptornak, mint egy effektiv szenzornak:
e meghatarozott koncentracid tartomanyban kell kotnie szignaljat,
e a szignal kotése meg kell, hogy valtoztassa aktivitasat; aktiv allapotbol
inaktiv allapotba vagy forditva,
¢ meg kell kiilonboztetnie a fals szignalt a fizioldgiailag relevanstol,
e aszignal kdtddésekor konformacid valtozason kell atesnie.

Az NO-nak, mint gaz halmazallapotii anyagnak specialis receptorra (szenzorra)
van sziiksége. A biologiai hem alapt szenzor fehérjék (,,hem-based-sensor proteins”)
kulcs regulatorai a fluktualo NO szintre adott adaptiv valasznak. A hem alapt szenzor
fehérjék egy hem-kotd szabdlyozd doménnel és egy ehhez kapcsolodd szomszédos

jeltovabbitd régidval rendelkeznek (Gilles-Gonzalez, 2005). Méara mar négy nagy



12. Fiiggelék

csaladjuk és kb. 50 tagjuk ismert. A hem alapi szenzor fehérjék négy féle hem-koto
doménnel rendelkezhetnek; a hem-k6td PAS doménnel, globin-kapcsolt szenzorral
(GCS, ,,globin coupled sensor”), CooA-val (,,CO-sensing transcription activator”) és
hem-NO-kotd (HNOB) alegységgel. Az ezekhez kapcsoldodd transzmitterek lehetnek:
hisztidin protein kinazok, ciklikus nukleotid foszfodiészterazok, kemotaxis metil-karrier
protein receptorok és hélix-hurok-hélix (,,helix-loop-helix’) vagy hélix-fordulat-hélix
(,,helix-turn-helix”) transzkripcidos faktorok. Az NO elsédleges ¢és legismertebb
receptora egy hem alapi szenzor fehérje a guanilat ciklazok nitrogén oxid szenzitiv

csoportja.

A ¢cGMP fiiggo NO jelatvitel

A guanilat ciklazokkal kapcsolatos ismereteink az allati ciklazok jellemzésébol
allnak rendelkezésiinkre, hiszen novényekben csak 2003-ban azonositottak guanilat
ciklazt (Ludidi, 2003).

A guanilat ciklazoknak (GC, guanilil ciklaz, guanil ciklaz, EC 4.6.1.2)
szubcellularis lokalizaciojuk alapjan két csoportjat kiilonboztetjilk meg; a citoszolikus
szolubilis guanilat ciklazokét (sGC) és a sejtmembran integralis fehérjéihez
asszocialodott membran-kotott guanilat ciklazokét (mGC). A guanilat ciklazok kozotti
alapvetd kiilonbség az, hogy mig a sGC NO altal aktivalt, addig a mGC specifikus
peptidek altal. Egyes publikacidk szerint, a sGC is sejtmembranhoz asszocialt, kozel a
NOS-hoz ¢s csak aktivalodasa utan valik oldhatova, igy a ’szolubilis’ megnevezés
helytelen (Feussner, 2001; Lin, 2005).

Az NO szenzitiv sGC heterodimer, alfa (a, 73-82 kDa) és béta (B, 70-76 kDa)
alegységekbol felépiild hem protein. Az NO vas-hem-hez valé kotdédése olyan

konformacids valtozast (Fe-His kotés felbomlasa) idéz el a fehérje szerkezetében, mely
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aktivalja az enzimet (Marti, 2005). Az aktiv enzim, pedig a guanozin trifoszfat (GTP) -
ciklikus guanozin trifoszfat (cGMP) atalakitast katalizalja.

Az enzim deaktivacidjanak modja egyeldre vitatott kérdés, jelenleg két
lehetséges magyardzata van. Az elsé szerint az NO egyszeriien ledisszocial a hem
csoportrdél, ami konformacids valtozason keresztil az enzim aktiv allapotanak
megsziinésé¢hez vezet. A masodik hipotézis pedig valamilyen kiils6 faktor jelenlétét (pl.
glutation) feltételezi, mely megbontja az NO-vas kotést €s gyors NO disszociaciot idéz
el6 (Brandish, 1998).

A sGC B alegységének N-termindlis meghosszabbitasa két globularis domént
tartalmaz. Az egyik a HNOB (,,Heme NO Binding”) domén, melyben a hem kovalensen
kotédik egy hisztidin oldallanchoz. A masik, a HNOBA (,,HNOB associated”) domén,
mely a HNOB ¢és a katalitikus ciklaz domén kozott helyezkedik el. Bakterialis
eredetiikre utal, hogy mindkét domén eléfordul baktériumokban is, onalléan vagy
fuziondlva mdas enzimekkel (Lakshminarayan, 2003). A hemoglobinban talalhat6
porfirin szerkezete azonos a sGC [ alegységével. A sGC azonban csak NO-t (esetleg
CO-t) kot, O,-t nem, annak ellenére sem, hogy az O, intracellularis koncentracioja joval
nagyobb, mint az NO-¢ (allati sejtek esetén; [NOJic = 10 nM, [Oz]ic = 20-40 uM)
(Boon, 2005). A kérdés, hogy hogyan lehetséges mindez, nem teljesen tisztazott, annyi
azonban valoszinusithetd, hogy a sGC kinetikai szelekciot hasznal az O,-el szemben
(Boon, 2005). Erdemes tovabba megemliteni, hogy a HNOB és HNOBA domének
funkcionalisan hasonléak a CACHE ¢és CHASE doménekhez, melyek pedig a ndvényi
citokinin receptorok ligand koto alegységei (Anantharaman, 2001).

Allati rendszerekben a cGMP ut ,,downstream” elemei; a cGMP-fiiggd protein
kindzok (PKG), ciklikus nukleotid kapuzé ion csatornak (CNGCs) ¢és

foszfodiészterazok (Lucas, 2000; Kopperud, 2003; Hoshi, 1995). Egyre tobb bizonyiték
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talalhat6 arra, hogy a cGMP kulcs szerepet jatszik a novényi sejtek homeosztazisban is
(Ehsan, 1998; Ehsan, 1998; Moutinho, 2001). Novényekben azonban jobbara még
felderitetlen, hogy milyen elemei vannak a ciklikus nukleotidok (cGMP, cADPR) 4ltal
kivaltott jelatviteli folyamatoknak. Az Arabidopsis thaliana genomjaban nemrég
sikeriilt csak azonositani egy 20 tagbol all6 CNGC géncsaladot (Ludidi, 2003).
Mindezidaig nem sikeriilt novényi PKG homoldgokat talalni, habar biokémiai adatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy novényekben is léteznek ciklikus nukleotid-

reszponziv protein kinazok (Newton, 1999).

A cGMP fiiggetlen jelatvitel

A cGMP fiiggetlen jelatviteli ut receptorai és masodlagos hirvivoi

Mig az NO — sGC kolesonhatas az enzim aktivalasat eredményezi, az NO —
citokrom c oxidaz interakcid az enzim gatlasdhoz vezet. A sGC nitrogén oxid koto
doménjének ligand specifitdsa nagyon hasonld a bakteridlis eredetii citokrom ¢ oxidaz
(EC. 1.9.3.1) hem alapt szenzoranak ligand specifitdsdhoz (Lawson, 2000). A citokrom
¢ oxiddz a mitokondridlis 1égzési lanc termindlis elektron akceptora. Az enzim harom
fémion kdzpontot tartalmaz; egy réz-réz dimert (Cuy), egy hem A-t és egy binuklearis
hem-réz kapcsolt kozpontot (hem as/Cug) (Yoshikawa, 2000). Az NO a redukalt
citokrom ¢ oxidaz binukledris hem-réz kozpontjdhoz kapcsolddik, ahol az O,-kotés
kompetitiv inhibitora. Noha, az NO az oxidalt allapotu citokrom c oxidazzal is képes
kolcsonhatas kialakitdsadra, ebben az esetben a binukledris kdzpont réz feléhez
kapcsolodik a vas fél helyett. Ez utobbi interakcié magas O, tenzidénal kovetkezik be.
Ilyen korilmények kozott a nitrogén oxid a mar megkotdtt Op-vel reagdl nitrat

képzddése kozben, az enzim inaktivalodasat eredményezve (Cooper, 2002). Az NO
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mindkét esetben inaktivalja az enzimet, gatolja az O, fogyasztast és az ATP termelését a
sejtlégzés megakadalyozésa révén (Gow, 2004). A ndvényeknek van egy specialis
valasza az NO altali sejtlégzés gatlasra. Rendelkeznek ugyanis a citokrém c oxidaz
mellett egy masik terminalis elektron akceptorral is, mely a sejtlégzés egy alternativ
(cianid rezisztens) utjat biztositja szdmukra, ez az alternativ oxidaz (AOX, EC 1.-.-.-)
(Mcintosh, 1994; Vanlerberghe, 1997). Minthogy a NO gatolja a citokrém utat, de nem
vagy csak kis mértékben az alternativ sejtlégzést (Millar, 1996), igy elképzelhetd, hogy
az AOX a magasabb rendi ndvények NO tolerancidjanak kialakitasaban jatszik szerepet
(Millar, 1997). Arabidopsis ndvényen ¢€s sejtkulturaban e feltételezés bizonyitast nyert,
tudniillik megemelkedett NO koncentracio indukalta az AOX transzkripciojat és az
enzim aktivitasat is (Huang, 2002).

A nitrogén oxid képes kolcsonhatasba 1épni egyéb, nem hem kozpontot
tartalmazo fehérjékkel is, mint példaul a metallotioneinnel (metallothionein, MT). Ez a
ciszteinben gazdag fehérje altalaban nagy affinitassal koti a kétértéki kationokat, de
leginkabb a cinket részesiti elényben. Az NO kotédése metallotioneinhez cink
kiilonboz6 jelatviteli utakat aktival. A MT-nek bioldgiai funkcidja igen sokréti,
citoprotektiv hatdsa van fém toxicitas ellen, antioxidans hatasa oxidativ sressz esetén,
szabalyoz6 funkciodja proliferacidhoz, differenciaciohoz és apoptdzishoz kapcsoldddan
(Sato, 1993; Nagel, 1995; Cherian, 2000; Jayasurya, 2000). No&vényekben
bohocviragban (Mimulus guttatus) azonositottak elészor metallotioneint (de Miranda,
1990). A novényi MT-ek a fémionok homeosztazisanak €s a tolerancia folyamatok
kialakitasaban vesznek részt (Cobbett, 2002), expresszidjuk megnd dregedd levelekben
¢és hajtasokban (Buchanan-Wollaston, 1994; Yu, 1998; Miller, 1999; Chen, 2003), ér6

gytimolcsokben (Davies, 2000), tapétum sejtekben (Charbonnel-Campaa, 2000) és
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sebzett szovetekben (Choi, 1996). Paratdlgyben (Quercus suber) szerepe van az
oxidativ sressz kivédésében (Mir, 2004), dohanyban (Nicotiana plumbaginifolia) pedig
citokinin indukalt génként irtak le (Thomas, 2005). Ez a szignalizaciés mechanizmus jo
példa arra, hogy hogyan befolyasolhatja egy redox-aktiv molekula (NO), egy redox-
inszenzitiv molekula (cink) intracellularis homeosztazisat.

A metallotionein azonban nem az egyetlen metallotiolat protein, melyhez az NO
kapcsolodni képes. Az akonitaz (EC 4.2.1.3), a Krebs-ciklus egyik kulcs enzime, egy
4Fe-4S csoportot tartalmazo fehérje, mely a citrat-izocitrat izomeraciot katalizalja. Két
izoforméaja létezik, egyik a mitokondriumban, mig a masik a citoszolban lokalizalt. Egy
részleteiben tisztazatlan folyamat révén az NO inaktivalja mindkét izoformat
(Hausladen, 1994; Castro, 1994; Drapier, 1996). A mitokondrialis akonitaz gatlasa a sejt
energia anyagcseréjének csokkenését idézi eld, ami egyfajta védelmet jelent oxidativ
stressz ellen, hiszen az enzim inaktivacidja a mitokondridlis elektron lancban az
elektron aramlas mérséklodését okozza, csokkentve ezaltal a sejtlégzés soran képz6do
reaktiv oxigén gyokok (ROS) mennyiségét (Gardner, 1991). A citoszolikus akonitaz
egy kiilonleges izoformdja, a vas szabalyozo protein (IRP, ,.iron-regulatory protein”).
Az IRP, olyan hirvivé RNS-ket (mRNS, ,,messenger” RNS) kot, melyek vas érzékeny
elemet (IRE, ,jiron-responsive element”) tartalmazo konszenzus szekvenciaval
rendelkeznek. Az IRE mRNS 5° nem atir6ddo végének kotddése IRP-hez
megakadalyozza az RNS atirodasat, mig a 3’ nem atir6d6 vég kotédése megndveli az
atirat (transzkriptum) stabilitdsat. Az NO a citoszolikus akonitaz — IRP atalakulést
segiti eld, igy kozvetleniil befolyasolja a sejt vas homeosztazisat. Tehat az akonitazok
redox és NO szenzoroknak tekinthetok. Ezen szerepiik novényekben is igazolt. Dohany
akonitazok, hasonldan allati homologjaikhoz gatolhatok NO kezeléssel (Navarre, 2000;

Murgia, 2002).
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Az NO jelatviteli folyamat fontos komponense az intracellularis kalcium (Ca”").
Allatokban a PKG a rianodin-szenzitiv kalcium csatornak (RYR) aktivalasan keresztiil
mobilizalja intracelluléris raktaraibol a kdlciumot (Reyes-Harde, 1999; Willmott, 1996),
a cADPR masodlagos hirvivd molekula segitségével. A RYR aktivalasa mas tton, S-
nitrozilacioval is megtorténhet (Xu, 1998). Annak ellenére, hogy novényekben
viszonylag keveset tudunk az NO-indukalt transzdukcids kaszkadokrol, jo néhany adat
all rendelkezésre a masodlagos hirvivé Ca®" ezen folyamatokban betdltott szerepérél. A
nitrogén oxid részt vesz példaul dohany sejtekben a hiperozmotikus vagy az elicitor
kriptogein ~ kozvetitésével  kivaltott  citoszolikus szabad Ca®"  koncentracio
emelkedésében (Gould, 2003; Lamotte, 2004). Farmakologiai kisérletek pedig arra
engednek kovetkeztetni, hogy a citoszolikus Ca®" fontos komponense az NO okozta
gazcserenyilas zarddasnak (Garcia-Mata, 2003; Neill, 2002; Neill, 2002), valamint
Vicia faba és dohany gazcsrenyilas sejtjeinek NO-val vald kezelése is intracellularis
Ca’" koncentracié emelkedést valt ki (Garcia-Mata, 2003; Lamotte, 2004). Mindezeket
parhuzamba allitva elképzelhetd, hogy névényekben az NO egy Ca®" mobilizalo
intracellularis vegyiilet (Lamotte, 2005).

A Ca®" csatornak mellett, ndvényekben az NO hatas célpontjiban a mitogén-
aktivalt protein kinazok (MAPK) allnak. A MAPK-ok a jelatviteli folyamatok fontos
mediatorai, kozvetitbk a kiilsé jel felfogdsa és az erre adott specifikus valasz
megsziiletése kozott, hisz szubsztratjaik foként transzkripcios faktorok (Treisman,
1996). Részt vesznek kiilonbozd biotikus és abiotikus stressz indukalt jelatviteli
kaszkadokban ¢€s szabalyozzak a sejtciklust valamint az egyedfejlodési folyamatokat.
NO kezelésnek dohanyban és Arabidopsisban is MAPK aktivitds stimulalo hatdsa van
(Clarke, 2000; Capone, 2004; Kumar, 2000). Uborkaban, az indol ecetsav (IES)

indukalta jarulékos gyokérképzddés soran egy NO-fliggd MAPK jelatviteli kaszkad
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aktivalodik (Pagnussat, 2004). Az azonban nem ismert, hogy az NO altali MAPK

aktivacio direkt aton vagy valamilyen mas faktor kozvetitésével megy végbe.

Az S-nitrozilacio: kolecsonhatas tiolokkal

A nitrogén oxid, mint redox kapacitassal rendelkezé molekula képes fehérjéken
aminokat, aromas gytriiket, alkoholokat és redukalt ként (tiol) nitrozilalni. Habar régota
ismert az NO ezen képessége, az efféle fehérje modositasnak csak nemrég oOta
tulajdonitanak fiziologiai jelent6séget. Hangsulyoznunk kell azonban, hogy a
nitrozilacié egy kémiai, nem pedig enzim(ek) altal katalizalt reakcio. Ambar a
nitrozilacio specifikusnak tekinthetd, merthogy egyrészrél nem minden elérhetd cisztein
oldallanccal rendelkezd fehérje nitrozilalodik. A szubcelluléris lokalizacid és az adott
kémiai kornyezet (pl. az NO helyi koncentracidja és a molekuldk melyekkel reakcioba
1ép, mint a O, ~ és a hem proteinek) szabjak meg, hogy melyik fehérje nitrozilalodik.
Masrészrol pedig egy nitrozilalas eldtt allo fehérje nem minden cisztein alegysége
nitrozilalodik. J6 példa erre a p21** fehérje, melynek 6t ciszteinjébél csak egyetlen egy
nitrozilalodik (Lander, 1995). Tovabbi példa a rianodin receptor, melynek 84 szabad
—SH csoporttal rendelkezé ciszteinje van és ebbdl minddssze 12 fog nitrozilaloédni (Xu,
1998). A jelenség magyarazatat a fehérjék negyedleges szerkezetében kell keresniink,
valamint létezik egy konszenzus fehérje szekvencia (XYCZ), mely nitrozilalasra
hajlamosit (Stamler, 1997).

Egy a kozelmtltban megjelent publikacio szerint (Stamler, 2001) 115-re tehetd
az SNO kialakitasara képes fehérjék szama allati rendszerekben. Novényekben ez év
tavaszan, Lindermayr és munkatarsai 67 nitrozilalt fehérjét azonositottak proteomikai
megkozelitéssel A. thaliana-ban (Lindermayr, 2005). Az ily moédon azonositott

fehérjéket Ot csoportra osztottdk; stressz-fiiggd (pl. glutation S-transzferaz),
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szignalizacioban/regulacioban részt vevo (pl. elongacios €s iniciacios faktorok), redox-
fliggd (tioredoxin, glutaredoxin), citoszkeletdlis (aktin, tubulin) és egyéb fehérjékre
(metabolizmusban, fotoszintézisben kozremiikodé enzimek). Bizonyitott tovabba, hogy
az NO S-nitrozilacié tjan szabalyozza a gazcserenyilas zarésejtek K= csatornajanak
(Sokolovski, 2004) és a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogendznak az aktivitasat
(Lindermayr, 2005) is. Erdemes megemliteni, hogy Arabidopsisban a hemoglobin
fehérje (Hb1) is képes S-nitrozilalodni (Perazzolli, 2004).

Az elmult években, mint lattuk, szdmos fehérjér6l bizonyosodott be, hogy a
nitrogén oxid képes nitrozilalni. A folyamat egy tobblépéses transznitrozacios/transzfer
reakcio, mely vagy redox aktiv molekuldk NO-val torténd kolcsonhatdsanak, vagy
metalloproteinek (pl. ceruloplazmin) 4ltal katalizalt reakcionak az eredménye (Inoue,
1999; Gaston, 2003). A transznitrozacié az a folyamat, ami soran az NO ekvivalens
egyik molekulardél a masikra keriil at. Az ily médon keletkezett SNO-nak, a citoszdlikus
kornyezet nem kedvez. Annak érdekében, hogy az SNO moédositast hordozéd fehérjék
megmenekiiljenek a reduktiv vagy transznitrozativ atalakulastol,
kompartmentalizalddnak; membranokban, lipofil fehérjékben, intersticialis terekben
vagy vezikulumokban halmozodnak fel (Gaston, 2003).

Az SNO bizonyos fehérjék aktivitasat fokozza (pl. p21°*, tioredoxin), masokét
ezzel szemben gatolja (pl. kaszpazok) (Haendeler, 2002; Mannick, 1999; Lander, 1997).
Kiilonb6z6 enzimek aktivitdsanak befolyasolasa mellett az SNO modifikacié szamos
transzkripcidés faktor milkddésére is hatassal van, befolydsolva kiilonbozé gének
kifejez6dését. Ilyen nuklearis szabalyozo fehérje a hipoxia indukalt faktor (HIF-1),
stimuldlé proteinek (Spl és 3), a nuklearis faktor-x B (NF-k B) és a prokariota

transzkripcids faktor OxR is (Gaston, 2003).
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Az SNO kétés degradacioja is pontosan szabalyozott, torténhet inorganikus vagy
organikus uton. Elemi rézzel, aszkorbattal vagy higannyal torténd reakcidé az SNO kotés
felbomléasahoz vezet, de ismert a kotés fotolitikus hasadasa is (Mcaninly, 1993; Gaston,
1999), habar ezeknek a kolcsonhatdsoknak igen csekély fizioldgiai jelentdségilik van.
Organikus lebomlasukat enzimek katalizaljak. A tioredoxin rendszer (Nikitovic, 1996),
a glutation peroxidaz (Hou, 1996), a y-glutamil transzpeptidaz (Hogg, 1997), a xantin
oxidaz (Trujillo, 1998) és a glutation-dependens formaldehid dehidrogendz (Jensen,
1998; Liu, 2001) mind kapcsolatba hozhatok az SNO katabolizmusaval.

Mint az el6zdekben lathattuk, allati rendszerekben kezd vilagossa valni, hogy
milyen utakon szintetizalodik, hogyan kompartmentalizalodik, majd bomlik fel az SNO
kotés és hogy milyen hatdssal van ez a modifikacid az azt hordozé fehérjék aktivitasara.
Novényekben azonban ezek a folyamatok jorészt még felderitetlenek.

Osszegzésiil elmondhatd, hogy az S-nitrozilicid6 nem csupan egy fehérje
modositas, hanem egy redox szignal. Az S-nitrozilacio, éppen tigy mint a foszforilacio,
kovalens moédositasokkal precizen szabalyozott gyors és reverzibilis poszttranszlacios
modifikacid, mely befolydsolja minden €16 sejt és organizmus fiziologiai funkcidjat.
Segitségével képes a sejt megfelelden reagalni az oxidansok €s a szabadgyokok keltette
oxidativ stresszre, a megvaltozott redox kornyezetre, lehetévé téve a sejt vagy az

organizmus szamara a valtozo kornyezethez valé alkalmazkodast.
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Tirozin nitracio

Fehérjék tirozin oldallancain nitro csoport (-NO,) képzése 3-nitrotirozin
keletkezéséhez vezet in vitro. A folyamat hasonléan az S-nitrozilacidhoz specifikus,
nem minden fehérje alkalmas ra és csak bizonyos tirozinok nitralhaték (Souza, 1999).
Specifitasan kiviil egyre tobb adat bizonyitja reverzibilis sajatsagat (Kamisaki, 1998;
Gow, 1996). Habar nitrotirozinok keletkezését elsdsorban patologids eseteknél
(kardiovaszkularis és neurodegenerativ betegségek) €és oxidativ sressz markerként irtak
le (Ischiropoulos, 1998), normal, fizioldégias koriilmények kozott is ki lehet mutatni
jelenlétiiket.

A fehérje tirozin nitraciot foként metalloproteinek katalizaljak. Boséges irodalmi
adat bizonyitja, hogy peroxidazok (mieloperoxidaz, eozinofil peroxidaz), mioglobin és
lancokat (Van, 1997; Brennan, 2002; Wu, 1999; Irie, 2003; Naseem, 2000). A Mn
szuperoxid diszmutdz (MnSOD) (MacMillan-Crow, 1996) és a prosztaciklin szintaz
(Schmidt, 2003) sajat nitracidjukat katalizaljak peroxinitrit jelenlétében. Tovabbi nem
enzimatikus forrasok lehetnek a peroxinitrit és széndioxid reakci6jabol szdrmazod
intermedierek és a nitrit savanyodasabol szarmazoé salétromos sav, melyek mind
nitraciét okoznak (Gow, 2004).

A tirozin nitracioé funkcidonyeréssel vagy funkciovesztéssel jard kovalens fehérje
modositas. Egy emlitésre méltd példa funkcidvesztésre a MnSOD esete, melyet a
peroxinitrit helyspecifikusan nitradl (Tyr-34), igy az enzim inaktiv allapotba keriil.
Citoszkeletalis elemeken, aktinon és tubulinon is igazoltak tirozin nitraciét (Radi,
2004). Az a-tubulin nitracidja ndvényekben is ismert jelenség (Blume, 2005).
Novényekben igen korlatozottak ismereteink tirozin nitracio jelenlétére és jelentdségére

vonatkozoan. Ezért kiillondsen izgalmas volt olvasni Sakamato ¢és munkatarsai
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munkdjarol, melyben arr6l szamolnak be, hogy ndvényi nem szimbionta hemoglobinok
(AtGLB1, AtGLB2, AtGLB3) peroxidaz-szeru aktivitasukkal nitrit €s hidrogén peroxid
jelenlétében tirozin nitraciot okoznak sajat magukon ill. mas fehérjéken (Sakamoto,
2004). Az AtGLB1 hirvivé RNS akkumulacidja nitrittel kezelt Arabidopsis th.
csirandvényekben arra enged kovetkezteni, hogy szoros kapcsolat van a nitrit és a nem

szimbionta hemoglobinok kozatt.

A novényi hemoglobinokrol avagy hogyan szabaduljunk meg az NO-t61?

A nitrogén oxid szignalizacid teljes megértéséhez ismerniink kell azokat a
folyamatokat is, melyek az NO szignal ,kikapcsolasaért” és/vagy a felesleges vagy
toxikus NO eltavolitasaért felelosek. Arrél, hogy hemoglobinok léteznek novényekben
is, azota van tudomasunk, miota allati rendszerekben megkezdték jellemzésiiket.
Novényekben az elsdként azonositott hemoglobinok a leghemoglobinok. Ezek a
hiivelyesek gyokérgiimdiben millimodlos koncentracidban talalhato monomer szerkezetii
fehérjék, a szimbionta nitrogén fixacié alapvetd komponensei (Appleby, 1984). 1988-
ban Bogusz és munkatarsai, olyan hemoglobin csalad 1étezésérdl szamoltak be, mely
alacsony koncentracidoban van jelen zuzmoktol zarvatermokig az 6sszes novény fajban
(Bogusz, 1988). Ez a nem-szimbionta hemoglobinok névre keresztelt csalad tovabbi két
osztalyra oszthato; 1-es (Hbl) és 2-es (Hb2) tipusi hemoglobinokra. Tagjainak nagy
affinitdsuk van oxigénhez, de kicsi az oxigén disszociacids egyiitthatojuk, igy aligha
vehetnek részt az oxigén széllitdsadban (Kundu, 2003). Habar fiziologiai szerepiikrdl
még nem tudunk sokat, annyi bizonyos, hogy az 1-es tipusii hemoglobinok expresszidja
cukorra ¢és alacsony oxigén koncentracidra (hipoxia) aktivalodik (Taylor, 1994;
Seregélyes, 2000; Hunt, 2001). A hipoxia egy olyan stressz allapot, ami soran nagy

mennyiségben szabadul fel NO (Dordas, 2003). Igazolt tény, hogy a HbI
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kolcsonhatasba 1ép NO-al in vitro; A. thaliana-bol (Perazzolli, 2004), arpabol
(Igamberdiev, 2004) ¢és lucernabdl izolalt (Seregélyes, 2004) nem-szimbionta
hemoglobinok képesek az NO nitratta torténd NAD(P)H fiiggd atalakitasara. Ugy tiinik,
hogy a Hbl csokkenti az alacsony oxigén koncentracido hatasara megnovekedett NO
szintjét, védelmet nyujtva a novény szamara hipoxia alatt. Nem véletlen hogy leginkabb
csirdz6 magvakban fejezddik ki. A 2-es tipusi hemoglobinok gyokérben, levélben és
virdgban is expresszalddnak, fiatal ndvényekben citokinin éltal indukalhatok.

Habar az NO {6 metabolikus utja kétségteleniil annak hemoglobin altali nitratta
oxidalasa, mas enzimek példaul a xantin oxidaz, a glutation peroxidaz vagy a redukalt
glutation reduktdz is képesek az NO vagy az NO kapcsolt formak lebontasara (Trujillo,
1998; Sies, 1997; Diaz, 2003). Ezen enzimek NO metabolizmusban betoltott szerepe

még nem tisztazott.

Az NO transzport mechanizmusai

Habar a nitrogén oxid géz halmazallapotd molekula, NO prekurzorok, az etilén
raktarként, esetleg hosszabb vagy rovidebb tdvolsagra transzportalédhatnak (Jackson,
2002). Allatokban példaul az S-nitrozohemoglobin kimutatasa vérben adta az Gtletet
ahhoz, hogy ezt a format esetleg keringd NO raktarnak tekinthessiik (Jia, 1996). Az
Otletet azota elvetették és mara mar sokkal valdsziniibb, hogy a vérben keringd nitrit
funkcional NO forrasként (Gladwin, 2000), éppen 1gy, ahogy nodvények
gazcserenyilasaiban teszi (Desikan, 2002). Annak is fenndll a lehetésége, hogy a
xilémben vagy floémben szallitodd S-nitrozoglutation (GSNO) a mobilis NO raktar.
Képzeljiik csak el, hogy a GSNO a nitrittel egylitt a gyokérbdl a szarba transzportalodik,

onnan a gazcserenyilasokhoz, ahol azok zarodasat idézi eld, egy ABS fliggetelen ton.



12. Fiiggelék

Csabito lehetdségnek tlinik tovabba a ndvényi hemoglobinok, mint esetleges NO
szallitd és raktaroz6 funkciora alkalmas fehérjék felvetése is (Hunt, 2001). Az NO

szallitas és raktarozas pontos mechanizmusanak tisztdzasara azonban még varnunk kell.

NO és génexpresszio

Az eléz6 fejezetekbdl kideriilt, hogy az NO milyen sokféle fejlodési és
fiziologiai folyamatban vesz részt, ezért elkeriilhetetlen a nitrogén oxid kezelés utani
gén expresszioban bekovetkezd valtozasok megemlitése. Azt, hogy az NO gén
kifejezédést indukal, névény — patogén kolcsonhatas soran irtdk le eldészor (Durner,
1998). Azota tobb kisérlet is bizonyitja, hogy a patogén tamadas és UV-B stressz alatt
felszabaduldé NO elsdsorban védekezési gének (PAL, CHS, PR-1) kifejezodését
szabalyozza (Delledonne, 1998; Klessig, 2000; Mackerness, 2001). Arabidopsis
ndvényben €s sejtszuszpenzioban az NO eldsegiti a ferritin felhalmozddasat mRNS és
fehérje szinten is (Murgia, 2002).

NO donorral (NOR-3) kezelt Arabidopsis sejtszuszpenzid génexpresszios
mintazatanak DNS-csip (,,microarray’’) technikaval megvalosulé vizsgalata, szamos NO
indukalt gént tart fel kozottiik patogenézishez kothetd géneket, peroxidazokat, glutation
S-transzferazt és jelatviteli folyamatokban szerepet jatszo fehérjéket kodold géneket
(Huang, 2002). A legerdsebb indukciot (8,4-szeres aktivacido) az AOX1 gén mutatta,
amit Northern analizissel is sikeriilt igazolni. Az alternativ oxidazokrol a korabbiakban
mar ejtettiink szot. Az aktivalt gének bioinformatikai analizise sordn nem sikeriilt
szekvenciajukban semmilyen k6z0s cisz regulator elemet azonositani. A kérdés, hogy az
NO milyen mechanizmus utjan indukal gén expressziot, egyeldre koltoi. Ha viszont
belegondolunk, hogy az NO képes a fehérjék térszerkezetét megvaltoztatni (nitracid,

nitrozilacio ill. atmeneti fémekhez vald kotédés) és raeszméliink, hogy a transzkripcios
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faktorok leggyakoribb csoportja ¢éppen cink-ujj motivumot tartalmaz, talan
megsejthetiink valamit a kérdésiinkre adand6 valaszbol. Spekulacionk, miszerint az NO
gén kifejezddést szabalyozo tulajdonsagat, a cink-ujj motivumot tartalmazo
transzkripcids faktorokra gyakorolt hatasa altal éri el, nem is annyira valosziniitlen.
Allati rendszerekben egyre tobb adat bizonyitja, hogy a transzkripcios faktorok
poszttranszlacidés modifikacioja hatassal van egyes gének kifejezodésére, kiillondsen a
sejt redox allapotdban torténd valtozaskor. Az NO képes S-nitrozildlni a cink-ujj
transzkripcids faktorokban talalhato, cink-kén alegységek SH csoportjait, a cink-ujj
szerkezet reverzibilis szétszakitdsat okozva, ami viszont lehetdséget ad gének
transzkripcionalis szabalyozasara (Kroncke, 2000; Kroncke, 2001; Kroncke, 1994;

Kroncke, 2003).



