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Bevezetés

A novényi hemoglobinokat tulajdonsagaik alapjan 3 f6 csoportba
sorolhatjuk. A legrégebben felfedezett csoportba (1939) a szimbiotikus
hemoglobinok tartoznak. Ezek a fehérjék a nitrogénko6td mikroorganizmusokkal
szimbiozisban €16 ndvényekben a szimbionta partnert latjak el oxigénnel.

A legutdbb (2001-ben) felfedezett névényi hemoglobin-csoportot
strukturalis sajatsagabol adodoan ,,2-on-2 hemoglobins”-nak nevezték el. A
csoport idaig egyetlen tagja (4HB3) aminosav homoldgia alapjan a
mikroorganizmusok hemoglobinjai csonka valtozatanak tekinthetd, és hipoxia
hatasara leszabalyozodik.

A harmadik f6 csoportot alkotd nemszimbiotikus hemoglobinokat, mas
néven phytoglobinokat, is sokkal késobb (a ’80-as években) fedezték fel, mint a
szimbiotikusakat. K6zos jellemzdjiik a szimbiotikus hemoglobinokénal nem ritkan
egy nagysagrenddel erdsebb O,-kotd képesség és az, hogy feltehetéen minden
ndvényben jelen vannak, nemcsak a szimbidzisban éldkben. Ez utébbi miatt a
nemszimbiotikus hemoglobinokat tekintik dsibbnek és ugy vélik, hogy a
szimbiotikus hemoglobinok génduplikécié révén beldliik alakultak ki. Ezt a
csoportot két alcsoportra tagoltak tovabb. Az els6 alcsoportba a hipoxiara
indukal6do gének, a masodikba az el6zdvel kozeli homologiat mutato, de
hidegstresszre indukalodo, mostanaig egyetlen ilyen gén tartozik. A koézelmultban
hatarozhaté meg.

Az egyik szerint a nemszimbiotikus hemoglobin gének akkor
indukalddnak, amikor a sejtben az ATP szintje lecsokken. Ennek oka lehet
hipoxia, ill. megndvekedett metabolikus aktivits (pl. sejtosztodas a

merisztémaban) is. Pl. egy kisérlet szerint részleges hipoxias (5% O,) kezelést

kovetden az arpa phytoglobint tiltermeld kukorica sejtszuszpenzié ATP szintje a
kontrollénal kb. 30%-kal magasabbnak bizonyult.

A masik funkci6 egyrészt akkor kérvonalazodott, amikor tanulmanyok
jelentek meg a nitrogén-monoxid (NO) kiilonb6z6 szerepeir6l a névény életében,
kiilonos tekintettel a ndvényi patogének elleni védekezési reakcioban betdltott
funkciojara. Masrészt pedig akkor, amikor vilagossa valt, hogy az egysejtliektdl a
magasabbrendi allati szervezetekig mindeniitt nagy jelentdséggel bir a
ndvényekben a kozelmultban is csak részben leirt kdlcsonhatas az NO és a
hemoglobinok k6zott. Az emlitett reakciot névényekben hipoxianak kitett
gyokerekben torténé NO-termelddés utan figyelték meg elészor (2002), mivel a
nemszimbiotikus hemoglobint taltermelé gyokerekben az NO szintje lecsokkent a
kontroll névényekben mért értékekhez képest. Jelen esetben a phytoglobinnak
néhany mikroorganizmus hemoglobinjahoz hasonlatos detoxifikald funkciot
tulajdonitottak, mivel feltételezhetd volt, hogy az oxihemoglobin az NO-t NOs™-4
oxidalta tovabb, ami novények esetében kevésbé toxikus és jobban felhasznalhatod
vegyiilet. Emellett a nitrozilhemoglobin (NO kotddése a hemhez) képzddése is
csokkentheti a sejthalalt is el6idézni képes NO szintjét.

Mivel a nemszimbiotikus hemoglobinok termelddését a gydkéren kiviil
mas ndvényi szovetben is megfigyelték (pl. szarban, rozettalevélben), ezért
feltételezik, hogy nemcsak a gyokérben és nemcsak hipoxia alatt hathat kocson az
NO a phytoglobinokkal, hanem pl. a patogének elleni valaszreakcio soran e
kolcsonhatas képes befolyasolni az NO-fiiggo jelatviteli mechanizmust is,
megvaltoztatva a novény védekezoképességét. Ezért helyezett jelen tanulmany is
nagy hangsulyt az NO ¢és a phytoglobinok in vivo kodlesdnhatasanak és az ebbdl

adodo kovetkezmények vizsgalatara.



Célkitiizések
Célul tiiztiik ki az altalunk izolalt MAbI gén molekularis és funkcionalis
jellemzését, mivel a phytoglobinok szerepe a ndvény életében még tisztazasra var.
Ennek érdekében a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt.
I. Az Mhbl gén és termékének molekularis jellemzése:
1. Mely lucerna szovetekben expresszalodik az Mhb1 gén?
2. Indukalhato-e az Mhbl gén transzkripcidja a tobbi nemszimbiotikus
hemoglobin esetében korabban mar leirt moédon (hipoxia, hidegstressz)?
3. Van-e 6sszefliggés a sejtek metabolikus aktivitdsainak megvaltozasa és az
Mhb1 gén indukcidja kozott?
4. Milyen egyéb olyan tulajdonsaggal rendelkezik az Mhb1 gén ill. fehérje,
amely tovabbi bizonyitékul szolgal a funkcidjara?
II. Mhbl fehérjét tultermeld transzformans dohanynévények 1étrehozasa és
vizsgélata
1. Van-e kiilonbség a transzformansok ¢€s a kontroll névények fenotipusa
kozott normal koriilmények esetén?
2. Van-e lehetdség egyéb modon kiilonbséget tenni a transzformans és
transzformalatlan ndvények kozott az Mhb1 fehérje miikodése

szempontjabdl, kiilonds tekintettel annak NO-val valo kdlcsdnhatasara?

Alkalmazott médszerek

Munkank soran a cDNS koényvtar készitéshez, a szinkronizalashoz, a flow
cytometriai vizsgalatokhoz, a 1égzési rata méréséhez, a stresszkezelésekhez ( és az
ezeket kovetd Northern és Western analizishez) és az immunolokalizaciéhoz
lucerna A2-es szuszpenziot (Medicago sativa ssp. varia) hasznaltunk, lucerna

névény (Medicago sativa) segitségével tortént a kopiaszam- meghatarozas, a

térképezés és a szoveti Northern analizis. A plazmid konstrukciokat az dltalanosan
hasznalt rekombindns DNS technikak segitségével készitettiik el. Transzgenikus
dohanynovényeket Agrobacterium tumefaciens altal kozvetitett transzformacioval
ellendriztiik. Az immunoblot és az immunolokalizacié soran rekombinans Mhb1
fehérje ellen eldallitott poliklonalis egér ellenanyagot hasznaltunk. A szalicilsav-
szint mérése HPLC-vel tortént, mig a ROS szintjét az NBT-modszerrel hataroztuk

meg.

Eredmények és kovetkeztetések

Lucerna sejtszuszpenzidbdl készitett cDNS konyvtarbol izolaltunk egy
483 bp-bol allo, teljes hossziisagt cDNS klont (Mhb1, GenBank azonosito:
AF172172), ami egy 160 as. hossziisagi nemszimbiotikus hemoglobint kodol, és
tartalmaz minden, a ndvényi hemoglobinokra jellemz6 aminosav-motivumot.
Kimutattuk, hogy az Mhb1 gén 1 kopiaban van jelen a genomban.

Northern analizissel megallapitottuk, hogy az MhbI mRNS-t felnétt
lucernandvény gyokerében van csak jelen. Kis mennyiségben normal
koriilmények kozott tartott lucerna sejtszuszpenzioban is kimutattuk a jelenlétét,
amely hipoxia hatasara jelentdsen megemelkedett.

Az Mhb1 gén indukcidjat észleltiik kozvetleniil a G2/M fazis el6tt és
részben a G1-ben is, szinkronizalt lucerna sejtszuszpenziobdl izolalt mRNS
Northern analizise utan. Tovabba megallapitottuk, hogy ugyanennek a
szinkronizalt sejtszuszpenzionak az O,-fogyasztasa G2/M-ben kb. 20, mig G1-ben
kb. 50%-kal magasabb egy szinkronizalaltlan sejtszuszpenzion mért atlagértéknél.

A rekombinans Mhb1 fehérje ellen létrehozott poliklonalis ellenanyag

segitségével kimutattuk, hogy hipoxia vagy hidegstressz hatasara az Mhb1 fehérje



szintje lucerna sejtszuszpenzidban nem valtozott a kezeletlen szuszpenzié Mhb1-
szintjéhez képest. Mivel az elleanyag ezt a 18 kDa tomegti fehérjét specifikusan
ismerte fel, ezért elektronmikroszkdpos immunolokalizaciot is végrehajtottunk a
szuszpenziosejteken. Ennek eredményeként megtudtuk, hogy az Mhbl fehérje
foként a sejtmagban (de nem a magvacskaban), kisebb mértékben pedig a
citoplazmaban talalhato.

Olyan transzformans novényeket hoztunk létre, melyek az Mhb1 gént
konstitutivan expresszaljak a CaMV35S promoter segitségével. A taltermelt Mhbl
fehérje jelenlétét immunoblottal ellerdriztiik A transzformansok fenotipusa nem
tért el a kontroll novényekétdl. A kisérletekhez harmadik generacios
transzformans névények magjait hasznaltuk.

Harmadik generécios transzforméansokbol és kontroll névényekbdl
szarmaz6 magokat csiraztattunk és 300 uM NO-donor vegyiilettel (SNP) kezeltiik
Oket. A transzformansok a kezelés hatasara kevésbé maradtak le a novekedésben,
bar a vegyiiletnek jelentds és kb. azonos aspecifikus hatasa is volt mind a
transzformansokra, mind a kontrollra nézve.

Kifejlett transzformans és kontroll novények levelét 5 mM SNP-vel
kezelve a transzformans levelek jelentésen kisebb mértékben nekrotizalodtak,
mint a kontroll. A kifejlett novények levelén a csirakhoz képest jelentdsen kisebb
aspecifikus SNP-hatast lattunk.

Kifejlett transzformans és kontroll novények levelét baktériummal
(Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) vagy virussal (TNV) fert6zve a
transzormans novények levelei kisebb mértékben haltak el, mint a kontrolléi.

Baktériummal (Pseudomonas syringae) valo fert6zést kdvetden
az Mhbl-taltermel6 ndvények levelében mért reaktiv oxigén (ROS) és

szalicilsav (SA)-szint a kontrollénal nagyobb mértékben emelkedett tigy,

hogy maér a fert6zés el6tt mért ROS és SA szintek is meghaladtak a

kontrollban mértekét.

A fenti eredményekbdl az alabbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

o Az Mhbl1 gén a kifeljett lucerna ndvénynek csak a gydkerében
expresszalodik, aminek egy lehetséges oka a gydkeret éro relativ
hipoxia.

o Az MhbI gén lucerna sejtszuszpenzidban a tobbi, 1. csoportba
tartozo nemszimbiotikus hemoglobinhoz hasonldéan hipoxiara
indukalddott, bar az Mhb1 fehérje szintje nem valtozott meg. Ennek
oka lehet az Mhb1 fehérje magasabb turnovere, vagy az instabil
Mhb1 mRNS is.

o Az Mhbl gén G2/M elétt és G1-ben tapasztalt indukcidja jol korrelal
ugyanazon szinkronizalt sejtszuszpenzid O,-fogyasztasanak
valtozasaval. Ez a sejtosztddas szintjén tdmasztja ald azt a korabbi
feltételezést, hogy a nemszimbiotikus hemoglobinok képesek a
metabolikusan aktiv szovetekben indukalddni. Tovabba a gydkérben
tapasztalt Mhbl mRNS-szint is magyarazhato ezzel a jelenséggel,
mert a lucerna ndvény gyokere viszonylag sok osztddo szdvetet
(glimok, gydkéresucsok) tartalmaz.

e Az NO sejtosztodast és fejlodést gatld kisebb hatasa a transzformans
csirakra az NO-nak a tiltermelt Mhb1 fehérjéhez vald kotddésével és
Ugyanezt a mechanizmust valdsziniisiti a kifejlett transzformans
novények mar differencialodott leveleinek SNP-kezelést kovetd

kisebb mértékii nekrozisa a kontrollhoz képest. Ugyanitt



megfigyeltiik az elhalés szisztemikus atterjedését a nem kezelt
teriiletekre is.

e Szintén az NO-hemoglobin kdlcsonhatas mérsékelheti a patogének
tamadasakor aktivalodo NO-fiiggo jelatviteli mechanizmus
hatékonysagat, amely egyébként jelentds alkotdeleme a ndvényi
immunvalasznak.

e Ezt tamasztja ald a fert6zott transzformans leveleken mért magasabb
ROS és SA-szint is, amely valoszintileg a NO-fliggo jelatviteli
mechanizmus részbeni kiesése miatt van magasabb szinten
baktérium-fert6zés elétt és azt kdvetden is. Azonban a sejtek az NO-
tol csak részben fliggetlen védekezési utak megerdsitésével
vélhetden nem teljesen képesek kompenzalni az NO hianyat.
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