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1. Bevezetés

Ifjusagi OTKA palydzatom kutatdsi célja a ndvényi zardsejtek miikodésének ¢és
szabalyozasanak mélyebb megértése volt, kiilonds tekintettel a nitrogén monoxid (NO)-fiiggd
sztomazarddasi ut elemeire és az alacsony extracellularis kalium koncentracié melletti
kutatasrol volt sz, melyben partnerem a Darmstadti Miiszaki Egyetem Membran-biofizikai
Tanszéke volt. Egyiittmiikodésiink tobb kordbbi kutatason alapult, melyek kozil a
legfontosabbak a zarosejtek kifelé egyeniranyité kalium csatornainak foszforilacidjaval
(Horvath és mtsai., 2002), és az eddig felfedezett legkisebb kélium csatorna, a viralis eredetii
Kecv transzporter struktura-funkcié kapcsolatanak feltarasaval foglalkoztak (Moroni és mtsai.,
2002).

A pélyazatomban a kdvetkezd kérdésekre kerestem a valaszt:

1, Magasabb citoszolikus NO koncentracio (>100 nM) moddositja-e a kifelé egyeniranyitd
kalium csatorna (GORK) kapuzasi tulajdonsagait idegen expresszids rendszerben?

2, Ha igen, akkor ez a pH-tdl fiiggd csatornaszabéalyozas része, vagy a NO kozvetleniil, a
csatornafehérje S-nitrozilacidjan keresztiil hat?

3, A befelé egyeniranyité K-csatorna (KATI1) aktivitdsat a NO a citoszolikus Ca-szint
emelésén keresztiil gyengiti. Mivel idegen expresszios rendszerben ez a folyamat
kelatképzokkel konnyebben eliminalhatd, meg kivantam vizsgalni, mérheté-e kdzvetlen NO
hatas az ioncsatorndra?

4, Vajon hat-e a NO a zarosejt foszforilacios-defoszforilacios homeosztazisara?

5, A zarosejtek citoszolikus NO szintje nehézfémstressz hatasara gyorsan emelkedik. A gyors
NO szintézis Ujabb jelentést adhat a sztomazarddas szabalyozéasanak.

6, Vajon tapasztalhatd-e egyéb NO hatés a plazmamembran és a tonoplaszt transzportereire?
7, Meg kivantam allapitani, hogy alacsony extracellularis kalium koncentracié mellett, és mas
egyértékill, ioncsatornan at nem diffundald ionok jelenlétében a KATI1 ¢s GORK csatornak
hogyan viselkednek?

8, Vajon az ujabb eredmények és regulalé utak hogyan épitheték be a sztémazarodasi
mechanizmust szabalyoz6 1épések k6zé?

A kérdések megvialaszoldsdhoz rendelkezésemre allt az a miszerpark, mellyel a
transzport folyamatok elemi eseményei, a nyitddd ioncsatornadk pikoamper nagysagu aramai
mérhetdvé valtak. A palydzatban tervezett beruhdzast az elsé évben megvalositottam: a patch
clamp mérésekhez a pneumatikus rezgésmentes asztalt megvasaroltam. Rendelkeztem
tovabba azzal a molekularis hattérrel, amellyel az egyes csatornagének idegen expresszios
rendszerbe transzfektalhatok, igy azok az eredeti szabalyozasi kornyezetbdl kiragadva
vizsgalhatok. Eredményeinket egy nemzetkozi (Hertel és mitsai., 2005) folydiratban és két
magyar konferencian mutattuk be (Horvath, 2007; Ordog és mtsai., 2008). A zardsejtek befelé
egyeniranyitd AtKC1, AKTI1, AKT2/3 csatornainak génjeit a Szegedi Bioldgiai K&zpont
Arabidopsis Molekularis Bioldgiai Csoportjaval egyiittmiikodve izolaltuk. Az ezekkel a
csatorndkkal kapcsolatos kisérletek még folynak, eredményeinket varhatéoan két éven beliil
publikaljuk.

Mivel a zardsejt-kutatas, és ezen belill a membrantranszport és jelatvitel vizsgalata
igen ,,forrd” teriileteknek szamitanak, tobb kérdést mas kutatdcsoportok veliink parhuzamosan
megvalaszoltak. E  kérdések a zarésejt NO-fiiggd foszforilacids-defoszforilacios
homeosztazisaval (Sokolovski ¢és mitsai., 2005) és a kifelé egyeniranyité ioncsatornak
(GORK) NO-szabalyozasaval kapcsolatosak.



Mindazonaltal az eltelt négy év alatt nemcsak az eldzetes kutatasi terv feladatait, de a
NO-fiiggés kapcsan a fotoszintetikus elektrontranszportot, ezen beliil a zardsejtek
fotoszintetikus aktivitasat is megvizsgaltam. A kapott eredményeket egy magyar (Wodala és
Horvath, 2008) és egy nemzetkozi folyodiratban (Wodala és mtsai., 2008) publikaltuk, illetve
két nemzetkozi konferencidan mutattuk be (Kozép-eurdpai Fotoszintézis Konferencia, Brno,
2005; FESPB Kongresszus, Lyon, 2006).



3. Eredmények

3.1 KAT1 inaktivacié alacsony extracellularis kalium koncentraciéo mellett

Hertel, B., Horvath, F., Wodala, B., Hurst, A., Moroni, A., Thiel, G. KAT1 inactivates at
sub-millimolar concentrations of external potassium (2005) Journal of Experimental
Botany, 56 (422), Pages 3103-3110. Cited 5 times. IF.: 3.336.

OSSZEFOGLALAS

Allati K-csatornakon végzett szamos kisérlet szerint az extracellularis K eltavolitasa
az ioncsatorna kation-szelektiv inaktivalodasahoz vezet. Atomi méretekben a KscA modell
csatorna esetén ezt azzal magyaraztak, hogy a Na" ionoktol eltéréen a K ionok stabilizaljak a
felfedezése korabbi tanulméanyoktdl eltérden az, hogy a ndvényi befelé¢ egyeniranyito KAT1
kalium csatorna sem jelent kivételt ez alol. Az extracellularis kalium (K'o) mikromélos
koncentracio-tartomanyéaban a csatorna fesziiltség-fliggetlen mdodon inaktivalodik. A KATI1
csatorna porusszerkezete a tobbi kalium csatornaéval megegyezik (Ramon és mtsai., 2003),
ami azt jelenti, hogy e ndvényi ioncsatorna porusanak stabilitdsa is a K™ ionok csatornahoz
kotodésének kovetkezménye. Eredményeink két, az allati csatorndkhoz kérest sokkal erésebb
affinitassal rendelkezé kotohely létezésére utalnak. Mig mas csatorndk a millimolaris K'o
koncentraci6 mellett mar inaktivalédnak (Eghbali és mtsai.,, 2002), addig KATI1 csak
koriilbeliil 20 pM Ko esetén éri el a gatlas maximumanak félértékét. Ebben a tekintetben a
KAT! az allati Ca**-aktivalt K" (BKCa) csatorndhoz (MaxiK-csatorna) hasonlit, mely szintén

Korabbi vizsgalatok a KATI1 kation-érzé¢keny kapuzasi miukodését detektaltak. A
kapuzasi séma szerint a csatorna fesziiltség- és kation-fiiggd mddon a gétolt allpotbol
felszabadulva nyitott allapotiva valik. A deaktivécio kinetikdja kiilonboz6 lehet attol fiiggden,
hogy az aktiv allapot mellett magas vagy alacsony [K'o] volt jelen. Kutatasunk szerint
azonban a deaktivacio kinetikdjat nem befolyasolja [K'o], tehat nyitvatartasi valosziniiség
csokkenése mikromolaris [K'o] esetén mas molekularis mechanizmus eredménye. A farki
aram amplitudok csokkenése anélkiil, hogy azok kinetikdja kozben megvéltozna arra utal,
hogy a miik6d6 csatornak szdma csokken, mikdzben a csatorna kapuzasi tulajdonsagai nem
valtoznak. Az eredmények Osszhangban allnak a tipikus C-tipust inkativacio kritériumaival
(Eghbali és mtsai., 2002). Osszefoglalasként, az eredményeink arra mutatnak, hogy a KAT1
szelektivitasi szlirdje, mas fesziiltségfiiggd kalium csatorndkhoz hasonldéan, kapuként
miikddik, amely alacsony [K o] esetén bezarodik.

A KATI K'o-érzékeny gitlasa élettanilag fontos lehet. A KATI1 legnagyobb
mértékben zardsejtekben expresszalodik, ahol a sztomanyitdodas soran a kalium felvételéért
felelds. A zarosejtek kornyezetében az apoplaszt kalium koncentracigja néhany mM (Muhling
¢s Lauchli, 1999), de bizonyos esetekben 50 uM alatt is lehet (Blatt, 1985). Az erés kalium
hiany és az alacsony apoplaszt [K'o] lényeges problémat jelent a ndvényi sejteknek, hisz
ekkor a K'-ra vonatkozé hajtoeré a kalium kidramlasanak kedvez. Ha a befelé iranyito kalium
csatorna ekkor nyitott allapota lenne, a kalium a sejtbdl kiszivarogna.



3.2 Az abszcizinsav hatasara szintetizal6dé NO sztdmazarédasban betdltott
szerepének vizsgélata. A NO hatdsa KAT1 homotetramer ioncsatornara

A Orddg, B Wodala, F Horvath. Investigating the role of potassium channel KAT1 in NO
mediated stomatal closure. Acta Biol Szeged 2008, 52(1):163-165. Konferencia dsszefoglalo.

OSSZEFOGLALAS

A NO, az abszcizinsav jelatviteli ut részeként, blokkolja a befelé¢ egyeniranyito K'-
csatornakat. A gatlas két modon torténhet: vagy kozvetett ton a belsé Ca*™ szint ndvelésén
keresztiil, vagy kozvetleniil a csatorna alegységek aminosav oldallancainak nitrozilacidja
révén. Ennek kideritése érdekében KATI1 homotetramer csatorndkat HEK293 heterolog
expresszios rendszerben expresszaltattunk, majd whole-cell patch clamp méréseket
végeztiink. Megallapitottuk, hogy a zarosejtekben legnagyobb mértékben expresszalodo
homotetramer KAT1 csatorna még magas (100 uM) NO koncentracidé esetén sem
inaktivalodik. A csatornaaram sem az extracellularis, sem az intracellularis oldal feldl sem
bizonyult Ca®"-fiiggdnek, tehat a kozvetett, Ca’ -fliggd szabalyozas a KAT1 homotetramer
esetén nem érvényesiil.

BEVEZETES

A nitrogén monoxid (NO) szabadgydk jelatvitelben betoltott szerepe a ndvényi sejtek
esetében is bebizonyosodott. A gaz halmazallapoti NO olyan novekedésszabalyzo anyag,
mely elsdsorban a védekezd reakcidk és az oxidativ stressz sordn keletkezik, de a
sztdmazarddasban és a mezofill sejtek fotoszintézisének szabalyozasaban is részt vesz. A
kutatds célja a NO hatdsanak vizsgalata a sztdomazard sejtek membrantranszportja
tekintetében.

A sztdmanyilasok méretét, igy a fotoszintézishez sziikséges CO, bearamlasat illetve a
parologtatasbol eredd vizvesztést a zardsejtek térfogata hatarozza meg. A zardsejtek
duzzadasa aranyos a befelé¢ iranyul6 kalium drammal, melyet Shaker-tipusu kalium csatornak
kozvetitenek. Bebizonyosodott, hogy a NO az abszcizinsav jelatviteli ut komponenseként
emeli a citoszolikus szabad Ca®" koncentraciot, ezaltal csokkenti a befelé iranyulo kalium
aramot es zarja a sztomakat.

A Shaker-csatorndk négy monomer alegységbdl 4llo tetramer szerkezetli fehérjék. Az
Arabidopsisban azonositott kilenc Shaker-csatorna génbdl 6t, nevezetesen a KATI, a KAT2,
az AKTI, az AKT2/3 ¢és az AtKCI zéarosejtekben is expresszdlodd monomereket kodol. A
kiilonb6z6 monomerekbdl torténd Osszeszerelédés meghatarozza a csatorna tulajdonsagait:
példaul az AKT2/3 monomer teheté feleléssé a kiilsé Ca*'-fiiggésért, mivel az akt2/3
knockout mutansban hianyzik a fesziltség- illetve a Ca**-fiiggd sztomazarodas (Ivashikina és
mtsai., 2005). Mind a homotetramer, mind a heterotetramer forméak heteroldég expresszios
rendszerekben funkcionalisnak bizonyultak. Ez alol kivételt az AtKC1 monomer jelent, amely
csak KAT1 vagy AKT1 monomerrel tud funkcionalis csatornét 1étrehozni (Duby és mtsai.,
2008).

A KATI1 hiperpolarizacié aktivalt, befelé egyeniranyité K’ csatorna monomer,
kiemelten fontos a zarosejtek térfogatanak a szabalyozasaban. Kideriilt azonban az is, hogy a
kat] mutans ndvényekben normalisnak tind kdlium aramok és sztomanyitdodas figyelhetd
meg. Ennek oka az lehet, hogy a KAT1 hidnydban mas befelé egyenirdnyitd csatorna
monomerek tualexpresszalodtak, és potoltdk a KAT1 aramat (Szyroki és mtsai., 2001). A
KATI1 fesziiltségfiiggését tobb intracellularis faktor is befolyasolja, ilyen példaul a
citoszolikus pH, az ATP és a cGMP (Hoshi, 1995).

Kutatasi céljaim egyike, hogy kideritsem a NO lehetséges gatldo hatdsat homo- és
heterotetramer Shaker-csatorndk esetén. A kisérletekhez hasznalt ioncsatorna géneket



Arabidopsis thaliana cDNS konyvtarbol azonositottuk, majd megfeleld primereket tervezve,
PCR segitségével amplifikaltuk. Az igy nyert géneket pEGFP-N2 vektorba klonoztuk, mellyel

human embriondlis vesesejteket (HEK293) transzfektaltunk. Jelen munkdmban a KATI
hiperpolarizacio aktivalt homotetramer csatornaval foglalkozom.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Nitrogén monoxid kalibralas

A NO hatasvizsgalata soran NO donorként S-nitrozoglutationt (GSNO) hasznaltam 10,
50 és 100 pM-os koncentracioban. A GSNO fény hatidsara NO-ra és oxidalt glutationra
(GSSG) bomlik. A GSNO oldatot 500 pmol m™ s er8sségii fehér fénnyel (Schott KL2500,
Németorszag) vilagitottam meg, majd a felszabaduld6 NO mennyiségét NO elektroddal
mértem (ISO-NOP, WPI Inc, USA) (1. dbra). A NO elektrod kalibralasat a gyartd utasitasa
szerint pH 4,0 kémhatasu CuSO4 oldathoz adagolt S-nitrozo-N-acetilpenicillamin (SNAP)
segitségével végeztem el.
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1. dbra A GSNO-bdl fény hatasara felszabadulé NO koncentraciéja az id
fliggvényében.

A HEK293 sejtkultura tenyésztése és transzfekcidja

A KATI ioncsatorna heterolog expresszidjahoz human embri6 vesesejteket (HEK293)
hasznaltunk fel. A HEK293-as sejtek elénye a konnyl fenntarthatésag és transzfekcio,
valamint a patch clamp méréseknél fontos magas seal kialakitasi sikeresség. A HEK293
sejteket az alacsony endogén csatornaaktivitas jellemzi, mely fontos szempont, hiszen a
KATI1 HEK293 sejtben torténd patch clamp vizsgalatakor az esetleges endogén hattéraramok
nem volnanak elkiilonitheték a KAT1 aramoktol, igy a mérések pontatlanna valnanak.

A sejteket inkubéatorban 37°C-on, 5% CO, mellett, tapoldatban neveltiik. A tapoldat
kilenc rész DMEM/F12 szérummentes tapoldatot és egy rész borjuszérumot, valamint a
fertdzddések elkeriilése érdekében antibiotikumot is tartalmazott (penicillin és sztreptomicin,
10 U/ml). A sejtkultarat 3-4 naponként 4j tenyésztéedénybe oltottuk at. A passzdzs soran
eldszor a tapoldatot leszivtuk a sejtekrdl, majd PBS pufferel (136 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10
mM Na,HPO4, 1,8 mM KH,PO4 pH 7,4 KOH) atmostuk dket, hogy az elpusztult, az edény
falahoz nem tapadd sejteket eltavolitsuk. A sejteket egymastol és a tenyésztd edény aljatol



1%-0s Trypsin-EDTA oldat segitségével valasztottuk el. A kapott sejtszuszpenziobol egy
millilitert friss tdpoldatot tartalmazo tenyésztéedényekbe tettiink 4t. Ekkor van lehetdség arra
is, hogy egy kis mennyiségii sejtoldatot a patch clamp mérésekhez Petri-csészékbe, illetve a
transzfekciohoz is elkiilonitsiink.

A transzfekci6 soran a pEGFP-N2-KATI (BD Biosciences, Clonetech, USA) vektort
jutattam HEK?293 sejtekbe, kationos lipid precipitacios technika segitségével, melyhez
Metafectene™™ Pro reagenst (Biontex, Németorszag) hasznaltam. A médszer szerint elészor a
pozitiv toltésti, 30 um atmérdjii liposzomakat tartalmazd reagenst elegyitettem a bejuttatni
kivant DNS-sel. A sejteken a tapoldatot szérummentesre cseréltem, és az elkészitett DNS-

lipid komplexet (lipoplex) O6vatosan a sejtekre
csopogtettem.

Az allati sejtek endocitozissal képesek a
lipoplexek felvételére, bekebelezésére. Az igy
keletkezett endoszoémaba protonok pumpalodnak,
igy csokken a pH, majd a membran felhasad. A
plazmidok a citoplazméba keriilnek, azonban mivel
tul nagyok ahhoz, hogy a sejtmaghéartya porusain at
tudjanak jutni, az elsd sejtosztodasig varniuk kell.
A mitoézis sordn bejutnak a sejtmagba, ahol
folyamatos KAT1 expressziot fognak biztositani. A
plazmidr6l a KATI gén mellett a GFP gén is
atirodik, igy gerjesztd fény alkalmazaséaval
konnyen azonosithatoak a sikeresen transzfektalt
sejtek (2. abra).

A transzfektalt sejteket a transzfekcidt kovetd 24
oraban lehet patch clamp mérésekre felhasznalni.

2. dbra A sikeresen transzfektalt sejtek
470 nm-es gerjeszt6fény hatasara
zolden fluoreszkalnak

A pEGFP-N2 vektor

A KATI gén heterolog expresszidjahoz vektorként a pEGFP-N2 plazmidot (Clontech,
USA) hasznaltuk (3. abra). A 4,7 kb méretli plazmid két replikacids origét is tartalmaz, igy a

plazmid eukariotdkban (SV40 ori), illetve Asel
prokaridtakban (pUC ori) is replikalodhat, a ApaL 1 G snaB1
kanamicin/neomicin rezisztencia gén 14366) MCS
(Kan'/Neo') pedig sikeresen transzfektalt P & (591-665)
prokariota, vagy eukariéta sejtek plazmidra | £c001%9!

torténd szelekcidjat teszi lehetdvé. A plazmid
klonozé helyétél 5° irdnyban taldlhatod
citomegalovirus korai promoétere (Pemv 1g)

poly A

pEGFP-N2

4.7kb BsiG 1 (1393)

. . ., . , ., Not | 1406}
1gen eros expressziot biztosit eukariota I Xbal* 1416
. criy <y SV40 ori ]
sejtekben, az EGFP szekvenciatol 3’ iranyban Pavio ori i
¢ [1644)

1évé SV40 poliadenilacios szignal (SV40
polyA) pedig az EGFP mRNS megfeleld Stu| Draill neva
érését szabdlyozza. A plazmidba klénozott ) )
KATI szekvencia az EGFP (Enhanced Green 3. dbra A pEGFP-N2 plazmid

Fluorescence Protein) szekvencidval egy
leolvasasi keretbe keriilt és nem tartalmaz stop kodont, ezért az expresszié eredménye egy
fuzios fehérje. A mérések soran fluoreszcens mikroszkopot (Eclipse TS100, Nikon, Japan)
hasznaltunk, igy az EGFP fluoreszcencidja alapjan lehet6ségiink nyilt a transzfektalt sejtek €s
a kontroll sejtek elkiilonitésére. Noha a KAT1 az EGFP-vel kovalensen kapcsolddott, szdmos
mérés tdmasztja ala, hogy az EGFP nem zavarja a KAT1 &ramot.



A génkonstrukciok eléallitasa

A kilenc azonositott Shaker-tipusu, befelé¢ egyeniranyitd ioncsatornat kdédold génbdl
zardsejtekben Ot expresszalodik. Zardsejtben vald egyenkénti vizsgalatuk szinte lehetetlen,
mivel a csatorndk iondramai egymast elfedik, kiegészitik. Ezért célszerli az egyes
ioncsatornak tulajdonséagait heteroldg expresszios rendszerben felderiteni.

Az Arabidopsis thaliana ioncsatorna gének teljes hosszisdgii cDNS szekvenciajat a
The Arabidopsis Information Resource (www.tair.org) adatbazisabol kikerestik. Az UTR
szekvenciakat figyelmen kiviil hagyva a PCR reakciohoz primereket terveztiink, a restrikcios
enzimek hasitohelyeivel. A PCR reakcidoban templatként olyan cDNS konyvtarat
alkalmaztunk, melyben az altalunk kiszemelt 6sszes ioncsatorna génje megtalalhatd volt. Az
amplifikalt DNS darabokat pBluescript plazmidba klonoztuk szekvenalas céljabol. Heterolog
expresszios vizsgalatokhoz a hibatlan cDNS-ket megfeleld restrikcidos enzimeket hasznalva
pEGFP-N2 emlds expresszidos vektorba helyeztiik. Terveink kozott szerepel olyan
konstrukciok létrehozasa is, ahol a plazmidokban kettd, esetleg harom ioncsatorna gén
szerepelne, igy heterotetramer formdban is tesztelhetnénk dket.

A patch clamp méréstechnika

A KATTI elektrofizioldgiai vizsgalatdhoz a patch clamp technikat alkalmaztuk, mely a
membranpotencial rogzitése mellett Iehetévé teszi a membranon atfolyé éaramok
hasznaltuk, azaz a seal kialakitdsat kovetden egy erdsebb szippantassal a membranfoltot
beszakitottuk, igy a sejtmembran egész feliiletén folyd aramokat vizsgalni tudtuk.

A whole-cell mérésekhez a 4. abran bemutatott fesziiltség protokollt alkalmaztam
minden egyes sejt esetén. A 12 1épcsds fesziiltség protokoll szerint a sejtek
membranpotencialjat -160 mV-t6l +60 mV-ig terjedd tartomanyban, 20 mV-os 1épcsdkben,
1500 ms ideig rogzitettem. A tartofesziiltséget 0 mV-nak valasztottam. A kisérleteket EPC-10
patch clamp erdsitével (HEKA, Németorszag) végeztem, az adatokat PatchMaster szoftverrel
(HEKA, Németorszag) értékeltem.

+60 mV

Tesztfeszlltség impulzusok
Vholding=0 MV (20 mV-os lépcsdkben)

=

; -160 mV

150 ms 1500 ms T 400 ms

4. dbra A whole-cell patch clamp mérések soran alkalmazott fesziiltség protokoll.

A whole-cell patch clamp eredmények értékelése

Az elektrofiziologiai mérések soran a HEK293 sejtekre bocsatott tesztfesziiltség
1épcsdkre a sejt iondramat regisztraltam (5/A abra). Az tesztfesziiltség-impulzus utols6, 100
ms-os szakaszanak aramértékeit a tesztfesziiltség fliggvényében abrazolva megkaptam a sejtre
jellemzd stady-state fesziiltség-aramerdsség karakterisztikdt (5/B abra). Ezen a ponton



érdemes megjegyezni, hogy az egyes sejtekben regisztralt aramok nagysaga tobb tényezotol is
fiigg. Kisérletiinkben ezek koziil meghatdrozo a transzfekcid soran az illetd sejtbe kertilt
plazmidok szama, illetve az ezekrdl torténd expresszid erdssége. Ebbol arra lehet
kovetkeztetni, hogy a kiilonboz6 sejtekben mért aramokat az abszolut értékeik szerint nem,
csak valtozasuk aranyaban szabad 0sszehasonlitani.

A B 03+
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100 pA o
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5. abra A HEK293 gazdasejt endogen ionaramai (A) a 4. abran bemutatott tesztfesziiltség protokoll
alkalmazasa soran. A steady-state aram-fesziiltség 0sszefiiggés szerint, a kation influxot
eredményez0 negativ fesziiltségekre alacsony ionaramokat kapunk (B).

A méréshez hasznalt oldatok

A patch clamp mérések esetében az alap sejtfiirdo oldat dsszetétele: 130 mM KCl, 1,8
mM CaCl,, I mM MgCl,, 5 mM HEPES és 10 mM kolin-Cl, pH-ja pedig 7,4. A kiilsé Ca*'-

crer

crer

kdzben a sejtflirdé oldatot perfuzios rendszer segitségével cseréltem le a sejtek felett.

Az alap pipettatdltd oldat dsszetétele: 130 mM kalium-glutamat, 10 mM NaCl, 5 mM
HEPES, 5 mM EGTA, 0,1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 2 mM Na-ATP, 0,1 mM GTP és 5 mM
foszfokreatin, a pH-ja 7,4-re lett beallitva. A pipettatdlté oldatban a belsé Ca*'-fiiggés
vizsgalatakor a Ca®" koncentracidjat ugy emeltem, hogy a belsd szabad Ca®" ionok
koncentracioja 220 nM illetve 1,5 pM legyen. A belsd szabad Ca>" koncentraciot EGTA

kalkulator (http://brneurosci.org/egta.html) segitségével szamitottam ki.

EREDMENYEK

A KATI ioncsatorna NO-fiiggésének felderitésére a transzfektalt HEK293 sejteken
whole-cell patch clamp méréseket végeztink. A HEK293 gazdasejtek alacsony befelé
iranyuld endogén csatornaaktivitassal rendelkeznek (6/A éabra), ezért a befelé egyeniranyitod
ioncsatorna gének heterolog expresszion alapuld vizsgalataira tokéletesen alkalmasak.

A sikeresen transzfektalt sejtek KAT1 homotetramer csatornainak iondramai méretben
¢s kinetikdban is kiilonbdznek a gazdasejtéitdl (6/A €s 6/B abra). A befelé iranyuld aramok a
KAT]I tipikus steady-state I/V karakterisztikajat és kinetikai jellemzdit mutatjak (6/C abra).
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6. dbra Whole-cell mérések a transzfekcio el6tt (A) és a KAT1 génnel sikeresen transzfektalt
gazdasejtek (B) esetén. A transzfektalt sejtek K*in &raméanak amplitidédja -160 mV rogzitési
fesziiltség esetén -3,5 nA értéket mutat. A befelé irdnyulé aram idé- és fesziiltségfiiggo,
néhany szaz milliszekundum alatt teljesen aktivalodik. (C) Steady-state d&ram-fesziiltség
fliggvény HEK293 gazdasejt és KAT1 génnel transzfektalt sejt esetén NO hozzaadasaval és
anélkil. Az aramértékek a tesztimpulzusok utolsd, 100 ms-os szakaszan mért steady-state
whole-cell aramok atlagai.

A cisztein aminosavak tiol-csoportjdnak S-nitrozilacidja, azaz a NO reverzibilis
kotédése a fehérjékhez, része egy Osi, jOl definialt jelatviteli folyamatnak. Abbdl a célbol,
hogy a NO lehetséges S-nitrozilacids hatasat a KAT1 ioncsatorna fehérjén megvizsgéljam, a
sejtfiirdd oldatba fotolabilis NO donor molekulat (GSNO) jutattam. A 25 ¢és 50 uM

s

crer

korabbi tanulmanyokban kimutattdk, hogy a csatorndkat alkoté fehérjék, vagy regulator
proteinek S-nitrozilaciojan keresztiil mar 10-20 nM NO is teljesen gatolja a befelé¢ iranyuld
kalium aramot. Mivel a NO a csatornara jellemz6 relaxacids kinetikat és fesziiltségfiiggést
nem befolyasolta, arra kovetkeztettek, hogy a csatorndk inaktivalasaval éri el hatasat
(Sokolovski ¢és Blatt, 2004). Méréseim soran ugy talaltam, hogy a NO még mikromolos
koncentracio esetén sem modositja a KAT1 aramok nagysagat és kinetikajat (6/C abra). Arra
kovetkeztettem, hogy a NO az S-nitrozilacion keresztiil nem befolyasolja az aktiv KATI
homotetramer csatorndk szamat.

A zarésejtben NO hatésara az intracellularis raktarakbél Ca** szabadul fel, igy megné
a citoplazma szabad Ca’" koncentracidja (Garcia-Mata és mtsai., 2003). A magasabb Ca’"
koncentracio miatt a Ca*"-érzékeny, befelé iranyuld kalium aramok inaktivalodnak. Arra
voltam kivéancsi, hogy a KAT1 homotetramer részét képezheti-e a NO kozvetitett Ca*"-fiiggd
jelatviteli utnak, ezért a patch clamp mérések soran valtoztattam a sejtfiirdo-, illetve a pipetta
oldat pedig az intracellularis tereként funkcional. A kisérletek soran a szabad Ca*"
mennyiségét a zarosejt fiziologias allapotanak megfeleléen 1 nM-nak, 220 nM-nak és 1,5
uM-nak valasztottam (7. abra).

Eredményiil azt kaptam, hogy még a 1,5 uM-nyi, azaz a nyugalmi Ca®"-szint 10-15-
szOrose sem okozott valtozast az dramok nagysagaban és kinetikdjaban. Megéallapitottam,
hogy a KAT1 homotetramer csatorna aktivitasa nem fiigg sem az extra- (7/C abra), sem az
intracellularis (7/B abra) Ca®" szint valtozasatol.
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7. abra A kiillonb6z6 extra- és intracellularis Ca2+ koncentraciok nem okoznak valtozast a
KAT1 génnel transzfektalt sejtek stady-state aramerdsség/fesziiltség (1/V)
Osszefiiggésében. Az intracellularis Ca?* koncentracidkat a pipettatolté oldatok
Osszetételének valtoztatasaval értem el, és a transzfektalatlan (A), majd a KAT1-gyel
transzfektalt (B) HEK293-as sejteken vizsgaltam. A kiils6 Ca2?+ koncentraciét oldatcserélé
rendszer segitségével valtoztattam, majd négy és tiz perc elteltével steady-state [/V
Osszefiiggést készitettem (C).

A sikeresen transzfektalt sejtek kiilonb6zd mértékben expresszaljdk a KATI
csatornafehérjét. Egy adott rogzitési fesziiltségen ezért sejtenként mas és mas steady-state
aramot mérhetiink, akar nagysagrendbeli kiilonbségek is el6fordulnak. A teljes sejtmembran
aramot (I) az aktiv csatorndk szaménak (N), az egy csatorna dramanak (i) €s a nyitvatartasi
valoszinliségnek (Po) a szorzata adja: I = NiPo, ahol Pp az adott iddpillanatban nyitott
csatornak részaranyat mutatja.

Mivel a pipetta toltdoldat Gsszetétele a mérés sordn nem valtoztathato, a citoszolikus
Ca” -fiiggés kiméréséhez az eltérd erbsségli expresszioval rendelkez6 sejtek kontrollként nem
alkalmazhatok. Megoldéasként, a deaktivacids, farki aramok analizise sordn az aram
amplitudokat a -160 mV tesztfesziiltségen mért steady-state aramértékkel visszaosztottuk. A
farki dramok megjelenésének hatterében az all, hogy a prekondicionald tesztfesziiltségek
végére az ioncsatornak elérik a fesziiltségre jellemzd atlagos nyitottsagi szintjiiket. Ekkor
hirtelen azonos, a kalium egyensulyi potencialjahoz képest pozitivabb, +30 mV értékre
valtoztatjuk a tartofesziiltséget, mely a nyitott csatorndkon keresztiil ellenkezd irdnyban
mozgatja az ionokat. Az ioncsatorna deaktivalodik, és a deaktivacios aram amplitidok alapjan
kovetkeztethetiink a steady-state szakaszra jellemz0 nyitvatartasi valosziniiségre (8. abra).
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300 ms
8. abra. Deaktivacios, farki aramok. A fesziiltség protokoll harmadik, 400 ms-os
szakaszaban a membranpotencialt 30 mV-ra rdgzitettem, mely hatdsara a kalium ionok a
még nyitott ioncsatornakon at kiaramlanak, mely pozitiv farki aramként jelentkezik. (A)
transzfektalt HEK293 sejt whole-cell ionaramai, és a kerettel jelolt rész kinagyitva (B). A
prekondicional¢ tesztfesziiltségek azonosak a korabbi kisérletekben alkalmazottakkal.

A farki 4ram amplitidokat a -160 mV-on mért steady-state aram értékekre
vonatkoztatva, tobb sejt atlagaként abrazolva kideriilt, hogy a relativ farki dramok nem
valtoznak az eltéré citoszolikus Ca®" koncentracié fiiggvényében (9. 4bra). A csatorna
konduktanciat a G = I / (V-Ex) 0sszefiiggéssel kaphatjuk, ahol az I,; a deaktivacids aram
amplitadokat, V a prekondicionald fesziiltséget és Ex a kalium egyensulyi potencialjat jeloli.
G fesziiltségfiiggését a citoszolikus Ca>” nem befolyasolta.

0,10

0,05

Relativ farki aram értékek

—1nMmca”
—@—220 nM Ca®>

—/—15uMCa*

[ T T >
-200 -100 }) 100
V (mV)
9. abra Relativ farki aram amplitidék a prekondicional6 fesziiltség

fliggvényében, kiillénd6z6 citoszolikus szabad Ca2?+ koncentracié

Bebizonyosodott, hogy a KAT1 homotetramer csatornat a NO nitrozilacion keresztiil
kozvetleniil nem inaktivalja. Kideriilt, hogy a csatornadaram sem az extracellularis sem az
intracellularis oldal fel6] nem Ca*"-fiiggd, tehat a kdzvetett, Ca®-fiiggd szabalyozas a KATI
homotetramer esetén nem érvényesiilhet.
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3.3 A NOin vivo tamadaspontjai a fotoszintetikus elektrontranszportlancban -
Klorofill fluoreszcencia indukcios mérések borso leveleken

Wodala, B., Dedk, Zs., Vass, 1., Erdei, L., Altorjay, 1., Horvath, F. In vivo target sites of NO
in photosynthetic electron transport as studied by chlorophyll fluorescence in pea leaves
(2008) Plant Physiology, 146 (4), Pages 1920-1927 Cited 0 times. IF.: 6.367.

OSSZEFOGLALAS

A novények az allatokhoz hasonloan reagélnak a kdrnyezet NO szintjének valtozasara,
¢és maguk is képesek NO szintézisre enzimatikus €s nem enzimatikus Gton egyarant. A NO kis
molekulastlya, rovid féléletideje és egyéb kémiai tulajdonsidgainak kdszonhetéen idealis
jelatvivé molekula. Biologiai rendszerekben reagalhat oxigénnel, hidrogén-peroxiddal,
szuperoxidokkal, tiolcsoportokkal és atmeneti fémekkel; tehat a tiol-csoporttal, illetve
atmeneti fémmel rendelkezd fehérjék a NO jelatvitel fontos célmolekulai. A fotoszintetikus és
mitokondridlis elektrontranszport-linc egyes komplexei kozott béven akad atmenetifém-
tartalmi molekula. A megemelkedett exogén NO szint fotoszintetikus aktivitasra gyakorolt
hat4sat azonban intakt levél esetén kevesen vizsgaltak. Korabbi mérések ugyan bizonyitottak,
hogy a NO csokkenti a zab és lucerna levelek nett6 fotoszintézisét (Hill és Bennett, 1970), de
a fotoszintetikus elektrontranszport-lanc mikodésére gyakorolt hatdsanak finomabb
feltarasaval kevés tanulmény foglalkozott, és ezek eredményei egymasnak tobb ponton
ellentmondanak.

A NO szignalizaci6 sejten beliili célpontjai kdzott a mitokondrium, a peroxiszéma és a
sejtmag mellett a kloroplasztiszok is szerepelnek, ahol a NO fotoszintézis gatlast okoz a
fehérjeszintézis megvaltoztatdsa révén (Lum és mtsai., 2005). A NO emellett kozvetleniil a
fotoszintetikus elektrontranszport-lancon keresztiil is szabalyozhat. Az egyik legfontosabb
ilyen szabalyoz6 hely a tilakoid membranba agyazott nagyméretli pigment-protein komplex, a
masodik fotokémiai rendszer (PS II). NO gazzal végzett EPR és klorofill a fluoreszcencia
kisérletek izolalt tilakoid membranok esetében egyértelmiien kimutattdk, hogy a NO a PS 11
tobb pontjahoz reverzibilis modon kotddhet, az itt kotott bikarbonatot koncentracid-fiiggd
modon kiszoritja, ezzel gatolja az elektrontranszfert. Ilyen példaul a Qa €és Qp kotohely kozott
talalhatd6 nem-hem (II) vas (Diner és Petrouleas, 1990) és a vizbonté komplex melletti Y’
tirozin gyok (Sanakis és mtsai., 1997; Schansker és mtsai., 2002) és a vizbonté komplex Mn-
csoportja (Schansker és mtsai., 2002).

Takahashi ¢és Yamasaki (2002) tilakoid membranokon végzett kisérletekben
kimutattdk, hogy a NO-donor S-nitroso-N-acetilpenicillamin (SNAP) az optimalis
kvantumhasznositast (F,/F,) nem befolyasolja, viszont gatolja a linearis elektrontranszport
sebességét, a transztilakoid pH kiilonbséget, és csokkenti az ATP szintézis mértékét. A
bikarbonat mennyiségét jelentdsen megemelve viszont ugy talaltdk, hogy a NO
fotofoszforilaciot gatld hatasa megsziintethetd. Yang és mtsai. (2004) kisérleteikben azt lattak,
hogy intakt burgonya levelekben a natrium-nitroprusszid- (SNP) kezelés hatasdra a nem-
fotokémiai kioltds (NPQ) nem valtozik, viszont az SNP koncentracio-fliggd modon csokkenti
az optimalis kvantumhasznositast.

Munkank célja, hogy kiilonb6z6 NO donor (SNP, GSNO, SNAP) és NO akceptor
molekuldk (hemoglobin, illetve PTIO) alkalmazasaval tisztazzuk a NO fotoszintetikus
elektrontranszport-lancra gyakorolt hatdsat in vivo, intakt bors6d (Pisum sativum) levelekben.
Mivel az SNP-kezelés hatasa részben a donormolekulabol felszabadulo cianidnak kdszonheto,
illetve kisérleti elrendezésiinkben a SNAP NO produkcidja igen szerénynek bizonyult, a
vizsgalatainkat a GSNO nevi specifikus NO donormolekula alkalmazasaval folytattuk, mivel
a GSNO esetében csak a felszabaduld6 NO okozott valtozast. A QA" reoxidaciés mérések
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alapjan megallapithato, hogy a NO az intakt levelekben PS II donor és akceptor oldali gatlast
okoz, mivel akadalyozza a toltésrekombinaciot Qa  és az S, allapotl vizbonté komplex
kozott, illetve a PSII Y tirozinjaval is interferal. Klorofill fluoreszcencia indukcios mérések
taniisaga szerint csokkenti a steady-state fotokémiai és nem fotokémiai kioltast, illetve a
levelek optimalis kvantumhasznositasat is. A GSNO-kezelés koncentracio-fliggé moddon
csokkenti a nem-fotokémiai kioltast (NPQ), illetve mddositotta a tranziens NPQ hosszat is,
vélhetden a Calvin-ciklus aktivacidjanak késleltetése utjan.
A NO tehat gatolja a linearis elektrontranszportot, és fotoinhibiciot okoz intakt levelekben.
Vizsgalatunk eredményei 0sszességében megerdsitik a korabbi in vitro eredményeket
¢és tovabbi igéretes kutatdsi lehetdséget igérnek a NO fotoszintetikus elektrontranszportban
betoltott potencialis regulald szerepére vonatkozodan.

3.4 A NO gatolja a zarésejtek fotoszintézisét

A kutatasi temabdl folyoirat cikk késziil, amit az elkovetkezendo egy éven beliil szeretnénk
publikalni

OSSZEFOGLALAS

A zardsejtek fotoszintézise sok tekintetben kiilonbozik a mezofill sejtekétol, a
legfontosabb azonban az, hogy az els6 fotokémiai rendszer (PS I) kornyezetében a NADPH-
ferredoxin reduktaz mellett a molekularis oxigén is fontos elektron akceptorként miikodik. A
zardsejtek fluoreszcencia indukcids kinetikdja mikroszkopos PAM modszerrel a mezofill
sejtekétdl fiiggetleniil vizsgalhato. A NO fotoszintézisre gyakorolt hatasa mezofill sejtek
esetén a masodik fotokémiai rendszerhez (PS II) kothetd. A zarosejt protoplaszt
extracellularis oldatdsszetételét valtoztatva megallapitottam, hogy a NO a mezofill sejtekhez
hasonloan csokkenti az optimalis- és effektiv kvantumhasznositast, valamint a fotokémiai
kioltast. Arra kovetkeztettem, hogy a NO fotoszintézist gatld hatasa miatt kevesebb
ozmotikusan aktiv cukor és kevesebb ATP képzddhet, mely a plazmamembran alacsonyabb
mértékl hiperpolarizaciojat eredményezi, igy a gadzcserenyildsok nyitodasat akadalyozza.

BEVEZETES

A magasabbrendii novényekben a gazcserenyilasok miikodésének koszonhetden a
fotoszintézishez sziikséges CO, bedramlasa, illetve a parologtatasbol eredd vizvesztés
szorosan egylitt szabalyozodik, és folyamatosan alkalmazkodik a kiils6 kornyezeti
tényezOkhoz. Ahhoz, hogy mindez zokkendmentesen és gyorsan mehessen végbe, a
zarésejtekben bonyolult jelatviteli- €s anyagcesere titvonalak 1éteznek.

A ndvények zold szoveteiben a kloroplasztiszok és a mitokondriumok ATP-vel és
redukalé erével (NADPH, NADH) latjak el a sejteket. A zardsejtek tekintetében ugy
gondoljak, hogy a magas sejtlégzési szint mellett alacsony fotoszintetizalé képesség bujik
meg. A zarosejtekben szamos mitokondrium taldlhatdé. A mitokondrium-bdség és a magas
1égz¢ési szint arra utal, hogy az ATP {6 forrasa az oxidativ foszforilacio lehet. A zardsejtekben
talalhatdé mitokondriumok az oxidativ elektrontranszport soran mind a citokrém rendszert,
mind az alternativ utakat hasznaljak.

A mitokondriumokkal ellentétben, a kloroplasztiszokbdl viszonylag kevés (a mezofill
sejtekben taldlhatdé mennyiség kb. harmada) taldlhaté benniik. A zarosejtek kloroplasztiszai
ezen kiviil a mezofill sejtekénél kisebbek, kevesebb tilakoiddal és granummal rendelkeznek.
A kloroplasztiszokban talalhat6 klorofill mennyisége koriilbeliil 1-4%-a, a nem ciklikus- és a
ciklikus fotofoszforilacié értéke nagyjabol 80%-a a mezofill sejtekének, s6t a zardsejtekben a
PS I kornyezetében a NADPH-ferredoxin reduktaz mellett a molekularis oxigén is fontos
elektron akceptorként mikodik. Fényben, a keletkezett redukald erd képes a Calvin-ciklus
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meghajtasara. Biokémiai modszerekkel bizonyitottdk a Calvin-ciklushoz sziikséges enzimek
jelenlétét, bar kimutattdk azt is, hogy nagyon alacsony a Rubisco enzim mennyisége. Egy
masik fontos eltérés, hogy a zarosejtek sotétben nem metabolizaljak a keményitét, fényben
viszont a keményitd lebontodik, és a keletkez6 malat anionok a bearamld kalium ionok
ellenionjaiként halmozodnak fel. Kisérleteim soran Arabidopsis thaliana zardsejt
protoplasztokon fluoreszcencia indukciés méréseket végeztem, hogy a NO fotoszintézisre
gyakorolt hatasat a mezofill sejtekével 6sszehasonlitsam.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Novénynevelés

Luadfii novényeket (Arabidopsis thaliana var. Columbia; 11. é&bra) iiveghazban,
kontrollalt fényviszonyok (12 h fény + 12 h sotét) és kontrollalt hdmérséklet (24°C) mellett
neveltem, heti két alkalommal ontdztem, és hetente egyszer tapoldatoztam (Volldiinger). A
kisérletekhez 6-8 hetes novények térozsas leveleit hasznaltam fel.

Protoplaszt készités és izolalas

A zérdsejt protoplasztokat egylépcsds emésztéssel nyertiik. A 6-8 hetes Arabidopsis
thaliana novények tOrozsas leveleinek abaxialis felszinérdl epidermisz nyuzatokat
készitettem, majd ezeket 2-3 percre az alapoldatba raktam (0,5 mM aszkorbinsav, 10 uM
KH,PO4, 5 mM MES, 0,5 mM MgCl,, ozmolaritdsa 550 mOsm szorbitollal, pH 5,5 Tris-sel),
a nyuzatokhoz tapadt mezofill sejtek eltavolitasara. Ezutan a nyuzatokat emészté oldatba
tettem (2% cellulaz, 0,2% macerozim, 0,25% BSA, 1 mM CaCl,, ozmolaritdsa 520 mOsm
szorbitollal, pH 5,6 KOH-val). Az emésztés 1 oran at, 22°C-on, 60 rpm sebességli razas
mellett, sOtétben tortént. Az emésztd oldat eltavolitdsa utan friss alapoldatot adtam a
nyuzatokhoz, és egy jol zarodo iivegben 3 perces kopogtatdssal a sejteket kiszabaditottam,
majd egy 20 pm-es pérusu nylon halon atsziirtem. A sziirletet 4°C-on, 800 rpm mellett 5
percig centrifugaltam. A feliiluszo eltdvolitasa utan, a letilepedett protoplasztokhoz ujbol friss
alapoldatot adtam, majd a felhasznalasukig jégen taroltam Oket.

Microscopy-PAM

A Microscopy-PAM moédszer alapja az impulzus amplitidé modulalt eljaras, mely
akdr egyetlen sejt indukalt fluoreszcencidjanak rogzitésére is alkalmas. Az elrendezésben a
Microscopy-PAM rendszer egy inverz fluoreszcens mikroszkophoz csatlakozik (Axiovert 40
CFL, Zeiss GmbH, Németorszag). Esszencialis elemei a kék fényemittalé dioda (LED, NSBG
500, Nichia, Japan), mint az ipulzus-modulalt méréfény forrasa, a miniatiir fotoelektron-
sokszorozo (PC/PM-MC, Walz GmbH, Németorszag), és az orajelet szolgaltato PAM-Control
egység (Walz GmbH, Németorszag).

Flureszcencia indukci6 és quenching analizis

A masodik fotokémiai rendszerben az abszorbealt fotonok energidja haromféle iton
hasznosulhat: 1. toltésszétvalasztds soran (fotokémiai kioltds), 2. hé formdajaban
disszipalddhat, 3. vords fluoreszcencia forméjaban reemittaloédhat. E harom folyamat
egymassal kompeticidban van, barmelyik hatékonysaganak ndvekedése a tobbi csokkenését
vonja maga utan. A klorofill fluoreszcencia tehat informéciot nyujt a fotokémiai
hatékonysagrol és a hddisszipaciordl, ezért a mérésén alapuld moddszereket eldszeretettel
alkalmazzak a ndvényi stresszfizioldgia szamos teriiletén.

A klorofill fluoreszcencia quencing (kioltds) analizise soran, az alland6 aktinikus
fényre telitd fényimpulzusokat épitenek. Egy jellegzetes mérést mutat be az 1. 4bra, ahol a
mintat a mérést megeldézOen legalabb 15 percen keresztiil sotétbe helyeztek. Egy telitd
fényimpulzus hatasara (kb. 8000 pmol m™ s, 0,6-1 masodpercig) a fluoreszcencia az
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alapallapotbol (Fp) a maximalis F,, értékre emelkedik. Az Fo fluoreszcenciat gyenge
méréfénnyel a sotétbe helyezett mintan allapitjuk meg. A méréssel a PS II maximalis
fotokémiai kvantumhatéasfoka szamithatd, amelyet az F,/F}, arany mutat.

Az ezt kovetd allandd megvilagitas soran a fluoreszcencia tranziens emelkedése
tapasztalhatd, mivel a szén fixaldsa csak késobb indul meg. Mig az elektrontranszport a
megvilagitas utdn milliszekundumokon beliil elkezdddik, a szénfixacids folyamatnak eldszor
fényaktivalodnia kell. Az emelkedést kovetden, a fotokémiai és hddisszipacios folyamatok
eredményeképp a fluoreszcencia kioltodik, és végiil eléri az F; steady-state értéket. A telitd
fényimpulzusok allandé megvilagitds mellett valo alkalmazasa lehetévé teszi a fényadaptalt
allapot maximalis fluoreszcenciajanak (F,") meghatdrozasit. Az F,' az F, —hez képesti
csokkenése a nem-fotokémiai kioltds (NPQ = (F,,-F,’) / Fy,’) jelenlétére utal. A fényadaptalt
allapothoz tartozd minimum fluoreszcencia (Fp') egy tavoli vords fényimpulzus segitségével
mérhetd meg. A PS II effektiv kvantumhasznositasa (Yield) a PS Il-asszocialt klorofillok
abszorbedlta fénynek azt a részét méri, mely fotokémiai munkavégzésre forditodik: Yield =
(Fw-Fy) | F,,’. A fotokémiai kioltast (qP), azaz a nyitott reakcidcentrumok aranyat a qP =
(Fn-Fy) | (Fy’-Fo’) képlettel kaphatjuk meg.

6—

5_

AF

Relativ fluoreszcencia

TML-on T ﬁAL-on ﬂ AL-off

1.abra A klorofill fluoreszcencia mérése telité fényimpulzusos modszerrel.

A méréshez felhasznalt oldatok és anyagok

Az izolalt protoplasztokat a mérésekig sotétben, jégen, alapoldatban (0,5 mM
aszkorbinsav, 10 uM KH,PO4, 5 mM MES, 0,5 mM MgCl,, ozmolaritdsa 550 mOsm
szorbitollal, pH 5,5 Tris-sel) taroltam. A mérések soran, egy liveg alji mianyag Petri-
csészébe 200 pl sejtszuszpenziot és 1,8 ml 4°C hdmérsékletli mérdoldatot (1 mM CaCl,, 10
mM MES, 4 mM MgCl,, 10 K-glutamat, 2,5 mM Na,(HCOs3),, ozmolaritasa 500 mOsm
szorbitollal, pH 5,6 Tris-sel) helyeztem.

EREDMENYEK

Csoportunk korabbi, intakt leveleken végzett kisérletei alapjan kideriilt, hogy a NO
megvaltoztatja a mezofill sejtek fotoszintetikus aktivitasat: csokkenti a fotokémiai- és nem
fotokémia kioltast és az effektiv kvantumhasznositast (Wodala és mtsai., 2008).

17



Kisérleteimben a zarosejt fotoszintetikus aktivitasainak NO-fliggésére voltam kivancsi, hisz a
zarésejt a fotoszintézise soran eldallitott ozmotikumokon keresztiil kozvetetten hozzajarul a
sztoma nyitottsagahoz. Ezért Microscopy-PAM modszerrel, egy-egy zardsejt protoplaszt
kiilonallé sejtek fotoszintetikus paramétereit megmértem.

A Petri csészébe helyezett sejteket 10 percig sotétadaptltam, majd az Fo, Fi
értékeket, és 7 perc aktinikus megvilagitas utan a steady-state allapot qP, Yield és NPQ
NO-donort, a 20 uM cPTIO-t, a 20 uM cPTIO + 10 uM GSNO, ¢és a fényinaktivalt 10 uM
iGSNO-t tartalmazo oldatokat ezutin a sejtfiirdé oldathoz adtam, és 500 pmol m™ s’
intenzitasu fénnyel 15 percen keresztiill megviladgitottam. 10 perc soététadaptacidé utdn a
fentebbi mérést ujra elvégeztem. A GSNO fény hatasara bomlik (fotolizis), és a felszabadulo
NO a sejtek membranjain atdiffundalva, kdzvetleniil képes a fotokémiai rendszereket alkoto
fehérjék nitrozilalasara. A NO hatdsa miden sejt esetén jellegzetes fluoreszcencia indukcios
gorbét ad, amelyet megndvekedett Fp, és F, csokkend AF és NPQ jellemez (2. abra).
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2.4bra A zarosejtek fotoszintikus aktivitasa kontroll (A) és NO kezelt (B) allapotban. Az
alkalmazott GNSO NO-donor molekulat 10 uM koncentraciéban adtuk a sejtekhez.

A valtozasok kideritésére a kontroll sejteket is 500 pmol m™ s intenzitast fénnyel 15
percen keresztiil vilagitottam meg, majd 10 perc sotétadapticié utan a fentebbi mérést Gjra
elvégeztem. Ugy taldltam, hogy a maximalis kvantumhasznositds csokkenése, amely az Fo
novekedésének és F,, csokkenésének az oka, nem a NO hatdsaval értelmezhet6 (3. dbra).

Megallapitottam, hogy minden egyes esetben kozel azonos volt a csdokkenés (~20%),
mely a reakciocentrumok inaktivacidjanak kdszonhetd. A protoplasztokat ugyanis integritasuk
megorzéséhez jégen kell tartani, dm ez a mérések sordn nem Kkivitelezhetd. A
szobahdmérsékletli mérdoldat hozzajarulhat az F,/F,, csokkenéséhez.
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3.abra A maximalis kvantumhasznositas (F,/Fy) valtozasa az egyes
kezeléseket kovetden, a kiindulasi érték szazalékaban.

A fotokémiai kioltas a nyitott reakcidcentrumok részaranyat mutatja (4. abra).
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4. abra A fotokémiai kioltas (qP) valtozasa az egyes kezeléseket
kovetben, a kiindulasi érték szazalékaban.

qP értéke a kontroll esetben nem valtozott, ezzel szemben a NO hatdsara jelentdsen
csokkent a kiindulasi allapothoz képest (~0,9-r61 0,4-re). Ennek magyarazata lehet a mezofill
sejtekben is megfigyelt Qa és Qp molekuldk kozotti nem-hem vashoz vald kapcsolodas, mely
lassitja az elektronok atadasat a plasztokinon pool felé, ezzel a Qa redukaltsagi fokat emelve
zarja a reakciocentrumokat. A cPTIO hatidsara a qP esetében ~5 %-os novekedés volt
megfigyelhetd, mely feltételezhetden a sejtben alapallapotban megtalalhatdé NO megkotése
révén valosulhat meg.
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Az effektiv kvantumhasznositas egyenesen aranyos a Calvin-ciklus sebességével. Ugy
talaltam, hogy a =zéarosejtekben szintetizdlodd cukrok mennyiségét a NO jelenléte
befolyasolhatja, mert a Yield értékét erdteljesen lecsokkentette (5. abra). Ugyanez NO-kotd
cPTIO és fényinaktivalt GSNO jelenlétében nem volt megfigyelhetd.
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5.4bra Az optimalis kvantumhasznositasi paraméter (Yield)
valtozasa az egyes kezeléseket kovetden, a kiindulasi érték
szazalékaban.

A nem fotokémiai kioltas a gerjesztési energia hd forméjdban vald disszipacidjat
mutatja, mely a tilakoid lumen savanyodasaval szoros kapcsolatban all. NO hatasara az NPQ
a kontroll értékéhez képest jelentdsen csokken, ami a lument protonokkal dusito, linearis
elektrontranszportlanc sebességének csokkenésével magyarazhato (6. abra).
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6. abra A nem-fotokémiai kioltas (NPQ) valtozasa az egyes
kezeléseket kovetden, a kiindulasi érték szazalékaban.
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Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy a mezofill sejtekhez hasonloan, a NO
fotoszintézisre gyakorolt hatasa zarosejtekben is a masodik fotokémiai rendszerhez kothetd. A
NO csokkenti az effektiv kvanumhasznositast, valamint a fotokémiai és nem-fotokémiai
kioltast. Arra kovetkeztettem, hogy a NO fotoszintézist gitlé hatdsa miatt kevesebb
ozmotikusan aktiv cukor és kevesebb ATP képzddhet. Ez utobbi a plazmamembran
alacsonyabb mértékii hiperpolarizacigjat eredményezi, mellyel a gdzcserenyildsok nyitddasat
akadalyozza.

4. Osszefoglalas

A zarosejtek miikodésének és szabalyozasanak felderitése kapcsan ma is rengeteg 1j
eredmény sziiltetik, hisz az ¢lettani kutatdsok modszerei kozott nemesak az elektrofiziologiai,
hanem a legfrissebb molekularis biologiai moddszerek is rendelkezésre allnak.
Kutatocsoportunk egy ndvényekben ujonnan felfedezett hormon, a nitrogén monoxid
jelatvitelben betoltott szerepével foglalkozik a sztomamiikddés tekintetében.

Kutatasom egyik témaja a zardsejtek Shaker-tipusu, homotetramer KATI1 kalium-
csatorndjanak vizsgalata és NO-fiiggésének felderitése volt. Ebbdl a célbol HEK293
gazdasejteket KAT1 gént tartalmazéd vektorral transzfektaltam, és az expresszalodo fehérje
monomerekbdl kialakuld, funkcionalis, homotetramer kalium-csatornakat NO-dal kezeltem.
NO donor molekulaként fényérzékeny S-nitrozo-glutationt (GSNO) alkalmaztam, melynek
vizes oldatat 500 pmol m™ s intenzitasa fehér fénnyel vilagitottam meg, és a felszabadulo
NO mennyiségét NO-elektréddal detektaltam.

Patch clamp whole-cell médszer alkalmazasaval megallapitottam, hogy a GSNO-bdl
felszabadulé NO kozvetleniil, a csatornafehérje S-nitrozilacidjan keresztiil nincs hatdssal a
KAT1 homotetramer fehérjére. Mivel NO hatasara Ca®" szabadul fel a sejt bels§ Ca®"
raktaraibol, kivancsi voltam a KAT1 homotetramer csatorna Ca’'-fiiggésére, az esetleges
kozvetett hatéds feltdrasdhoz. Azt tapasztaltam, hogy az ioncsatorna sem az extracellularis, sem
az intracellularis oldal fel6] sem Ca*"-fiiggs. A NO csatorna-foszforilacion keresztiil valo
hatasanak kideritése a jovében megvaldsitando céljaim kozott szerepel.

A zarosejtek turgorat, igy a sztomanyilds méretét a fotoszintézisiik soran keletkezo
szacharoz és malat mennyisége is meghatarozza. Kutatocsoportunk intakt levelek esetében
bizonyitotta a NO fotoszintetikus aktivitast csokkentd hatasat, tovabbi célunk ugyanennek
zarésejtben vald vizsgélata volt. Fotoszintetikusan aktiv Arabidopsis thaliana zarosejt
protoplasztok egyedi fluoreszcencia indukcids kinetikaja és quenching analizise alapjan
megallapitottam, hogy bar a maximalis kvantumhasznositas a kontrollhoz képest
szignifikdnsan nem valtozik, a fotokémiai és nem-fotokémia kioltasok, valamint az optimalis
kvantumhasznositas jelentds csokkenést mutat. Az eredmények alapjan arra kovetkeztettem,
hogy a NO fotoszintézist gatldo hatdsa miatt kevesebb ozmotikusan aktiv cukor €és kevesebb
ATP képzddhet, mely utobbi a plazmamembran alacsonyabb mértékii hiperpolarizaciojat
eredményezve, a zarosejtek kalium felvételét, igy a gazcserenyilas nyitddasat
megakadalyozza.
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