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A nemzetkozi egyiittmiikodés

A palyézat célja alapvetOen a vas felvételében €s asszimildcidjadban részt vevd metabolitok és
proteinek vizsgdlata volt. A spanyol Tudominyos Akadémia Aula Dei Kutaté Intézetével
egylittmiikodésben végzett munkidt Mossbauer spektroszkdpidval, HPLC-vel, proteomikai és
molekuldris biolégiai modszerekkel végeztiik. Ezek koziil a Mdossbauer spektroszkdpiai és a
molekuléris bioldgiai vizsgalatokhoz csak a magyar fél laboratériumédban, a HPLC mérésekhez csak a
spanyol fél laboratériumdban, a proteomikai vizsgalatokhoz mindkét laboratériumban rendelkezésre
alltak az eszk6zok. A projekt sordn elvégzett mérések tobb témakdrben is jelentds tudomdnyos
eredményeket hoztak, amelyek egy részét mar a szakteriileten vezetd tudomdnyos folydiratokban
lekozoltiik, més részét azonban még csupin konferencidkon mutattuk be, ezek kozlése folyamatban
van. A két laboratérium komplementaritdsan alapuld egyiittmiikodés valoban sikeresnek mondhatd,
nemcsak a tudomdnyos eredményeket tekintve, hanem a hazai fiatal kutaték kiilfoldi
tapasztalatszerzését, 4j modszerek elsajatitasat tekintve is. Meg kell azonban jegyezni, hogy a spanyol
fél a projekt futamideje alatt a tervek részét képezd és a kinti laboratériumban rendelkezésre 4ll6 cryo-
sectioning moddszeren alapuld, a levélrétegekben mérhetd gradiensek vizsgalatit a felmeriild
problémdk (koltséges modszer, nagy mennyiségli mintdt kell késziteni a tovdbbi mérésekhez,
szennyezés nehezen kiiszobolhetd ki) miatt végiil nem folytatta, hanem a kloroplasztisz vasfelvételével
kapcsolatos méréseket és a BN-PAGE segitségével elvalasztott tilakoid klorofill-protein komplexek
fehérje- és pigment tartalom elemzéseit szorgalmazta. Ennek megfelel6en a kooperacids kutatdsban az
altalunk tervezett feladatot sem tudtuk elvégezni, hanem a kloroplasztisz kisérleteket végeztiik tovédbb.

A vasfelvétel mechanizmusanak vizsgialata Mossbauer spektroszkopiaval

Megvizsgaltuk a vas kémiai formait uborka gyokerében a vasfelvétel soran Mossbauer
spektroszképidval. A novényeket puffermentes tipoldatban neveltiik, vasmentesen, ill. >'Fe-
citrattal elldtva. A vassal ellétott, ill. vashidnyos gyokerek 10-500 uM TFe-citréttal 30-180
percig és 24 6raig torténd vasellatdsa utdn nyert Mossbauer spektrumokat elemeztiik. Mértiik
tovabba a gyokerek vastartalmat és vaskelat redukcidjat is.

A vassal ellatott novények gyokereben a Mossbauer paraméterek alapjan
elkiilonitettink egy nagy spinti Fe''s komponenst oktaéderes koordindciéban, ami
val6szintileg Fe'-carboxildt komplexektsl szarmazik, egy Fe''s komponenst, amit
ferrihidritként azonositottunk és egy szulfat/hidroxid tartalmu Femc format, ami valdszintlileg
jarozit. Ezekben a gyokerekben nem taldltunk kimutathaté Fe'-t. A 30 percig 0,5 mM >'Fe'-
citrattal ellatott vashidnyos gyokerekben Fe's, Fe''c és 48%-ban, hexaaqua complex
formdban Fe" komponens volt kimutathat6, mig a Fe''y hidnyzott. A vasreduktdz aktivitds
csokkenése Osszefiiggést mutatott a Fe' és Fe'c komponensek Fe''s-hoz viszonyitott
ardnydban mérhetd valtozdssal a vasellatds idOtartamdnak fiiggvényében. Az adatok
bizonyitjdk, hogy a vashidnyos stratégia I novények gyokerében a vas redukcidja gyorsabb,
mint a vas felvétele/reoxiddcidja a citoplazmaban.

A vashidnyos barack (GF677, Prunus dulcis x P. persica) leveleiben el6forduld
vasformékat szintén megvizsgiltuk Mossbauer spektroszképid-val. Egy, ill. két héttel a
vashidnyos novények vasellatasat kovetden mintdkat vettiink a levelekbdl, majd liofilizaltuk
Oket a Budapestre torténd szdllitds céljabol (az in vivo mérés nem volt lehetséges a levelek
alacsony Fe tartalma miatt). A kozépso levelekbdl szarmazé mintdkban, melyek a legnagyobb
koncentriciéban tartalmazzdk a vasat, egy héttel a kezelés utdn, 3 kiillonbozd vasformat
kiilonitettink el. A Mossbauer paraméterek alapjan megdllapitottuk, hogy a Felll
komponensek karboxildtok és szulfat-hidroxidok, mig a Fell az uborka gyokértdl eltérden
nem haxaaqua komplex formdban van jelen (a quadrupol felhasadds alacsonyabb). A detektalt



vasformdk relativ mennyisége: 57% Fe-karboxilat, 31% Fe-OH/SO4 és 12% Fell. A két hetes
mintdkban ugyanezeket a vasformadkat taldltuk, tehit az akkumulacié sordn nem képzddott
detektdlhaté mennyiségli 4j vasvegyiilet. A levéllemezeket itt mér felosztottuk mezofill
szovetrészre és erekre. A mezofillumban 48% Fe-karboxilat, 43% Fe-OH/SO4 és 9% Fell
volt, mig az erekben 60% Fe-karboxilit, 32% Fe-OH/SO4 és 8% Fell. A Felll-karboxilat
komponens nagyobb ardnyu jelenléte az erekben magyardzhaté azzal, hogy a vas szallitasi
formdja a xilémben Felll-citrat. A levélben jelenlévd masik vas-komponens és a Fell kémiai
formdjanak megallapitdsa az alkalmazott technikdval nem lehetséges.

Kiilonboz6 *'Fe-kelitok Mossbauer spektrumai

S'FeEDTA, °'FeEDDHA (rac+meso), °'FeEDDHMA (rac+meso), > FeDTPA,
'FeCDTA és >'FeHEDTA komplexeket készitettink. A fagyasztott oldatok Mossbauer
spektrumai a mintdban jelenlévd kiilonbozd vas-formdkrol adnak felvilagositast. A legtobb
esetben csak Fe-komplexeket taldltunk, Fe" nem volt jelen. A spektrumok szerint a
*’FeEDTA egyetlen, j6l definidlhaté dimert alkot, aminek a szerkezete valGsziniileg p-O-
(Fe"EDTA),. A >"FeHEDTA két kiilonb6z8 dimer Fe™ formédbél 4ll. A t3bbi ligandum mind
monomer komplexeket képez. S’EeEDDHA, “’FeEDDHMA esetében egyetlen f6 komponens
van jelen, mig a >’FeCDTA és *’FeDTPA val6szintileg két kiilsnbz8 monomert alkot.

A xilém nedyv vizsgalata HPLC-ESI/MS(TOF)-val

Uj médszert dolgoztunk ki a vascitrat komplexek azonositdsdra és kvantifikdldsdra
oldatokbol. Ennek lényege a spanyol fél laboratériumaban mitkodé6 HPLC integraldsa
tomegspektrometridval (ESI-TOFMS - electrospray injection time of flight mass
spectrometry és ICP-MS — inductively coupled plasma mass spectrometry). A kisérletekben
az ESI-TOFMS spektrumokban azonosithaté molekuléris Fe-citrat ionokat kerestiink és
meghatéroztuk a négy stabil vasizotépot, amelyhez **Fe és °'Fe ill. természetes (5,85% >*Fe,
91,75% °Fe, 2,12% "Fe és 0,28% ““Fe ) izotépokat hasznaltunk standardként. A Fe-citrat
molekuldris ionok azonositisdhoz elobb az elktrospray ionizdciét optimilizaltuk, majd a
HPLC szeparalas koriilményeit hatdroztuk meg.

A moddszerrel a standard oldatokban a kovetkezd Fe-citrat molekuldris ionokat
azonositottuk:  [Fe(I);CitsH]*, [Fe(Il);0CitsHs]*.  [Fe(Il),Cit,]* [Fe(ID),CitH] .
Megiéllapitottuk, hogy a kiilonb6zd ionok létrejotte standard oldatokban a Fe:citrdt ardnytol
fligg. Vashidnyos, majd Fe-o,oEDDHA-val elldtott paradicsomnovények xilémnedvében a
[Fe(III)3OCit3H3]2' forma volt kizarélagosan azonosithatd. A mérések igazoldsara Mossbauer
spektroszképidval felvettiik a >'Fe:cit = 1:1, 1:50 és 1:100 oldatok spektrumait. A spektrumok
alapjan azonban a fenti 6sszetételii komplexek kialakuldsat sem megerdsiteni, sem megcéafolni
nem tudtuk.

Cd-kezelt novények gyokér és levélszovetekre, valamint extraktumokra és nedvekre is
kiterjed6 Mossbauer analizise

A vassal ellatott, 10 M Cd tartalmu tapoldatban nétt uborka névények gyokerében
nem volt véaltozas az el6fordul6 vasformdkat tekintve a Cd-mentes kontrollhoz képest (foként
ferrihidritet €s ferri-karboxilat komplexeket lehetett kimutatni).
A 0-100 uM Cd-vel 3 6ran 4t elékezelt, majd 30 percig 0,5 mM >'Fe-citrattal is ellétott -Fe
gyokerekben Fe" hexaaqua komplexet is kimutattunk. A Fe" relativ mennyisége folyamatosan
csokkent a Cd koncentricié emelésének fiiggvényében, mig a Fe'' formak és az Gsszes vas
koncentraciéja novekedett. Mig 10 és 100 uM Cd kezelés mellett a reduktdz aktivitas kisebb
volt, mint a vassal elldtott kontroll ndvényben az Fe' kimutathaté volt a gyokérben
Mossbauer spektroszkopidval, de a vassal ellatott kontrollban ez a forma nem volt mérhetd.



A friss levélszovetek és a xilém nedv a Mossbauer spektroszképia méréshatardhoz
képest nagyon alacsony koncentracidoban tartalmaznak vasat. Megallapitottuk, hogy nem
lehetséges a vasformakat azonositani annak ellenére sem, hogy a novényeket °'Fe-tartalmu
tdpoldaton neveltiik. Ezért liofilizadlt mintdkat készitettink a kontroll és Cd-kezelt
novényekbdl, kétséges azonban, hogy az igy nyert adatok mennyiben tiikkrozik a vas in vivo
dllapotat. A liofilizdlt *'Fe tartalmd szdr és levél Mossbauer-spektrumai jelentds eltérést
mutatnak a megfeleld vaselldtds mellett nevelt uborka gyokér Mossbauer-spektrumatol.
Mindkét névényi szovetben kozel 10 % nagyspinii Fe™ vegyiilet azonosithaté, mely
paraméterei alapjan eltér a kordbban a vashidnyos gyokérben azonositott Fe’*-hexaakva
komplextdl, de megegyezik a kordbban baracklevélben mért komponenssel (Id. fentebb). A
liofiliz4lt levél Mossbauer-spektrumaban megjelend masik két komponens koziil az egyik j6
egyezést mutat az intakt kloroplasztiszok esetén mért komponenssel. Ez utébbi Fe Sy tipusd
vas-kén proteineknek, és/vagy hem szerkezeti egységet tartalmazo citokromoknak feleltethetd
meg (ez tulajdonképpen kisspini Fe’*). A szdr Mdossbauer-spektrumdban elkiilonithetd
komponensek €s a levél spektrumaban fellépd harmadik komponens azonositdsdhoz tovédbbi
vizsgalatok sziikségesek, mivel ezek Mossbauer-paraméterei eltérnek a névényi szovetekben
eddig azonositott vegyiiletektdl.

A gyokérbél készitett kiilonbdzé extraktumok mérése sordn a Fe''-karboxildtok
domindlnak a spektrumban.

A Fe és Cd felvétel kinetikajanak vizsgalata intakt kloroplasztiszokban

Cukorrépa levelekbdl izoldlt kloroplasztiszok vasfelvételét teszteltiik. A felvételt
kovetden a kiiilepitett, szolubilizélt plasztiszok vastartalmat aszkorbinsavas redukcié utan
BPDS-Fe(Il) komplex formdjaban mértiik. Vizsgéltuk a plasztiszok vasfelvételi kapacitdsat
Fe(Il)-citrét illetve Fe(IlI)-citrat jelenlétében, sotétben, illetve megvilagitas hatdsara. Sotétben
mind Fe(Il)-citrat mind Fe(IIl)-citrat esetében is csak mérsékelt felvételt tapasztaltunk, mig
fényen jelentosen nott a Fe(Ill)-citrat felvétele. A DCMU, mely az amugy is gyenge Fe(Il)-
citrat felvételre nem volt hatdssal, a Fe(Ill)-citrat felvételét jelentdsen gatolta, igy annak
felvétele DCMU jelenlétében megegyezett a sotétben tapasztalt, illetve a Fe(Il)-citrat
felvétellel. Ez alatdmasztja a kloroplasztisz Fe-felvétel fotoszintézis-fiiggését. Megvizsgaltuk
a plasztiszok vasfelvételének Fe(Ill)-kelat preferencidjat, vizsgalva a felvétel mértékét FeCls,
Fe(Ill)-citrat, Fe(IIl)-EDDHA és Fe(Ill)-nikocidnamin jelenlétében. FeCl; és Fe(Ill)-
nikocidnamin jelenlétében nagymértékii és nem telithetd vasfelvételt tapasztaltunk, mely
abiotikus precipitacidra enged kovetkeztetni. Fe(Ill)-citrat és Fe(II[)-EDDHA jelenlétében a
vasfelvétel telitési kinetikdt mutatott, melyek koziill mind a nagyobb intenzitdsd, mind a
hamarabb telit6do felvételt Fe(Il)-citrat jelenlétében mértiik, tehat a plasztiszok Fe(IIl)-citrat
vasforrasbdl vettek fel konnyebben vasat. Fe:citrdt 1:1 komplexek esetében jelentOsen
magasabb felvételt tapasztaltunk, mint Fe:citrat 1:100 komplexek esetében. A Fe(IIl)-citrat
felvétel kinetikdja alapjan a vasfelvétel legvaldsziniibb sebesség-meghatirozo 1épésének egy
enzim altal katalizalt reakcio, valészintileg a Fe(Ill)-citrat redukciéja tiinik. Alacsony kiilsé
vaskoncentraciokndl tendencidzus vas-exportot mértiink, mely egy allandé vas-kicserélodésre
enged kovetkeztetni a plasztiszok €s a citoplazma kozott. A plasztiszok vasfelvételi
kapacitasat a plasztiszok bels6 vaskoncentricidja fiiggvényében vizsgalva a Fe-felvétel
egyértelmii telitést mutatott, ami hatékony feedback-reguldcidjara enged kovetkeztetni.
Kationok és anionok hatdsat vizsgdlva a monovalens K™ és CI hatéstalannak bizonyult, mig a
divalens Cd**, Zn** és Mn** serkentette, a NOs, SO4* és BO;* pedig gdtolta a vasfelvételt.
Az eltérd eldjelll valtozasok mogott egy membranpotencidlfiiggd szabdlyozds, elméletiink
szerint a kiilsé burkolémembran fesziiltségfiiggd porinjainak nyitédasa €s zarasa allhat. A Cd-
kezelt, Zn-kezelt és vashidnyos novények izolalt kloroplasztiszaiban erdteljesen csokkent a
vasfelvételi kapacitds, ahol a hatds erdssége a Cd-kezelés~Zn-kezelés>vashidny fokozati



sorban gyengiilt. A kezelt novények plasztiszainak vasfelvételi kapacitdsai megerdsitik a
vasfelvétel €s a vas beépiilésének fotoszintetikus aktivitastdl fiiggd modelljét.

Megvizsgaltuk nyarfalevelek kloroplasztiszainak vasfelvételi kapacitasat, melyben a
cukorrépa plasztiszokkal Oszevetve semmilyen jelentds eltérést, beleértve a kationok
vasfelvételt serkentO hatasat, sem talaltunk.

Vizsgéltuk tovabba az izoldlt plasztiszok altal felvett vas beépiilését Mossbauer
spektroszkodpidval. SFe(IIl)-citrdton nevelt novények plasztiszaiban 100%-ban FesS4
clusterekben és/vagy hem koordindcioban lokalizalt vasat mértiink, mig normal vasforras
mellett nem mértiink jelet mintdinkb6l. Izolalt plasztiszokkal *'Fe(III)-citratot felvetetve két
felvett vasformat tudtuk elkiiloniteni: az intakt plasztiszok 3-d részben Fe(IIl)-
karboxildtokban, mig V4-d részben FesSs €s/vagy hem koordindcidban tartalmaztik a felvett
vasat. A Fe(Ill)-karboxilat komponenst a plasztiszok vasfelvételéhez hasznalt Fe(IIl)-
citratként azonosithatjuk, ami nagy valdszinliséggel a két burkolémembrin kozott
felhalmozddott, mig a maradék vastartalom a plasztiszokba a felvételi id6 alatt beépiilt vas.
Kationok hozzdaddsdra nem tapasztaltunk véltozdst a felvett vas megoszldsiaban, mely
megerdsiti azt a feltételezésiinket, hogy hatdsukat a kiils6 burkoldémembranon keresztiili
vasfelvételre fejtik ki.

Eredményeink alapjan feldllitottuk €s finomitottuk a plasztiszok vasfelvételének
modelljét, melybdl kordbban csak a Fe(Ill)-komplexek fényfiiggd felvétele és a belso
burkolémembranon torténd Fe(Il)-ion 4thaladds, proteinkomponensei koziil pedig a belséd
burkolémembrinban lokalizalt PIC1 és a bizonytalan lokalizdcigjid FRO7 volt ismert. A
kisérleti eredményeinken alapulé modell szerint a kiilsé burkolémembranon mind Fe(II)-,
mind Fe(Ill)-keldtok képesek d&thaladni, melyek a két burkoldmembrian kozotti térben
halmozddnak fel. Az athaladdsban minden bizonnyal porin jellegli csatornafehérjék vesznek
részt, melyek fesziiltségfiiggd nyitddasdra/zdréddsara vannak hatdssal a kationok illetve az
anionok. A belsé6 burkolomembrianon torténd 4thaladdshoz azonban sziikség van a
kovetkeztetéseink alapjan a belsd burkoldmembréinban lokalizalt FRO7 miikodésére, mely a
fotoszintetikus elektrontranszportlanc dltal megtermelt redukdldkapacitds terhére Fe(IIl)-
kelatokb6l szabad Fe(Il)-t szabadit fel. Igy minden olyan stresszhatds (Cd, Zn stress,
vashidny), amely a fotoszintetikus hatékonysdgot csokkenti, negativan hat a kloroplasztiszok
vasfelvételi kapacitdsdra is. A Fe(II)-ionok a PIC1 permedz segitségével képesek athaladni a
belsé burkolémembranon. A sztréméba bejutott Fe(Il) gyorsan és hatékonyan épiil be Fe,S
komplexekbe és porfirin vegyiiletekbe, igy a sztromdaba felvett vas FesS4 €s hem vasként
jelenik meg a Mossbauer spektroszképids mérésekben. A sztroma vastartalma azonban egy
kevéssé ismert mechanizmus révén hatékony feedback-gatlast fejt ki a kloroplasztiszok
vasfelvételére.

A Kloroplasztisz borité membran proteomikai vizsgalata (BN/SDS PAGE és IEF/SDS 2D
PAGE).

A cukorrépa alkalmasabbnak bizonyult a plasztisz boritbmembran izoldldsra, mint a
nyar. A kidolgozott mddszerrel nagy mennyiségben izoldlhatok cukorrépa plasztisz kevert
burkolémembranok mind kontroll mind nehézfém-kezelt novényi mintdkbdl. Az izolalt
kiils6+belsé boritbmembran prepardtumot nagy tisztasidgban sikeriilt el6dllitani a tri6zP
transzlokator és Lhc antitestekkel végzett Western blotting és SDS PAGE mintdzat alapjan
(<10% tilakoid keresztszennyezés). Az IEF-hoz el6készitett boritbmembran preparatumbdl
hosszas munka sordn sem sikeriilt eltdvolitani az Gsszes pigmentet, valdsziniileg tobbnyire
karotinoidokat, emiatt a proteinek rosszul vagy nem fokuszalddtak, igy felhagytunk a médszer
alkalmazasaval. A ,Blue-native” (BN)-SDS PAGE 2D moddszer megfelelobbnek tinik.
Sikeriilt protein komplexeket elvélasztani a szolubilizalds optimalizdldsa utdn, amelyek koziil
messze legnagyobb menyiségben a protein transzlokon komplex figyelheté meg, és amely



vélhetden tartalmazza a belsd burkolémembran feltételezett Fe-transzporterét, a Picl/Tic21-t.
A 2D géleken két PSI és valoszinlileg egy PSII sdvot, valamint szabad, monomer jellegii
LHC-proteineket hatdroztunk meg, melyek a burkolomembrin eredetli proteinkomplexek
vizsgalatdit nem befolydsoljak. A kis moltomegli komplexek vizsgélatat nagyban neheziti
azonban a TPT, mint a burkolémembrianban domindns fehérje abdundancidja, amely miatt a
szétvalasztds kiilonosen ebben a régidban tovadbbi finomitdsokra szorul az eredmények
kozléséhez. A BN-PAGE alkalmasnak tlinik eldfrakciondldsi modszerként is a
transzportereket tartalmaz6 komplexek felddsitdsara a ,,metal affinity shift assay”’-hez. Total
kloroplasztisz fehérjéken végzett metal-shift assay-k biztatonak tlinnek, melyben a médsodik
dimenzidban alkalmazott Fe’* ionok lassitottdk tobb fehérje mozgdsat is a poliakrilamid
gélben, kiillonosen a 30-40 kDa moéltomeg kozotti régidban, azonban az eredmények
kozléséhez tovabbi megerdsito vizsgalatra van sziikség.

A Kloroplasztisz fémion transzportereinek mRNS szintjében Fe ellatastol fiiggo, illetve
Cd kezelés hatasara bekovetkezo valtozasok kovetése qRT-PCR-rel.

A palyazat elfogadasat kovetden vezetd laborokban azonositottdk a belsd
burkolémembréan vastranszporterét, illetve a plasztisz burkoldmembran vas-kelat reduktdzit,
melyek esszencidlis feladattal birnak a vasfelvételben, sOt azonositottak még tovabbi két
transzportert, melyeknek szintén szerepe lehet a tilakoidok, iletve a burkolémembrénok
vastranszportjdban. Arabidopsisban kimutattdk az AtPic1/Tic21 Fe-transzporter esszencidlis
szerepét, mely szekvencidnak a Populus EST adatbdzisban két rokon ortoldg szekvencidjat
hataroztuk meg, melyek foleg SNP-kben kiilonboznek, de a prediktélt proteinek aminosav
szekvencidja kiilonbozd. Annak tesztelésére, hogy mindkettd expresszdlddik-e Populus-ban,
két primerpart terveztiink, mindkét illetve csak az egyik cDNS-ének felszaporitdsdra. A
primerek alkalmassdgat jelenleg még teszteljiik. A PCR reakcié normalizdldsa utdn valik
lehetdvé mindkét gén expresszidjanak vizsgéljuk qRT-PCR-rel. Arabidopsis novényekben az
egyetlen Picl szekvencia konstans expressziét mutat, azonban a Populus genomban a két
expresszalédo szekvencia genomi szintii eltérd reguldciora enged kovetkeztetni. A vas-keltat
reduktdz (AtFro7) Populus ortolégjat(jait) azonban sokkal nehezebb feltarni, hiszen a AtFro7
szekvencia paralogjai is kozel rokon szekvencidk, igy csak nagy mennyiségti lokalizacids
vizsgalattal lenne megéllapithatd, hogy egy levélben expresszdlédé Fro-csaladba tartozé
szekvencia fehérjeterméke valéban a kloroplasztiszban lokalizlt-e nyarfaban.

A 7Zn és Fe ellatas, valamint a Zn/Cd stressz hatasa a fotoszintetikus komplexek
osszetételére, szervezodésére a Kiilonbo6z6 tilakoid doménekben.

Vizkultirdban nevelt kontroll, valamint 4 leveles korukt6l Cd-kezelt (10 uM
Cd(NO3),), Zn-kezelt (200 uM ZnSQ,), illetve vashidnyos nyar (Populus jaquemontiana var.
glauca cv. Kopeczkii) és cukorrépa (Beta vulgaris cv. Orbis) novényekbdl izolalt tilakoidokat
dodecilmaltoziddal szolubilizaltuk és a komplexeket BN/SDS PAGE-sel vizsgaltuk. A sdvok
koziil, amelyek kiilonb6z6 PSI, PSII és Lhc (szuper)komplexeket tartalmaztak, az azonos
mobilitdsiak protein Osszetétele nem kiillonbozott a kontroll és a stresszelt novények esetében.
A PSI aggregatumok kevesebb Lhca2,3-t és tobb Lhcal,4-t tartalmaztak, a PSII oligomerek
Lhc tartalmukban kiilonboztek. A kezelések azonban megvaltoztattdk a savok egyméshoz
viszonyitott ardnyat. Ezek a valtozdsok az ellenallobb nyar és az érzékenyebb cukorrépa
esetében kiilonboztek.

Nyar tilakoidokban az akut Cd stressz (9-14 napos kezelés) kovetkeztében egy
csokkent elektrontranszport aktivitassal parhuzamosan megemelkedett a PSII oligomerek,
CP43-at nem tartalmazé PSII partikulumok és a monomer Lhc-k, ugyanakkor csokkent a PSI
és az LHCII+kapcsolé antenna (CA) komplexek ardnya. Bar az NPQ mértéke csokkent
feltehetden a lazdbban kapcsol6do, konnyebben szolubilizal6dé Lhe complexek miatt, a kioltd



folyamatokban fontos szerepet kapott a nagyobb, inaktiv PSII komplexek altali kioltds, ami
fontos védé mechanizmus lehet az akut stressz fazisaban. A PSI csokkenése elsdsorban a Cd
indukélta Fe-hidny (40%-nyi Fe halmozodott fel a levelekben) kovetkezménye lehet.
Hosszabb Cd kezelés (21 nap) utdn azonban mind a fotoszintetikus aktivitds, mind a
kontrollhoz hasonlé tilakoidszerkezet helyredllt. Ekozben a klorofill (Chl) tartalom alig
emelkedett, a Chl a/b arany és az NPQ viszont helyredllt, ami dj, miikodoképes reakcid
centrumokat tartalmaz6 komplexek kialakuldsara (reorganizacio) utal. A PSII szervezddésbeli
kiillonbségei azonban fennmaradtak, ami a Cd hatdsara bekovetkezett, akklimatizacios jellegii
lipidosszetételbeli valtozasokkal fiigghet Ossze. A hasonlé komplexek azonban mads-mds
funkci6 tolthetnek be akut és kronikus Cd stressz esetében. A vashidny, ami nyarnal a Chl a/b
ardny csokkenését indukdlta, elsdsorban a PSI ardanyat csokkentette, mig a CP43 nélkiili PSII
aranya kissé emelkedett a kontrollhoz viszonyitva, egyébként a PSII szervezddése hasonld
volt a kontrolléhoz. A fotoszintetikus aktivitds bar csokkent, ez nem volt olyan jelentds, mint
a Cd esetében.

A tilakoid doméneket (a nehéz granum frakciokat és a konnyl sztréma membréanokat)
nyarfa tilakoidokbdl digitoninos szolubilizacioval Adllitottuk eld, és differencidl
centrifugaldssal vélasztottuk el. A Cd-kezelt tilakoidok valamivel nagyobb mértékben
szolubilizdlédtak és nagyobb mennyiségli anyag jelent meg a konnyl frakcidban, de a
feliiluszoban megint kevesebb volt az anyag. A szolubilizacids differencidk is a megvaltozott
lipidszerkezettel lehetnek Osszefiiggésben. A BN/SDS PAGE-sel elvdlasztott azonos
mobilitdsu sdvok proteindsszetétele hasonld volt a tilakoidokéhoz, illetve a kontroll és a kezelt
frakcidkban, de ardnyuk jelentdsen eltért. A Cd-kezelt és kontroll granum core membranok
Chl a/b ardnya és pigment-protein Osszetétele nem kiillonbozott. A PSII oligomerek ardnya
viszont nagyobb volt, mint a kontroll frakcidéban, €s ennek szerepe lehetett a Cd kezelt
levelekben kimutathat, megemelkedett inaktiv PSII altali nem-fotokémiai kioltdsban az akut
Cd stressz alatt. A Cd-kezelt tilakoidokbdl nyert konnyt frakciok Chl a/b ardnya alacsonyabb
volt, mint a kontrollé a magasabb, elsdsorban monomer Lhc tartalom miatt. A CP43-at nem
tartalmazo, regenerdlédé/regeneracidra vard PSII partikulumok a kontroll novényekben foleg
a sztroma lamelldkban voltak kimutathatok, mig a Cd-kezeltekben a granumszéli
membréanokban is nagy mennyiségben jelentek meg.

Cukorrépa tilakoidokban a 21 napos Zn kezelés, bar a Cd stresszhez hasonléan 20%-ra
csokkentette a Chl tartalmat és csokkentette a Chl a/b ardnyt, kevésbé valtoztatta meg a
membréanok szervez6dését, mint a Cd stressz €s a vashidny. ElsOsorban a PSII ardnya
csokkent, szervezddése viszont alig kiilonbozott a kontrollétol. Cd kezelés hatdsara elsdsorban
a PSI (alacsonyabb Chl a/b ardny), vashidny esetében pedig az LHCII ardnya csokkent
(magasabb Chl a/b arany). A PSII szervezOdése e stresszek esetében hasonléan valtozott: az
oligomer és dimer PSII ardnya csokkent, a monomerek €s CP43-nélkiili monomerek ardnya
pedig megemelkedett. Az azonos mobilitdsi BN savok pigment tartalma, hasonléan a protein-
Osszetételhez, nem valtozott a vashidnyos és Cd-kezelt novényekben. A VAZ tartalom foleg a
PSII kapcsol6 antenna savokban volt kimutathat6, és kissé csokkent e kezelések hatdsara.

A tilakoidmembran makrokomplexek proteindssztétel-valtozasat az  dltalunk
kidolgozott 3D (BN/IEF/SDS) PAGE mddszerrel vizsgéltuk kontroll, vashidnyos és Cd-kezelt
cukorrépa novényekben. A rendszer elsd eleme a nemionos kozegben gyengén szolubilizalt
tilakoidmembran-makrokomplexek BN-PAGE elvdlasztdsa, majd a makrokomplex-savokbol
kiilon-kiilon acetonos lecsapdassal €s rehidracidval kinyertiik a proteineket, melyeket utana pH
4-7 linears pH-gradiens mellett izoelektomos fékuszaldssal valasztottunk kiilon. 3.D-ben az
izoelektomos pontjuk alapjan szétvalt proteineket tomeg alapjan gradiens-SDS-PAGE
segitségével kiilonitettiik el, majd az irodalombdl nem ismert protein-foltokat nano-HPLC-
MS segitségével kezdtiik meghatarozni. Vizsgaltuk emellett a BN-PAGE géleken elvalasztott
makrokomplexek pigmenttartalmat is HPLC elvélasztés segitségével.



Vashidnyos tilakoidmintdkban 3 fehérjefolt jelenik meg ujonnan, egyet aldoldzként
azonositottunk. A vashidnyos tilakoidokban jelentésen csokkent az LHCII antenna
mennyisége és megndtt az LHC monomerek ardnya. Mind vashidnyos mind a Cd-kezelt
tilakoidokban lecsokkent a PSII-LHCII oligomerek mennyisége. A BN gélrendszerbdl torténd
pigmentizoldlast jelenlegi tuddsunk alapjan még nem irtak le. A kezelések hatdsara a
xantofill-ciklus pigmentjei megjelentek a PSII-LHCII oligomerekben ¢és az LHCII
trimerekben.

Zn-hianyos és Fe tiuladagolas mellett nevelt novények gyokerének, leveleinek Mossbauer
analizise

Zn-hidnyos és 0,05 mM (5-szoros) *'Fe-citrat vaselldtds mellett neveltiink novényeket. 16
napos novények gyokerét mérve a kapott spektrumokban semmilyen eltérést nem észleltiink a kontroll
novényekhez képest. A Mossbauer spektroszkdpia alapvetdéen qualitativ mérési eljards, tehat az
eredmények arra utalnak, hogy sem a Zn-hidny, sem pedig a vas tiladagolds nem befolydsolja
szignifikdnsan a gyokérben létrejovd vasformdkat. A vas tobblet mellett vartuk, hogy esetleg
valamilyen raktdrozott forma megjelenését kimutathatjuk, de ez az elképzelés sem igazolddott.

A 0,05 mM vasellatds mellett nevelt ndvények leveleiben eldszor tudtunk in vivo vasformakat
detektdlni Mossbauer spektroszkdpidval. A spektrumok nem kiilonbéznek a kordbban kontroll uborka
és barack leveleinek liofilizaldssal szdritott mintdinak spektrumaitél. Ezek a mérések a jovében
lehetévé teszik a levelek tovabbi vizsgdlatat ezzel a technikdval, mert valdsziniisithetd, hogy a
liofilizél4s nem befolyésolta a vas dllapotét a szovetben.

Zold gél technikaval Kkiilonbo6zo levélrétegekbdl nyert Klorofill-protein mintazatok analizise. A
klorofill-protein  savok oOsszetételének tanulmanyoziasa BN/SDS 2D PAGE-sel és
tomegspektrometriaval.

A levélrétegekben feltételezett gradiensek analizise nem valdsult meg. E mérések
teljes egészében a spanyol fél eldzetes kisérleteire tdmaszkodtak. A mérések sordn szdmos
probléma meriilt fel, ezért helyettiik a spanyol fél kérésére a kloroplasztisz vasfelvétel
kinetikdjanak méréseit terjesztettiik ki a 3. évben. A méréseket a spanyol fél dltal biztositott
nicotianamine (10mg = 2000 eurd) vaskomplexével is elvégeztik a zaragozai
laboratériumban, valamint els6ként végeztiink Mossbauer spektroszkopiai méréseket intakt
kloroplasztiszokkal. Tovabba a kloroplasztisz vasfelvétel kinetikdjanak méréseit terjesztettiik ki és a
BN-PAGE segitségével elvdlasztott klorofill-protein komplexek fehérje- és pigment tartalom
elemzéseit végeztiik, amely teriileten jelentds eredményeket értiink el (1d. fentebb).



