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1. Bevezetés

A nitrogén-monoxid (NO) szabadgyok apolaros, gaz halmazallapota
molekula, mely a névényekben tobbféle enzimatikus folyamatban, valamint
nem enzimatikus uton is képzdédik. A mult szazad vége 6ta névekvd szamban
jelennek meg a NO valtozatos névényélettani hatasait ismerteté kozlemények,
melyek nyoman ma mar ismert, hogy a NO szerepet jatszik a novények
legkiilonfélébb anyagcsere- és feljodési folyamataiban, igy szabalyozza a
sztomazarodas, a csirazas és a gyOkérfejlodés menetét. Emellett részt vesz a
patogén tamadas elleni reakcidban, valamint szamos  abiotikus
stresszvalaszban is.

A NO kis molekulatomege, rovid féléletideje és egyéb kémiai
tulajdonsagainak koszonhetden idealis jelatvivé molekula. Sokoldalusaganak
lényeges eleme, hogy  kolcsonhat szamos  fontos  intracellularis
szignalmolekulaval, illetve a kalciummal, ugyanakkor kénnyen reagal vizzel,
oxigénnel, hidrogén-peroxiddal, szuperoxidokkal, tiolcsoportokkal és atmeneti
fémekkel 1s. A fotoszintetikus és mitokondrialis elektrontranszportlanc egyes
komplexei kozott sok atmenetifém-tartalmi fehérje talalhatd, és korabbi in
vitro valamint in vivo kutatasok alapjan ismert, hogy a NO hatast gyakorol a
novények fotoszintetikus apparatusara és folyamataira. Izolalt tilakoid
membranokon NO-gazzal végzett elektron paramagneses rezonancia
spektroszkopia (EPR) és klorofill-a fluoreszcencia kisérletek egyértelmiien
kimutattak, hogy a NO a masodik fotokémiai rendszer (PSII) tobb pontjahoz
reverzibilis modon kotédve gatolja a PSII elektronatadasi folyamatait. Izolalt
kloroplasztiszokon  valamint intakt levelekben a  kilénboz6 NO
donormolekuldk azonban eltér6 moédon befolyasoltak a fluoreszcencia
indukciés paramétereket.

Ezt az ellentmondast részben az okozhatja, hogy a NO hatasanak
vizsgalatara igen gyakran alkalmazott NO donormolekuldk kémiai
tulajdonsagai, igy NO produkciéjuk kiilonbozik, sét lebomlasuk soran mas
biologiai aktivitassal rendelkezd anyag is keletkezhet. Ugyanakkor a NO

pontos mennyiségi meghatarozasa, kiilonosen in vivo, igen nehéz feladat.
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Munkank soran a NO fotoszintetikus elektrontranszportlancra
gyakorolt hatasat vizsgaltuk in vivo, intakt borsé (Pisum sativum) levelekben.
E feladathoz harom kilénb6z6 NO  donormolekulat (S-nitrozo-N-
acetilpenicillamin — SNAP, natrium-nitroprusszid — SNP és S-nitrozoglutation
— GSNO) ¢és két NO akceptormolekulat (kalium-2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid — PTIO és hemoglobin — Hb) alkalmaztunk.
Az els6 cél annak kideritése, hogy in vivo kisérleti rendszeriinkben az egyes
NO donormolekulak koéziil melyik a legalkalmasabb NO-forras a feladathoz.
Masrészt kivancsiak voltunk arra, hogy miként modositja a NO a PSII
elektronatadasi folyamatait in vivo, és — az idealis NO donormolekula
segitségével — tisztazni kivantuk a NO fotoszintetikus paraméterekre
gyakorolt hatasat is. Tekintve, hogy a NO az els6 fotokémiai rendszer (PSI)
elektrontranszport folyamataira gyakorolt hatdsa ismeretlen volt,
munkankban arra is kerestik a valaszt, hogy az exogén NO kezelés

befolyasolja-e PSI aktivitasat.



2. IRODALMI ATTEKINTES

Az allatokhoz hasonléan a névények is reagalnak kilsé és belsd
kornyezetiik nitrogén-monoxid (NO) szintjének valtozasara, s6t maguk is
képesek NO szintézisre enzimatikus és nem enzimatikus tuton egyarant (Neill
és mtsai., 2007; del Rio és mtsai., 2004). Az elmult években egyre noévekvd
szamban jelentek meg a NO sokréti novényélettani szerepét bizonyitd
tudomanyos kozlemények, melyek egyre pontosabb és részletesebb képet
festenek a NO szignalizaciés szerepérél a novények fejlédési és
anyagcserefolyamataiban, valamint az abiotikus és biotikus stressz elleni
védekezési mechanizmusokban (Wilson és mtsai., 2008; Besson-Bard és mtsai.,

2008; Qiao és mtsai., 2008; Wendehenne és mtsai., 2004; Delledonne, 2005).

2.1. A NO mint jelatvivé molekula kémiaja

A NO kémiai tulajdonsagainak készonhetéen idealis jelatvivé molekula
allati és novényi rendszerekben egyarant. Kis molekulatémege és apolaros
jellege révén gyorsan diffundal a biolégiai membranokon keresztil,
ugyanakkor kis mértékben vizoldékony is, mely biztositja a NO szignal gyors
terjedését a sejtek kompartmentjei és a szomszédos sejtek kozott (Stohr és
Ullrich, 2002). A jelmolekula hatasa térben és id6ben egyarant tag hatarok
k6zott mozog, hiszen NO féléletideje a sajat és a vele rekcidoba 1épd anyagok
koncentraciéjanak fiigvényében néhany masodperc és tobb perc kozott
valtozhat (Mur és mtsai.,, 2006). Sokoldalisaganak egyik alapja a reakcio-
készség: konnyen reagal vizzel, oxigénnel, hidrogén-peroxiddal, szuperoxidok-
kal, tiolcsoportokkal és atmeneti fémekkel. Masrészt, a szabadgyock allapotu
molekula (NO*) a kornyezet redoxallapotanak fliggvényében konnyen
oxidalédhat nitrozénium-kationna (NO%), illetve redukalodhat nitroxil-anionna
(NO) (1. abra; Lamattina és mtsai., 2003), melyek biolégiai hatasa eltérd, sét
egymassal ellentétes lehet (Murgia és mtsai., 2004).

/[:NEO:T

. (NO*) 1. abra.
:N=0O: A NO kulonb6z6 redoxformai
(NO)’ R[:N_O:J‘ (Lamattina és mtsai., 2003)
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2.2. A NO keletkezése, forrasai novényekben

Allati rendszerekben a NO csaknem kizarélagos forrdsa a NO-szintdz
enzim (NOS), melynek jelenleg két konstitutivan expresszalédé (endotelialis
NOS - eNOS és neuronalis — nNOS), valamint egy indukalhaté (ANOS)
formaja ismert (Durner és Klessig, 1999). Az enzim szubsztratja az arginin,
melyet NADPH jelenlétében az enzim citrullinna oxidal, mikézben NO
keletkezik (Crawford, 2006). A NOS aktivitdas bemutatasanak altalanos
modszere az aktivitas gatlasa specifikus allati NOS-gatloszerekkel, illetve az
enzimaktivitds mérése az arginin-citrullin atalakulas radiometrias
nyomonkovetése, vagy a képzodd NO fluoreszcencias meghatarozasa alapjan.
Maga a NOS fehérje jelenléte az enzimre specifikus antitestek segitségével
immunhisztokémiai mdodszerekkel mutathaté ki a kilonbozé szovetekben. A
NOS funkcidjat genetikai modszerekkel, funkciévesztéses mutansok
eldallitasaval is igazoltak (del Rio és mtsai., 2004).

Mig az allati rendszerekben a NO produkci6 {6 forrasa az arginin NOS
enzim altal katalizalt oxidacidja, addig a névényekben a NO enzimatikus és
nem enzimatikus uton is keletkezhet, és az arginin mellett a nitrit-anion

(NOg) 1s lehet a NO szintézis prekurzora (2. abra; Yamasaki 2005).

2.2.1. Az arginin utvonal: NOS aktivitds névényekben

Szamos tudomanyos koézlemény szamol be NOS aktivitasrol, valamint
immunolégiai moddszerekkel azonositott NOS-szerd fehérjék jelenlétérdl
novényekben, noha az allati NOS enzimek noévényi megfelelgjét ezidaig
egyetlen novényfajban sem sikeriilt megtalalni (Besson-Bard és mtsai., 2008;
Neill és mtsai., 2007). Novényi NOS aktivitasrol szolé elsé beszamoldé utan
(Ninnemann és Maier, 1996) kiulonb6z6 novényi szovettipusokban, so6t
kilonb6zé  sejtorganellumokban, igy a peroxiszomaban, sejtmagban,
kloroplasztiszban és mitokondriumban is detektaltak NOS aktivitast (2. abra;
del Rio és mtsai.,, 2004; Besson-Bard és mtsai.,, 2008). Nemrégiben két,
egymastol szerkezetileg kiilonb6zé arginin-oxidaz (NOS-) aktivitassal
rendelkez6 enzimet azonositottak névényekben. Az egyik az Arabidopsisbél

1zolalt AtNOS 1 (Arabidopsis thaliana NOS 1; Guo és mtsai., 2003), melynek
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aktivitasa allati NOS-inhibitorokkal gatolhatdé, ugyanakkor mikodése egyes
allati NOS kofaktorok — flavin, hem és tetrahidrobiopterin — hianyaban is
zavartalan. Szerepe van a viragzas, valamint az ABA-indukalt jelatviteli
folyamatokban. A masik NOS aktivitassal rendelkez6 fehérje a patogének altal
indukalhaté iINOS, melyet Arabidopsis és dohany névényekben mutattak ki
(Chandok és mtsai., 2003). Az enzim a mitokondrialis glicin-dekarboxilaz
komplex egyik elemével, az in P-proteinnel mutat nagy hasonlésagot. Noha
mlkodéséhez az allati NOS enzimek kofaktorai sziikségesek, a NOS
aktivitashoz sziikséges szerkezeti elemek a fehérjemolekulan nem mind
tisztan beazonosithatok; elképzelheté tehat, hogy az iNOS NO képzése az
allati analdgtol eltér6 (Wendehenne és mtsai., 2004). Erdekes médon egyik
fehérje sem mutat szerkezeti rokonsagot az allati NOS enzimekkel (Besson-
Bard és mtsai., 2008).

A novényl NOS enzimekrdl beszamolé kozlemények eredményeit
komolyan megkérddjelezték (Travis, 2004; Zemojtel és mtsai., 2006; Moreau és
mtsai., 2008), bar az vilagosnak tlnik, hogy az Atnosl mutans noévények
alacsonyabb NO szintet mutatnak (Guo, 2006), s6t az arginin altal indukalt
NO szintézis mitokondriumhoz ko6tott (Guo és Crawford 2005). Mindazonaltal
az AtNOS 1 elnevezés helyett az AtNOA 1 (Arabidopsis thaliana Nitric Oxyde
Synthase Associated 1) javasolt (Crawford és mtsai., 2006). A névényi NOS
enzimek korili tudomanyos vita felhivja a figyelmet arra, hogy a NOS
aktivitas bizonyitasanak modszerei nem tokéletesen megbizhatok (Besson-
Bard és mtsai., 2008). A NOS aktivitas méréséhez hasznalt citrullin-préba
példaul nem feltétlentil NOS-specifikus: a radioaktivan jel6lt L-arginin a NOS
enzimen kivill mas enzimnek is lehet szubsztratja, igy a radioaktiv végtermék
nem feltétleniil citrullin — ennek bizonyitasa fontos feltétele a citrullin-préba
megbizhatosaganak (Tischner és mtsai., 2007). Ugyanez megallapithaté az
allati NOS-gatloszerek alkalmazasarél, melyek a NOS enzimeken kiviil mas,
az arginin metabolizmusaban rész vevo enzimek aktivitasat is moédosithatjak,
koztik olyanokét, melyek részt vesznek a poliaminok bioszintézisében.
Arabidopsis csiranovények kiilonbozé szoveteiben a spermidin és spermin

gyors NO képzddést indukal, s nem kizart, hogy ez a NO poliamin eredetd
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(Yamasaki és Cohen, 2006). Végil a NOS aktivitast a rendelkezésre allo
szubsztrat, az L-arginin mennyisége is meghatarozza, igy egy esetlegesen
alacsony NOS aktivitas hatterében az enzimfehérje alacsony szintje mellett
argininhiany is allhat. A nitrat-reduktaz (NR) és a nitrit NO szintézisben
betoltott szerepének vizsgalatara alkalmazott nial és nia2 kettés mutans NR-
hianyos Arabidopsis névények leveleiben Modolo és munkatarsai (2006) a
normal L-argininmennyiség tizedét mérték, 4,5-diaminofluoreszcein-diacetat
(DAF-2DA) fluoreszcencias mérésekkel ugyanakkor arginin eredeti NO
képzbdést mutattak ki. Az arginin eredetd NO képzddés novényekben tehat
korantsem tisztazott kérdés.

Rimer és munkatarsai (2009) dohanysejtekben hidroxilaminok
hatasara NO felszabadulast figyeltek meg. A hidroxilamin és szalicil-
hidroxamat eredetli NO képzb6dés reaktiv oxigénformak jelenlétében fokozddik,
s ugy tlnik, a reakciét a szuperoxid-dizmutaz enzim (SOD) katalizalja. A NO

szintézis eme 4j formajanak élettani szerepe azonban még nem vilagos.

| Apoplasztikus tér|

Peroxiszéma

NOS?

NiR
NOy NH4*

X‘NO

NOS?

SOD?

Mitokondrium
NO

hidroxilaminok

2. abra. NO keletkezése novényekben
(Guo és Crawford, 2005; Neill és mtsai., 2007 nyoman)
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2.2.2. A nitrdt-nitrit utvonal: enzimatikus és nem enzimatikus utak

A nitrit-anion vizes oldatdban semleges pH értéken is spontan NO
felszabadulas figyelhet6 meg, melynek alapja az alabbi reakcidésorozat

(Yamasaki, 2000):

NOz + Ht = HNO2 (1)
2 HNO2 = N20O3 + H2O (2)
N2035 = NO + HNOg (3)

Ez a spontan reakciésorozat meglehetdsen lassu, ezért a NO képzidés
mértéke még a nitrit-anion protonalédasat segité savanyu kozegben is csekély.
Redukaldszer, példaul aszkorbinsav (AsA) jelenlétében a reakcid mar
sztochiometrikus:

2 HNO2 + AsA — 2 NO + DHA + 2 H20 (4)

A nitrit-aszkorbat rendszer a NO in vitro eléallitasara gyakorta
hasznalt moédszer (Beligni és Lamattina 1999). Az aszkorbinsav ugyanakkor
fontos redukaldészer novényekben is, s jelenéte a kloroplasztiszban és az
apoplasztikus térben alacsony pH esetén nitrit-NO atalakulast indukalhat (2.
abra; Stohr és Ullrich., 2002). In vivo kémiai NO szintézis figyelhet6 meg arpa
aleuron réteg apoplasztikus terében, ahol fenolszarmazékok gyorsitjak a nitrit-
NO atalakulast (Bethke és mtsai., 2004a), a dohanylevelekben zajlo6 nem
enzimatikus nitritredukcié elektron-utanpétlasat pedig a mitokondrialis
elektrontranszportlanc biztositja (Planchet és mtsai., 2005). Egyes karotinoid
molekulak fény hatasara ugyancsak képesek nitrit-anionokat NO-da redukalni
in vitro (Cooney és mtsai., 1994).

A nitrat-reduktaz (NR) NO termels képességét in vitro és in vivo
kisérletekben egyarant bemutattak (Yamasaki 2005). A NR egy
molibdéntartalmi enzim, mely NADPH jelenlétében képes nitrit-aniont NO-da
redukalni, de peroxinitrit szintézisére is képes (Yamasaki és Sakihama, 2000).
A NR enzim aktivitasat egy kinaz enzim és a 14-3-3 fehérjecsaladhoz tartozo
fehérje, a NR inhibitor protein (NIP) szabalyozza. A NIP jelenlétében

megvaldsulé foszforilacié radikalisan csokkenti az enzimaktivitast, és gyorsitja
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a fehérjemolekula lebomlasanak mértékét is (Neill és mtsai., 2003). Az enzim
wolframmal 1s gatolhaté (Kolbert és Erdei, 2008), mely valdszinilleg az enzim
fémkotGhelyéhez kapcsolédva okoz zavart (Wilson és mtsai., 2008), s tgy tlnik
a NR aktivitasat maga a NO is szabalyozza (Jin és mtsai., 2009a). A NR NO
szintézisben betoltott szerepe wolfram mellett, NR mutans novényekkel
vizsgalhatd (Kolbert és mtsai., 2008a), s ugy tlnik, hogy az Arabidopsisban két
NR enzim (NIA1 és NIA2) kozil az alacsonyabb mértékben expresszalédo
NIA1 enzimnek van nagyobb szerepe a NO szintézisben (Bright és mtsai.,
2006). Enzimkinetikai vizsgalatok alapjan a NR NO produkciéja a normal
korilmények kozott jellemzben alacsony nitritkoncentracié mellett igen
csekély: a NR nitrit affinitasa joval alacsonyabb a nitrat affinintasnal, és az
enzim NO-szintaz aktivitasat a nitrat mar fiziologias koncentracidban
kompetitiven gatolja (Neill és mtsai, 2003). Az enzim NO-szintaz aktivitasa
tehat csak afiziolégiasan magas nitritkoncentraci6 mellett jelentds.
Nitritfelhalmozodas megfigyelhetd anoxia esetén (Rockel és mtsai.,, 2002),
nitrit-reduktaz (NiR) aktivitas (Planchet és mtsai., 2005), illetve
fotoszintetikus folyamatok gatlasanak hatasara (Lamattina és mtsai., 2003).
Ennek ellenére a NR NO-szintaz aktivitasanak szerepe nem csupan az alap
NO koncentracié biztositasa levelekben és gyokerekben: az ABA-indukalt
sztomazarodas szignalizacidjaban fontos szerepet jatszé NO bizonyitottan NR
eredetd (Desikan és mtsai., 2002). A csirazas (Simontacchi és mtsai., 2004), és
a patogének elleni védekezési reakciokban (Yamamoto és mtsai., 2003) részt
vevo NO szintén a NR aktivitasahoz kothetd.

A xantin-oxidoreduktaz (XOR) a NR enzimhez hasonl6 szerkezetd
fehérje, mely a NR enzimhez hasonlé médon és hasonlé (anaerob)
korilmények kozott képes nitritredukciora, mikoézben NO keletkezik
(Harrison, 2002). Az enzim ugyanakkor oxigén jelenlétében szuperoxid-aniont
is szintetizalhat, mely NO-dal reagalva peroxinitritet képez. Az enzim tehat
kilonb6z6  oxigénkoncentraci6  mellett  kiilonb6z6  szignalmolekulak
eloallitasara képes (del Rio és mtsai., 2004). ﬁjabb eredmények szerint
azonban a XOR NO képzése novényi szervezetekben nem szamottevl

(Planchet és Kaiser, 2006).
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Stohr és munkatarsai (2001) dohanygyokerekben olyan nitrit eredetd
NO képzidésrol szamoltak be, mely NR-inhibitorokkal nem gatolhaté és
figgetlen az oxigénkoncentraciotol. A reakciot katalizaléo nitrit-NO-reduktaz
enzim (Ni-NOR) plazmamembrankotott, elektrondonor kofaktora a citokréom-c,
nem pedig NADPH. Szubsztratutanpotlasat feltételezhetéen egy szintén

plazmamembrankotott NR biztositja.

2.3. A NO mennyiségének meghatarozasa

A NO szerepének tisztazasa barmely bioldgiai folyamatban nem kénnyd
feladat. A cél annak bemutatasa, hogy a NO mennyiség novekedése vagy
csokkenése a vizsgalt bioldgiai folyamatban valtozast idéz el6. A bizonyitas
alapveté eleme, hogy képesek legyiink a NO mennyiségét meghatdrozni:

valtoztatni és mérni. Egyik sem konnyd feladat.

2.3.1. A NO detektdlasa

Napjainkban a NO detektalasara szamos direkt és indirekt moédszer all
rendelkezésre, melyek komplexitasa, miiszeres igénye valtozo. Erzékenységﬁk
és NO specificitasuk szintén eltér, de fligghet az alkalmazas kortilményeitol is
— az egyes modszerek sajatossagai ugyanakkor meghatarozzak az
alkalmazhatdsagot is. E mdédszerek rovid leirasat az I. tablazat tartalmazza.
Az anyagi és technikai lehetéségeken tul az adott eljaras kivalasztasanak
lényeges szempontja tehat maga a vizsgalt biologiai objektum. Részletesebben
azt a két NO detektalasi eljarast jellemzem, amelyet laboratéoriumunk is

alkalmaz.



I. tablazat. NO detektalasi médszerek

Eljaras

Lényege

Hivatkozas

Griess moédszer

Hemoglobin médszer

Kemilumineszcencia

Amperometria

EPR (elektron
paramagneses rezonancia)
spektroszkdpia

Lézer-fotoakusztikus
spektroszkdopia

Toémegspektrometria (MS)

Fluoreszcens festékek
DAF-2DA

Fotometrias Gton meghatarozhato6 szines azovegytiletet eredményezd
diazotalasi reakcid, mely a NOgz-anionnal reakcidéba 1ép8 szulfonamid és
naftiletiléndiamin kozott zajlik le savas korilmények kozott.

A NO altal indukalt oxihemoglibin-methemoglobin atalakulas
spektrofotometrias nyomonkovetése.

A NO fénykibocsatassal jaré reakciéjanak detektoros (photomultiplier)
nyomonkovetése. A reakci6 lehet kozvetett! (NO-H202-reakciébdl szarmazé
peroxinitrit reakciéja luminollal), vagy kézvetlen2 (NO-Os reakcid).

A NO nyomonkovetése NO-szenzitiv elektrod segitségével.

Parositatlan elektronokkal rendelkez molekulak (igy a NO) parositatlan
elektronja megfelel§ ereji magneses térben, kell§ energiaja (mikrohullamua
tartomanyba esé) foton hatdsara magasabb energiaszintre keriilnek, melynek
lecsengése karakterisztikus spektrumot ad. A lecsengés NO esetében tul gyors
a detektalashoz, ezért az EPR vizsgalat ,,spin-csapdak”, azaz olyan molekulak
jelenlétében torténik, melyek stabilizaljak a gerjesztett NO-molekulat.

Gazmolekulak (igy a NO) fényabszorbcidja soran hé szabadul fel, mely zart

térben nyomasvaltozast indukal. Kell6en magas fényintenzitas esetén az
indukalt nyomasvaltozasok detektalhaté akusztikus jelet eredményeznek.

Szovetekbdl felszabadulé NO nem invaziv, kézvetlen meghatarozasa ionizacids
modszerrel, tomegspektrometriai tton.

4,5-diaminofluoreszcein-diacetat NO hatasara Oz jelenlétében fluoreszcens
triazolofluoreszceinné alakul.

Archer, 1993;
Guo és mtsai., 2003

Delledonne és mtsai., 1998;
Orozco-Cardenas and Ryan, 2002
Lamattina és mtsai., (2003);
2Planchet és mtsai., 2005

Tristani-Firouzi és mtsai., 1998;
Yamasaki és mtsai., 2001;

Liu és mtsai., 2005

Archer, 1993;

Pagnussat és mtsai., 2002;
Modolo és mtsai., 2006

Leshem és Pinchasov, 2000

Conrath és mtsai., 2004

Kojima és mtsai., 1998;
Kolbert és mtsai., 2008a,b
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Tobb mint egy évtizedes kifejlesztésiik 6ta (Kojima és mtsai., 1998) a
fluoreszcein tipusa fluoroférok a névényi mintak NO detektalasanak talan
lesikeresebb és legelterjedtebb eszkozei. A DAF-fluoroférok ériasi elénye, hogy
lehet6vé teszik a NO in situ és in vivo detektalasat kivald térbeli és idGbeli
felbontassal (del Rio és mtsai., 2004; Kolbert és mtsai., 2008a). A DAF-2DA
festék a NO és bomlasterméke, a NOz reakcidja soran kialakulé N20s-dal
reagalva triazol formava alakul, s a reakcid végterméke az igen fluoreszcens
triazolofluoreszcein (DAF-2T) (Kojima, és mtsai., 1998).

Az amperometridas modszer az egyik legegyszertibb és legolcsébb,
ugyanakkor az egyik legpontosabb moddszer oldatok és névényi mintak NO
tartalmanak kozvetlen és valds idejd kvantifikalasara (Zhang és Broderick,
2000), mely lehet6séget ad oldatok NO koncentraciéjanak pontos
meghatarozasara is (Yamasaki és mtsai., 2001; Liu és mtsai., 2005). A Clark-
tipusu NO elektréd platina mérs- és Ag/AgCl referencia elektrodja kozott +0,9
V fesziltséget biztositunk, melynek hatasara a NO a mérbelektrod felszinén
oxidalédik az alabbi egyenlet szerint:

2NO+4HO—-+2HNO3s+6e +6H* (5)
A NO detektalas kulcsa az elektrokémiai reakci6 altal keltett redoxaram, mely
specialis NO-permeabilis membran hatarolja el, mely biztositja a reakcié NO-
specificitasat mas szabadgyokokkel szemben (Zhang és Broderick, 2000;
Tristani-Firouzi és mtsai., 1998).

A NO kvantifikalasanak nyilvanvalé nehézségei alapjan nem meglepd,
hogy abszolit NO mennyiségeket illetéen igen kevés a rendelkezésre all6 adat
(Neill és mtsai.,, 2003). A kiilonboz6 NO detektalasi eljarasokkal azonban
gyakran egymasnak ellentmondé eredmények sziiletnek (Planchet és Kaiser,
2006; Wodala és mtsai., 2008), és a rendelkezésre allé6 moédszerek sokasaga is
arra utal, hogy a bioldégiai mintak NO mennyiségének pontos detektalasara
még nem szlletett egységes, minden helyzetben megbizhaté eljaras. Az
indirekt detektalasi lehetdségekkel szemben megfogalmazott altalanos kritika
az esetleges nemspecifikus reakciokbol szarmazdé pontatlansag. A széles

korben elterjedt (Guo és mtsai., 2003), kénnyen kivitelezhetd és olcsd (Dusse és
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mtsai., 2005) Griess mdodszer fontos korlata, hogy a médszer soran kvantifikalt
nitrit-anion biolégiai mintakban nemcsak NO eredetl, s6t egyes NO donorok
kozvetlentil nitritet 1s kibocsatanak (Feelisch, 1998). Oxihemoglobin-
methemoglobin atalakulast a NO mellett reaktiv oxigéngyokok 1is
indukalhatnak (Neill és mtsai., 2003). A DAF-2DA nem koézvetlenil a NO
szabadgyokkel, hanem N2Os-dal 1ép reakcidoba (Nakatsubo és mtsai., 1998), a
NO detektalasahoz tehat oxigén jelenléte sziikséges, s6t a képz6dd N20s3
mennyiségét csokkentheti, hogy a NO oxidaciéjakor keletkez6 NO2 mas
redukal6 anyagokkal, példaul a NADH-molekulaval is reakcidéba 1éphet (Ederli
és mtsai.,, 2009). Planchet és Kaiser (2006) dohany sejtszuszpenziéban
kemilumineszcens jel hidnyaban 1s tapasztalt DAF-2DA eredetl
fluoreszcenciat, ami arra utal, hogy a DAF-2DA a NO mellett mas anyagokkal
1s reakcidéba 1ép. Ederli és mtsai., (2009) vizsgalataikban a NO detektalasara
alkalmazott hemoglobin- és DAF-2DA fluoreszcencias moédszer szintén eltéré
eredményeket adott. A nemspecifikus fluoreszcencia a NO-ra inszenzitiv
fluoroféor (4-AF-DA), mint negativ kontroll alkalmazasaval részben
kikliszobolhet6 (Wilson és mtsai., 2008), a DAF-2DA ugyanakkor a NO
koncentraci6 valtozasainak pontos nyomonkévetésére nem alkalmas
(Rodriguez és mtsai., 2005), hiszen nehéz a kapott fluoreszcencens jelet
kvantifikalni (Neill és mtsai., 2003), és a vizsgalt szovetekre bocsatott
ultraibolya (UV) fény maga is indukalhat olyan folyamatokat, melyek a
fluoreszcens festék nemspecifikus nitrozilaciéjat eredményezik (Rodriguez és

mtsai., 2005).

2.3.2. A NO mennyiségének valtoztatdsa

A novényi endogén NO szint gatlasanak elterjedt és hatasos médszere a
NO enzimatikus forrasainak gatlasa, illetve specifikus NO akceptormolekulak
alkalmazasa, melyek a nem enzimatikus, illetve exogén eredetd NO
mennyiségét is hatékonyan csokkentik. A NO szintézisben bizonyitottan
szerepet jatszo NR szelektiv gatloszere a wolfram, az arginin/NOS eredeti NO
pedig arginin analég allati NOS-inhibitorokkal gatolhaté (Neill és mtsai.,

2003). Funkcidkieséses mutansok el6allitasa ugyanilyen hatékony moédszer, s
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mindkét enzim esetében fontos szerepe van a NO enzimatikus forrasainak
feltarasaban (Guo és mtsai., 2003; Kolbert és mtsai., 2008a).

A nitronil-nitroxidok kozé tartozo kalium-2-fenil-4,4,5,5-
tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid (PTIO) és karboxilalt forméaja (karboxi-
PTIO) ma a legelterjedtebb NO akceptormolekulak. A nitronil-nitroxidokat
eredetileg a NO EPR detektalasahoz fejlesztették ki spincsapdaként (Yoshida
és mtsai., 1994). A PTIO-molekulak esetében a NO akceptor kifejezés
helytelen, hiszen a NO-t oxidaci6 utjan inaktivaljak, s a reakcid
eredményeként kalium-2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil (PTI) és NO2
keletkezik (3. abra; Goldstein és mtsai., 2003). A PTIO a NO hatékony
oxidaldszere, de mas anyagokkal is reakcioba léphet (Feelisch, 1998), illetve a
PTI gatolhat bizonyos NO szignalizaciés folyamatokat (Wilson és mtsai.,

2008).

|
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>———®—R + NO ——> %@-m "NO,
iﬁ' i“
&

PTIO; R=H PTI; R=H -
C-PTIO; R=COO C-PT5;, R=COO

3. abra. A (¢)PTIO-NO reakci6 (Goldstein és mtsai., 2003)

A masik igen fontos NO akceptorként is hasznalt molekulatipus a
hemoglobin (Hb), melynek oxidalt formaja még a PTIO-molekulaknal is
gyorsabban reagal NO-dal. A hemoglobinok emellett jol ismert természetes NO
akceptorok, melyek allati és novényi szervezetekben egyarant fontos szerepet
jatszanak a NO mennyiségének szabalyozasaban. (Perazzolli és mtsai., 2004).

A NO donormolekulak olyan vegyiiletek, melyek meghatarozott
korilmények kozott NO-t szabaditanak fel. Alkalmazasuk a NO biologiai
szerepének tisztazasara viszonylag egyszerl, de informativ eljaras.
Hasznalatuk mégis nagy koriltekintést igényel, hiszen a donorok NO
produkcidja rendkiviil sok tényezitol fligg, s részben emiatt igen széles skalan
mozog (Floryszak-Wieczorek és mtsai., 2006). A NO emissziot els6dlegesen az
illet6 donor kémiai sajatsagai szabjak meg, hiszen donoronként mas-mas

tipusu reakcid vezet NO felszabadulashoz. A kisérleti elrendezés koriilményei
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(hémérséklet, pH, redoxviszonyok, fényintenzitas stb.) komolyan
befolyasolhatjak ezen reakcidk sebességét, mint ahogy maga a vizsgalt
biolégiai minta 1s (Feelisch, 1998). Mindemellett szamolni kell a NO
felszabadulasanak reakcidja soran keletkezé melléktermékek, illetve maga a
NO donor potencidlis biologiai hatasaval is (Neill és mtsai., 2003). A
problémak kikiiszébolésének j6 modszere, ha tébbféle NO donort és NO
akceptort hasznalunk a NO hatasanak bizonyitasara (Neill és mtsai., 2003).
Célszerd lehet a donorok altal NO akceptorok jelenlétében, vagy hianyaban
felszabaditott NO mennyiségének nyomonkoévetése, illetve azon donorok
kizarasa, melyek lebontasi melléktermékei maguk is zavarhatjak a vizsgalt
életfolyamatot.

A f6bb NO donor tipusokat, és fontosabb jellemzéGiket, igy a
felszabaditott NO forma tipusat, a NO képzés kofaktorait, kériilményeit, a II.

tablazat foglalja 6ssze.
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I1. tablazat. NO donormolekulak fontosabb jellemzdi (Feelisch, 1998 nyoman) GST: glutation-S-transzferaz, Cyt P7so:

citokrom P7s0, red: reduktiv koriilmények, ox: oxidativ korilmények.

NO képzidés Erzékenység/reakcidkészség Viz-
Felszabadulé NO forma
Kémiai csoport fiziologiai pH értéken az alabbiakra oldékonysag
nem hidrolizis
NO- NO* enzimatikus tiolok fény oxigén
enzimatikus (pH)
+ + +
Szerves nitratok - - (red, egyes GST, Cyt P7so, + - - > +/—
tiolok) egyéb >7)
+
. . (tiolok, fény, + +
S-nitrozotiolok * * atmeneti (ismeretlen) * * * (>2) +-
fémek)
Sydnoniminek 9 3 + + ' 3 N N + it
(SIN-1) (fény, ox, pH>5) (molsidomine) (>5)
+
SIN-1A — +) (ox, fény, ? - + + - +
fémek)
+ ? +
NONOatok +) +) (savak (prekurzorok +/— +) + <10 ++
katalizaljidk) — igénylik) (<10)
+
Natrium- (fény, red +
+ + e + + + - En
nitroprusszid ) tiolok, (ismeretlen)

nukleofilek)
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A NO novényi szerepének kutatasaban rendkivil széles korben hasznalt
donormolekula a natrium nitroprusszid, (SNP, natrium pentacianonitrozil-
ferrat). Az SNP rozsdavorés szinG kristalyos molekula, mely rendkiviil
vizoldékony. Kristalyos allapotban évekig eltarthatd, de vizes oldata igen
fotolabilis, s a NO képz6dése novekve homérséklet és oxigéntartalom mellett
tovabb gyorsul (Wang és mtsai., 2002). A molekula NO felszabaditasi
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, annyi bizonyos, hogy a NO
produkci6 egyetlen elektronatmenettel jaré redukcié eredménye, mely akar
megvilagitas hatasara is bekovetkezik (Feelisch, 1998), és altalaban NO*-
kationt eredményez (Lum és mtsai., 2005). El§ szovetekben a NO
felszabadulas enzimatikus és nem enzimatikus uton is lezajlik. A molekula
fotodegradaciéjakor NO mellett cianid (CN-) is felszabadul — maximum 6t CN-
NO-molekulanként (Friederich és Butterworth, 1995). E toxikus melléktermék
esetleges biolégiai hatasanak vizsgalata, példaul kalium-cianiddal (KCN)
tehat mindenképpen indokolt (Feelisch, 1998).

Az SNP mellett a legyakrabban hasznalt NO donorok az S-nitrozotiolok
csoportjaba  tartozé  S-nitrozo-N-acetilpenicillamin  (SNAP) és  S-
nitrozoglutation (GSNO). Az S-nitrozotiolok S-nitrozilalt rézsaszin primer (pl.
GSNO), piros szekunder vagy zold tercier (pl. SNAP) tiolok (Feelisch, 1998). A
tiolcsoport lehet fehérjemolekula cisztein oldallancanak tiolcsoportja 1is
(Stamler és mtsai., 1992). Az S-nitrozilalt fehérjék altalaban sokkal
stabilabbak mint az alacsony molekulatomegd S-nitrozilalt szarmazékok (pl.
GSNO). S-nitrozotiolokat allati és novényi szervezetekben egyarant
kimutattak, s az S-nitrozilaci6 a NO jelatvitel kulcsfontossagu reakcidja
novényekben is (Wilson és mtsai., 2008, Besson-Bard és mtsai., 2008). S-
nitrozotiolok szilard halmazallapotban viszonylag stabilak, vizes oldatban
viszont rendkiviil bomlékonyak, bomlasuk eredménye NO (NO-*, NO* és NO-
egyarant) és egy diszulfid-hiddal kapcsolt oxidalt tiol (R-S-S-R). A bomlas
sebességét meghatarozza a hdémérséklet, a pH-érték, az oxigén parcialis
nyomasa, nukleofil reagensek és oxidald- illetve redukalészerek, valamint
fémionok (pl Cut, Fe**) akar nyomnyl mennyiségl jelenléte (Floryszak-

Wieczorek és mtsai., 2006).
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2.4. A NO biologiai hatasai és a NO szignalizacio molekularis

mechanizmusai novényekben

2.4.1. A NO biologiai hatdsai

A NO biolégiai hatasainak feltarasa mar novényekben is évtizedes
multra tekint vissza. A mult szazad végén kiderilt, hogy a NO nemcsak
novényi stresszor (Wellburn, 1990), hanem részt vesz a noévények biotikus
(Wendehenne és mtsai., 2004) és abiotikus (Garcia-Mata és Lamattina, 2001;
Gould és mtsai., 2003) stresszre adott valaszreakciéiban, és napjainkban mar
vilagos, hogy a NO szerepet jatszik a novények legkiilonfélébb fejlodési és
altalanos életfolyamataiban is (del Rio és mtsai.,, 2004). Az utébbi néhany
évben tobb Osszefoglalé publikacié foglalkozott a NO névényekben betoltott
biokémiai és fiziologiai szerepével (Lamattina és mtsai., 2003; Neill és mtsai.,
2003; del Rio és mtsai., 2004; Wendehenne és mtsai., 2004; Delledonne 2005,
Neill és mtsai., 2007, Wilson és mtsai., 2008; Qiao és mtsai., 2008; Besson-
Bard és mtsai., 2008; Erdei és Kolbert, 2008). Kiderilt, hogy a NO serkenti a
csirazast (Beligni és Lamattina, 2000, Zhao és mtsai., 2009), illetve megtori a
magvak nyugalmi allapotat (Bethke és mtsai., 2004b, 2006a,b); szabalyozza a
novények érését és a szeneszcenciat (Leshem és mtsai., 1998); serkenti az
oldalgyokérképzodést (Pagnussat és mtsai., 2002; Kolbert és mtsai., 2008a);
gatolja a viragzast (He és mtsai., 2004).

A NO ugyanakkor kulcsfontossagu jelatviteli molekula: szabalyozza a
ciklikus guanozil-monofoszfat (cGMP)-fliggd jelatviteli folyamatokat (Durner
és mtsai., 1998), része tobbek kozott a mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAP-
kinaz) szignalizacionak (Kumar és Klessig, 2000), az abszcizinsav altal
indukalt sztomazardédas szignalizaciés kaszkadjanak (Garcia-Mata és
Lamattina, 2001; Neill és mtsai., 2002; Garcia-Mata és mtsai., 2003), és egyéb
Ca?*-fliggd utaknak, hiszen emeli a citoszoélikus szabad Ca2* szintjét (Durner
és mtsai., 1998). Emellett kolcsonhat mas jelatviteli anyagokkal, igy hidrogén-
peroxiddal, szuperoxidgyok-anionnal, szalicilsavval, jazmonsavval
(Wendehenne és mtsai., 2004), valamint génexpressziés folyamatokra is hatast

gyakorol (Griin és mtsai., 2006).

17



IRODALMI ATTEKINTES

A NO szerepe meghatarozé6 a kilonb6z6 biotikus és abiotikus
stresszhatasok nyoman indukalédé novényi valaszreakciok kialakitasaban.
Részt vesz a fert6zéssel, betegséggel szembeni rezisztencia (Delledonne és
mtsai., 1998), ezen belil a hiperszenzitiv reakcié (Delledonne és mtsai., 2001),
és a programozott sejthalal (Wendehenne és mtsai.,, 2004) kialakitasaban;
ugyanakkor feltiinik csaknem minden abiotikus stressztényez6 — igy az
alacsony és magas hémérséklet, szarazsag, magas soétartalom, nehézfémek,
mechanikai sériilés illetve UV-B sugarzas — altal kivaltott valaszreakciéban
(Qiao és mtsai., 2008). A NO hatasa koncentraciéfiiggs: elsésorban alacsony
koncentraciéban fejti ki névekedésszabalyozo6 és citoprotektiv hatasat, magas
koncentraciéban karositja a membranokat, fehérjéket és nukleinsavakat
(Leshem és Haramaty, 1996).

Mindezen biolégiai funkcidék valtozatossaga is arra utal, hogy a NO az
élolények tulnyomd tobbségében el6forduld kozos és alapvetd szignalizacids
sémakra fejti ki hatasat (Delledonne 2005). A NO kutatas figyelme az élettani
funkcidk feltarasat kovetéen a NO jelatvitel molekularis mechanizmusai felé

fordult (4. abra).

2.4.2. Fém nitrozilalas

Allati szervezetekben a hemoglobin fontos szerepet tolt be az endogén
NO mennyiség szabalyozasaban (Gow és mtsai., 1999), melynek alapja a NO
nitrozilaciés reakciéja a hemoglobin hem-vasaval. Hem tartalmu proteinek
novényekben is el6fordulnak és ismert, hogy a leghemoglobinok (Herold és
Puppo, 2005), illetve mas névényi hemoglobinok szerepet jatszanak a NO,
illetve a peroxinitrit detoxifikdlasaban, hipoxia (Perazzolli és mtsai., 2004),
vagy patogén tamadas (Seregélyes és mtsai., 2004) esetén.

Allati sejtekben ugyancsak nitrozilalassal aktivalodik a hem tartalmu
guanilil ciklaz, mely a NO jelatvitel egyik fontos eleme, a cGMP szinézisét
végzi (Ahern és mtsai.,, 2002). A c¢cGMP szerepét a NO szignalizaciéban
novényekben is leirtak (4. abra; Wendehenne és mtsai., 2004), és a guanilil-
ciklaz aktivaciéjanak mechanizmusa is valdszinileg azonos, bar a NO altal

indukalt oldhat6é guanilil-ciklaz azonositasa még varat magara (Besson-Bard
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és mtsai., 2008). A NO kolcsonhatasba l1éphet vas-kén tartalma proteinekkel
(Mur és mtsai.,, 2006), igy reagalhat a mitokondrialis és fotoszintetikus
elektrontranszportlancok atmenetifém-tartalmu fehérjéivel is, tébbek kozott

csokkenti a citokrom-c-oxidaz aktivitasat (Millar és Day, 1996).

2.4.3. S-nitrozilalas

A NO és a ciszteintartalmt oligopeptidek, illetve fehérjék
tiolcsoportja kozotti reakcid eredménye az S-nitrozilalas, mely a
foszforilalashoz hasonldéan igen fontos poszttranszlaciés fehérjemodositasi
lehet6ség. A reakcié bioldgiai jelentdségének felméréseben nagy elGrelépést
jelentett a Biotin Switch nevl biokémiai mddszer, mely S-nitrozilalt fehérjék
biotinilalasan keresztiil lehet6vé tette S-nitrozilalt fehérjék in situ és in vitro
azonositasat (Besson-Bard és mtsai., 2008). Lindermayr és munkatarsai (2005)
e modszer segitségével Uttoré szerepet jatszottak az S-nitrozilalas névényi

célmolekulainak azonositasaban: NO-kezelt Arabidopsis levelek és

sejtszuszpenziok  fehérjekivonataiban tébb mint 50 -  kilonb6z6
anyagcserefolyamatban, fotoszintézisben, redoxegyensulyban és

stresszvalaszban — szerepet jatszo S-nitrozilalt fehérjét azonositottak.

Az S-nitrozilacié6 szabalyozhaté fehérjemoddositas, a folyamat tehat
reverzibilis: a fehérjék tiol-csoportjat egy transznitrozilaciés reakcid
regeneralja redukalt glutation jelenlétében. A folyamat soran tehat GSNO
képzodik, mely 6nmaga is fontos természetes NO raktarozé és donormolekula
(Jaffrey és mtsai.,, 2001). A reakciot katalizal6o GSNO-reduktaz enzimet
(GSNOR) noévényekben is azonositottak (Sakamoto és mtsai., 2002).

2.4.4. Tirozin nitrdalds

Fehérjék tirozin oldalancanak nitralasa a NO-indukalt oxidativ stressz
egyik tiinete, és altalaban funkciévesztéssel jar, ugyanakkor fontos jelatviteli
funkciéval rendelkezhet. Allati szervezetekben a tyr-nitralas és tyr-
foszforilalas kompetitiv folyamatok (Schopfer és mtsai., 2003). A tyr-nitralas
novényekben példaul sostressz esetén megfigyelheté (Valderrama és mtsai.,
2007), azonban a folyamat célmolekulai és szignalizaciés utvonalai javarészt

felderitetlenek (Besson-Bard és mtsai., 2008).
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Extracellularis tér

|
| Ca?* célmolekulai

Ca2* cGMP Ca2t —> | CDP- és MAP-kinazok,
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l | Ca?* szenzorok
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\| NO - iFPic

S-nitrozilalas \\’
Fém-nitrozilalas cADPR

Tyr nitralas Intracellularis
/ Ca?* raktarak

NO célmolekulai

Metakaszpaz 9
Metionin-adenoziltranszferaz
Hemoglobin

Citokrém-c oxidaz

Glicerinaldehid 3-foszfat dehidrogenaz

4. abra. NO szignalizacié névényi sejtekben (Besson-Bard és mtsai., 2008)

2.4.5. A NO és Ca?* szignalizacio

A NO és Ca?t jelatviteli utjai allati sejtekben nagyon szorosan
kapcsoltak, mert a citoszolikus szabad Ca?* szintet meghatarozé csaknem
minden csatorna és transzporter koézvetlenil — S-nitrozilacié utjan — vagy
kozvetve — masodlagos hirvivé molekulak (cGMP, ciklikus ADP ribo6z), illetve
protein kinazok kozbeiktatasaval — NO szabalyozasa ala esik; és a NO és Ca2*
viszonya novényekben is hasonlénak tinik (4. abra; Besson-Bard és mtsai.,
2008). A sztomazarddas egyre részletesebben feltart szignalizaciéjaban példaul
a patogén elicitorok (Srivastava és mtsai., 2009), vagy ABA hatasara (Neill és
mtsai.,, 2008) megemelkedett NO a bels6 membranok CaZ2*-csatornainak
aktivalasa utjan emeli a citoszolikus Ca2* szintjét. Ezt a viszonylag egyszerd
képet arnyalja, hogy egyes kisérletekben a biotikus stressz elleni védekezési
reakciok soran tapasztalt citoszolikus Ca?*-szintemelkedés maga is NO
képzbdést indukal, melyben kalmodulin, illetve kalmodulin-szerd fehérjék is
szerepet jatszhatnak (Ma és mtsai., 2008). Emellett a NO és Ca2*
kolcsonhatasa nyoman indukalédé szignalizacidos folyamatok kimenetelét

befolyasolhatja a két molekula koncentracidja is (Besson-Bard és mtsai., 2008).
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2.5. A NO hatasa a fotoszintetikus elektrontranszportlancra

A NO tehat biolégiai rendszerekben reagalhat oxigénnel, hidrogén-
peroxiddal, szuperoxidokkal, tiolcsoportokkal és atmeneti fémekkel; igy a tiol-
csoporttal, illetve atmeneti fémmel rendelkezé fehérjék a NO jelatvitel fontos
célmolekulai (Lamattina és mtsai., 2003). A fotoszintetikus és mitokondrialis
elektrontranszportlanc komplexei kozott béven akad atmenetifém-tartalmu:
vas- és réztartalmd  fehérjék 1s  talalhatok a  mitokondrialis
elektrontranszportlanc citokrom bc: komplexében és a citokrom-c-oxidaz
komplexben; a kloroplasztiszok elektrontranszportlancanak egyik mobilis
eleme, a plasztocianin rezet tartalmaz, és mindkét fotokémiai rendszerben
talalhato nem-hem vas. A NO, illetve egyik szarmazéka, a peroxinitrit gatolja
a mitokondrialis elektrontranszportlanc terminalis eleme, a citokrom-c-oxidaz
enzim aktivitasat (Millar és Day, 1996; Brookes és mtsai., 1999; Yamasaki és
mtsai., 2001). A megemelkedett exogén NO szint fotoszintetikus aktivitasra
gyakorolt hatasat azonban intakt levél esetén kevesen vizsgaltak, s az
eredmények is ellentmonddak. Korabbi mérések ugyan bizonyitottak, hogy a
NO-gaz csokkenti a zab és lucerna levelek szén-dioxid-fixaciéjat (Hill és
Bennett, 1970), illetve Leshem és munkatarsai (1997) kisérleteiben a SNAP-
kezelés hatasara intakt borsdlevelek zardsejteiben mérhetd voros klorofill
fluoreszcencia intenzitasa jelent6sen megemelkedett. Ezzel szemben Jin és
munkatarsai (2009b) kisérleteiben a légkorbe juttatott NO-gaz jelentGsen
novelte spenét (Spinacia oleracea) névények fotoszintetikus aktivitasat és
biomassza-termelését.

A NO szignalizacié sejten belili célpontjai k6zott a mitokondrium, a
peroxiszoma és a sejtmag mellett a kloroplasztiszok is szerepelnek. Lum és
munkatarsai (2005) megallapitottak, hogy az SNP befolyasolja a mungdébab
tobb fotoszintetikus fehérjéjének mennyiségét, igy csékkenti a Rubisco-aktivaz
és a Rubisco alegység kot6 fehérje B-alegységének mennyiségét. Tovabbi
vizsgalatokkal kimutattak, hogy 500 uM SNP-vel val6 6 oras kezelés utan a
levelek  gliikézmennyisége drasztikusan lecsokkent, bar ebben a
fotoszintetikus fehérjék mennyiségének kizarolagos szerepe nem tlnik

egyértelminek. A NO ugyanakkor nemcsak a fehérjeszintézis megvaltoztatasa
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révén eredményezhet fotoszintézis gatlast, hanem kozvetlenil a
fotoszintetikus elektrontranszportlancon keresztiil is szabalyozhat. NO
fotoszintetikus elektrontranszportlanc mikodésére gyakorolt hatasanak
finomabb feltarasaval azonban szintén kevés tanulmany foglalkozott,
tobbnyire in vitro kisérleti rendszerekben, am ezek eredményei sem
konzisztensek.

A fotoszintetikus elektrontranszportlancot a fényenergia miukdédteti.
Magasabbrendd névényekben az elektronok a viztél a NADP+ felé aramlanak
és a gerjeszto fotonok energiaja a transzportlanc két 1épésében, két fotokémiai
reakcioban hasznosul. Az egyik ilyen reakcié szinhelye a masodik fotokémiai
rendszer (PSII), a tilakoid membranba agyazott nagyméretd pigment-protein
komplex (5. abra). Funkcidéjanak lényege a viz-plasztokinon-oxidoreduktaz
aktivitas: a viz molekularis oxigénné oxidalédik, s a vizbontasbdl szarmazo
protonok a lumenbe jutnak, az elektronok pedig tobb 1épésben, a PSII
reakciokozpont redox  kofaktorainak  koézremikodésével kerilnek a
plasztokinon (PQ) molekulara. A  folyamat  energiaigényét az
antennapigmentek altal elnyelt fotonok, s a reakciékézpontba tovabbitott
gerjesztési energia fedezi, melyet a PSII elsédleges elektrondonora (P680)
hasznosit. Gerjesztés hatasara P680 redoxpotencialja kell6en negativva valik
ahhoz, hogy redukalja kozvetlen elektronakceptorat, a feofitint. Innen az
elektron egy kotShelyéhez permanensen koétott kinonmolekulara (Qa), majd
egy masodik kinonmolekulara (Qs) keril. A Qp-molekula két fotokémiai
eseményt kovetden két elektront s a sztroma oldalrél két protont felvéve
plasztokinolla (PQH2) alakul, s kotShelyérdl levalva bekeril a mobilis PQ-
készletbe, melynek tagjai az elektronokat a cirokréom bs/f komplex felé
szallitjak. A P680 elsé stabil donor oldali redoxpartnere a D1 fehérje
redoxaktiv tirozin-Z oldallanca (Yz). A végsé elektrondonor a vizbonté komplex
Mn-csoportja, mely ot kiilonboz8 oxid4cids allapotot vehet fel (So, Si1, So, Ss, S4)
(Nugent és mtsai., 2001; Barber, 2003).

NO-gaz jelenlétében, izolalt tilakoid membranokon végzett EPR és
klorofill-a fluoreszcencia indukcids kisérletek egyértelmiien kimutattak, hogy

a NO a PSII tobb pontjahoz reverzibilis médon kotédhet, és az itt kotott
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bikarbonatot koncentracié-fligg6 mobdon kiszoritja, ezzel gatolja az
elektronatadast. Ilyen példaul a Qa és Qs kotGhely kozott talalhaté nem-hem
(II) vas (Diner és Petrouleas, 1990), a vizbonté6 komplex melletti Yp- tirozin
gyok (Sanakis és mtsai., 1997; Schansker és mtsai., 2002) és a vizbonto
komplex Mn-csoportja (Schansker és mtsai., 2002).

Takahashi és Yamasaki (2002) tilakoid membranokon végzett
kisérletekben kimutattak, hogy a SNAP a maximalis kvantumhasznositast
(Fv/Fm) nem befolyasolja, viszont gatolja a linearis -elektrontranszport
sebességét, a transztilakoid pH kilonbséget (ApH), és csokkenti az ATP
szintézis mértékét. A bikarbonat mennyiségét jelentGsen megemelve viszont
ugy talaltak, hogy a NO fotofoszforilaciét gatlé hatasa megsziintethetd. A
fényindukalt ApH gatlasanak az energiafiigg6é nemfotokémiai kioltasban (qE)
mutatkoznia kellene, am mas szerzék ezt nem figyelték meg. Yang és
munkatarsai (2004) kisérleteikben ugy talaltak, hogy intakt burgonya
levelekben az SNP-kezelés hatasara a nemfotokémiai kioltas (NPQ) nem

valtozik, viszont az SNP koncentraciofiiggé moédon csokkenti Fo/Fr, értékét.

EL, (V)

5. abra. Z-séma, Buchanan és munkatarsai (2001) nyoman
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Tilakoid membranokon és izolalt kloroplasztiszokban végzett EPR és
fluoreszcencia indukciés mérések alapjan a NO tehat gatolja PSII
fotoszintetikus elektrontranszportjat, am az in vivo eredmények ugyancsak
ellentmondasosak. Mindemellett a NO els6 fotokémiai rendszerre (PSI)
gyakorolt hatasa csaknem teljesen feltaratlan tertilet. PSI fotokémiai
eseményeil j0l nyomonkévethet6k in vivo a PSI els6dleges elektrondonoranak
(P700) fényindukalt abszorpcidévaltozasa alapjan (Klughammer és Schreiber
1994). Az igy kapott eredmények jol kiegészitik a fluoreszcencia indukcios
mérésekbll szarmazé ismereteket, a tilakoid membranok elektrontranszport
folyamatairdl intakt levelekben.

Csaktugy mint a PSII, a PSI lényegében szintén egy fényenergiaval
mikod6 oOsszetett oxidoreduktaz enzimkomplex, melynek funkcifja a
lumenben elhelyezkedd plasztocianin oxidalasa és a sztromaban elhelyezkedd
ferredoxin (Fd) redukalasa (5. abra). A fényenergia kézvetlenil PSI els6dleges
elektrondonora (P700) és elsddleges elektronakceptora (Ao) kozott lezajlo
elektronatadasi reakciéban hasznosul. Az elektron innen a PSI akceptor oldali
redox kofaktorainak koézremikodésével a Fd-ra keril, majd a Fd-NADP+-
oxidoreduktaz enzim segitségével redukalja a NADP*+-molekulat. A P700
kozvetlen elektrondonora a plasztocianin, mely a linearis
elektrontranszportlanc  citokrom  bs/f komplexe és PSI  kozotti
elektronforgalomat lebonyolitdé mobilis eleme. A PSI f6 feladata tehat az
elektronok biztositasa a Calvin-ciklusban hasznosul6 NADPH szamara
(Nelson és Yocum, 2006; Buchanan és mtsai., 2001).

A PSI koérul azonban ciklikus elektrontranszport is zajlik, melynek
soran az elektronok a redukalt Fd-rél plasztokinonra keriilnek, majd a linearis
elektrontranszportlanc tovabbi elemein Kkeresztiill visszajutnak a PSI
reakciocentrumba. A folyamat tehat nem jar netté elektronkilépéssel, de a
linearis elektontranszporttal egyiitt fontos szerepe van a protongradiens
kialakitasaban a tilakoidmembran két oldalan; s az igy felépiild protonmozgaté
er6 ATP szintézisben hasznosul. PSI korili ciklikus elektrontranszport elsé
leirasat kovetden (Arnon és mtsai.,, 1954) a jelenséget fiziolégias viszonyok

kozott 1s megfigyelték, példaul szarazsag vagy COsz-hiany esetén (Nelson és
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Yocum, 2006), valamint sététadaptalt novények megvilagitasakor (Joliot és
Joliot, 2002; Finazzi és mtsai., 2004). A PSI korili ciklikus elektrontranszport
két, egymassal részben atfedd dton — a PGR5-fliggé és NDH-fliggd aton —
valosul meg (Shikanai, 2007). Az elsé utvonal pontos mechanizmusa még
vitatott: egyes megfigyelések arra utalnak, hogy a reakci6 a Fd-NADP+*-
oxidoreduktaz kozremiikodésével a citokrom bs/f komplexen keresztil valosul
meg (Stroebel és mtsai., 2003; Johnson, 2005), mig masok szerint a PQ-Fd
oxidoredukci6 kozvetlen enzimkatalizis eredménye (Okegawa és mtsai., 2005)
— bar a feltételezett Fd-PQ-oxidoreduktaz enzimet még nem azonositottak
(Rumeau és mtsai., 2007). A folyamathoz a PGR5 nevi tilakoidmembranhoz
kotott fehérje jelenléte azonban biztosan sziikséges (Munekage és mtsai.,
2002), és antimicin-A-ra érzékeny, tehat minden bizonnyal azonos az Arnon és
munkatarsai (1954) altal leirt utvonallal. A masik — antimicin-A-ra kevésbé
érzékeny — utvonalban az elektronok a Fd-NADP+-oxidoreduktaz
kozremlkodésével NADPH-ra keriilnek, majd a NAD(P)H-dehidrogenaz
komplex (NDH) aktivitasa nyoman redukaljak a PQ-készlet tagjait (Shikanai,
2007)

A PQ-készlet tagjait tehat — kozvetve, vagy kozvetleniil — mindkét
fotokémiai rendszer képes redukalni, igy a PQ-készlet a fényaktivalt linearis
és ciklikus elektrontranszport folyamatoknak egyarant kulcsfontossaga
szerepldje. Emellett tobb kisérletben igazoltak, hogy a PQ-készlet endogén
illetve exogén NADH, és NADPH jelenlétében sotétben is redukalhatd, mely a
klorofill-a fluoreszcencia emelkedésével jol nyomonkovetheté (Bukhov és
Carpentier, 2004). A PQ-készlet nemfotokémiai redukcidjat intakt levelekben
is megfigyelték (Asada és mtsai., 1993). Az ndh-deficiens mutans névényeken
végzett kisérletek arra utalnak, hogy ezt a reakciot az ndh gének terméke, a
NAD(P)H-dehidrogenaz komplex katalizalja (Bukhov és Carpentier, 2004;
Rumeau és mtsai., 2007), mely a klororespiraciés folyamatokban is részt vesz
(Nixon, 2000). Az enzim szubsztratutanpotlasat sztromadonorok fedezik,
melyek egyrészt a Kkloroplasztisz sztromaban képzdds, vagy ide
transzportalodé  redukalhaté  molekulak, példaul a  kloroplasztisz

keményit6bontasanak termékei (Bukhov és mtsai.,, 2002); masrészt a
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glikolizisb6l  szarmazd, kloroplasztiszba  transzportalédd — tridz-foszfat
molekulak (Asada és mtsai.,, 1992). A sztroma redoxallapotat tehat a vele
metabolitkapcsolatban all6 mitokondrium aktivitasa is meghatarozza (Bukhov
és Carpentier, 2004).

A PSI korili alternativ elektrontranszport utaknak szerepiik van a szén
megkotéséhez sziikséges ATP és NAPH aranyanak beallitasaban, és a PSII
fotoprotekcidjat elGsegité transztilakoid protongradiens kialakitasaban.
Aktivacidjuk megfigyelhetd egyes abiotikus stresszhatasok, igy a magas és
alacsony homérséklet, illetve a séstressz soran, igy minden bizonnyal szerepiik
van e stressztényezok elleni védekezésben is (Bukhov és Carpentier, 2004;
Shikanai, 2007). A PSI m{kodésére hatast gyakorolnak tehat olyan abiotikus
stressztényez6k melyek novényi valaszreakcidjadban a NO szerepe
vitathatatlan, s6t a PSI tobb vas-kén proteint tartalmaz, melyek a NO
potencialis célmolekulai lehetnek. Ennek ellenére a NO PSI aktivitasara

gyakorolt kozvetlen hatasardl nincs ismeretiink.
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3. CELKITUZESEK

Munkank célja, hogy kiillonb6z6 NO donorok és NO akceptormolekulak
alkalmazasaval megallapitsuk az exogén NO kezelés hatasat borso
levélkorongok fotoszintetikus elektrontranszportjara. E cél fontos része a NO
fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasarodl sz6l6 ellentmondasos
eredmények tisztazasa, és a NO in vivo hatasteriileteinek feltarasa
fluoreszcencia indukcidos mérések segitségével. Célkitlizésiink masik fontos
része a NO PSI miikodésére gyakorolt esetleges hatasanak felderitése a P700
abszorbcidés tranziensek mérésével. Vizsgalatainkkal az alabbi kérdésekre

kerestink valaszt:

1, Méréseinkben alkalmazott NO  donorok eltér6 kémial
tulajdonsagokkal rendelkeznek: van-e kiilonbség az egyes NO donorok NO
produkcidéjaban? A képz6dé NO-molekulan tal befolyasoljak-e mérési
eredményeket az egyes donorok egyéb fotolitikus bomlastermékei, vagy maga

a NO oxidativ bomlastermékei?

2, Tilakoid membranokon végzett EPR mérések igazoltak, hogy a NO
gatolja PSII elektronatadasi folyamatait, és azonositottak a gatlas helyét.

Vajon ezek a hatasok és célteriiletek in vivo kérnyezetben is igazolhatok?

3, Az exogén NO fotoszintetikus paraméterekre gyakorolt hatasat tobb
NO donormolekulaval is vizsgaltak, am izolalt kloroplasztiszokon és intakt
leveleken végzett mérések eredményei egymassal ellentmondanak. A kapott
kiloénbségek mennyiben magyarazhaték az alkalmazott NO donormolekulak,
és mennyiben a kisérleti elrendezés kiillonbségeivel? Milyen hatast gyakorol az

exogén NO borsé levélkorongok fotoszintetikus paramétereire?

4, A NO PSI elektronatadasi folyamataira kifejtett hatasat eddig nem
vizsgaltak. Befolyasolja-e az exogén NO a PSI fotoszintetikus

elektrontranszportjat?
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Novénynevelés

Kisérleteinket Pisum sativum L. cv Rajnai Torpe novényekkel végeztik.
A sterilizalt borsémagvakat harom napig csiraztattuk 22 °C fokon, majd két
hétig, 150 pmol m2 s1 fotonaram-strdség (photon flux density, PFD) és 10-12-
oras sotétperiddus mellett modositott Hoagland-tapoldatban neveltiik, mely az
alabbi 6sszetevokbdl allt: 2 mM Ca(NOs)2, 1 mM MgSO4, 0,5 mM KCI, 0,5 mM
KH2PO4, 0,5 mM Na:HPO4; valamint a mikroelemek: 1 pM MnSO4, 5 pM
ZnS04, 0,1 pM (NH4)eMO7024, 10 pM HsBO4, 0,1 pM AICls, és 20 pM Fe-
EDTA. A kisérletekhez a novények legfiatalabb, teljesen kiterilt leveleib6l

vagott 15 mm atmérdjl levélkorongokat hasznaltuk fel.

4.2, Kezelés és kisérleti oldatok

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 6ran keresztil 150 pmol m-2 st PFD
mellett, nem légmentesen lezart tetejd Petri-csészében usztattuk 4 ml kisérleti
oldatban, majd a levélkorongokat 15 percig s6tétadaptaltuk.

A kisérlet1 oldatok az alabbi NO donor- és NO akceptormolekulak
kiilonb6z6 koncentraciéju vizes oldatai: S-nitrozoglutation (GSNO), natrium-
nitroprusszid (SNP) és S-nitrozo-N-acetilpenicillamin (SNAP); illetve kalium-
2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oxil-3-oxid (PTIO) és hemoglobin (Hb).
Egyes kisérleteket DCMU (3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea) jelenlétében
végeztiink, mely gatolja az elektrontranszportot PSII Qa és Qp kotdhelyei
kozott. A DCMU-kezelés soran a levélkorongokat sététben 0,1 mM DCMU
oldattal vakuum-infiltraltuk koézvetleniil a s6tétadaptacio elott.

A kisérleti korilmények kozott vizsgaltuk NO oxidativ bomlastermékei,
a NOg-, NOs-1onok hatasat 0,2 mM NaNO: és 0,2 mM NaNO; tartalmu
oldattal. Az SNP NO-specifikus hatasainak kiszliréséhez kalium-cianid (KCN)
oldatot  hasznaltunk. Végil ellendriztik a  GSNO  fotolitikus

bomlastermékének, az oxidalt glutation molekulanak (GSSG) a hatasat is.
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Az SNP, GSNO és SNAP torzsoldatokat kozvetlenil a mérések eldtt
készitettik el, és az oldatokat felhasznalasig sotétben, jégen taroltuk, hogy
megakadalyozzuk a NO donorok i1d¢ elétti fotodegradaciojat (Feelisch, 1998).

A novénynevelés és a kisérletek soran felhasznalt Gsszes vegyszer

analitikai tisztasagu, beszerzési forrasuk: Sigma-Aldrich, illetve ICN

Biomedicals Inc., Aurora, Ohio, USA (DCMU).

4.3. A NO koncentraciéo meghatarozasa

A kisérleti oldatainkb6l a NO donorok fotodegradaciéja nyoman
felszabadul6 NO mennyiségét NO-elektrod (ISO-NOP, World Precision
Instruments, USA) segitségével kovettiik nyomon. A NO-elektrédot SNAP
oldattal kalibraltuk, melyet kénsavval pH 4 értékre allitott rézszulfat oldatba

adagoltunk, a gyarté kalibralasi utasitasai szerint.
4.4. Variabilis klorofill-a fluoreszcencia mérések

4.4.1. Fluoreszcencia lecsengés kinetika

A klorofill-a fluoreszcencia flash-indukalt névekedését, majd lecsengését
kett6s modulaciéji fluoriméterrel kévettilk nyomon (PSI Instruments, Brno,
Csehorszag) Vass és munkatarsai (1999) nyoman. A lecsengési kinetika gyors,
néhany szaz mikroszekundumos lecsengési komponense tajékoztat az elére
wranyulé elektrontranszportot eredményezd Qa-reoxidaciorél a Qp kétGhelyen
oxidalt, vagy szemikinon PQ-t tartalmaz6 centrumokban. A kézéps6, néhany
milliszekundumos fazis a szintén el6re iranyulé elektrontranszportot okozé Qa-
-reoxidaciérodl ad informaciot azokban a centrumokban, melyek Qg-kotGhelye a
flash pillanataban tires. Végul a lasst, néhany masodperces fazis azokrol a
centrumokrol tajékoztat, melyekben a Qa- az Sz allapotu vizbont6 komplexszel
rekombinalddik, és ezzel a QA Qr <« QaQp egyensulyon keresztiil visszafelé
wranyul6 elektrontranszportot okoz. A gyors és a kozéps6 fazis egy-egy
exponencialis komponenssel irhatd le. A Qa- toltés-rekombinaciéval jard lassa
lecsengése ezzel szemben hiperbolikus lecsengési kinetikat mutat, amely
masodrendld folyamatra utal (Vass és mtsai., 1999). fgy a mért gorbék

tobbkomponensd felbontasahoz hasznalt illesztés két exponencialis és egy
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hiperbolikus komponensbdl all:

Fy xorr = Ar¥exp(-t/t1) + As¥exp(-t/t2) + As/(1 + t/ts) + Ao (6)
ahol Fy, xorr @ nemlinearitas miatt korrigalt valtozé fluoreszcencia, Ai-As
amplitadé értékek, wT:;-tz iddallandok, amelyekbdl a féléletidGket az
exponencialis komponensek esetén a ti2 = In 2*t, a hiperbolikus komponens

esetén a t1/2="1 Osszefliggéssel szamitottuk.

4.4.2. Lassu fluoreszcencia indukcios mérések

A Dbors6 levelek Kklorofill-a fluoreszcenciajat impulzus amplitido
modulalt (PAM) fluoriméterrel (PAM-2000, Heinz Walz GmbH, Effeltrich,
Németorszag) kovettik nyomon. A konstans alapfluoreszcencia (Fo)
meghatarozasat kovetden a maximalis fluoreszcencia (Fn) meghatarozasahoz
8000 pmol m2 s1 PFD, 0,8 s hossztusagu telitési fényimpulzust alkalmaztunk.
A valtoz6 fluoreszcenciat (Fv) az Fy = Fn - Fo képlet alapjan szamitottuk. A
maximalis kvantumhasznositast (Fv/Fn) Kitajima és Butler (1975) leirasa
alapjan hataroztuk meg. A lasstu fluoreszcencia kinetika felvétele soran a
maximalis fluoreszcencia kioltott értékeit (Fm’) 130 pmol
m2s!l PFD aktinikus megvilagitas (AL) mellett mértiik. A 30 perces AL
kikapcsolasa utan a steady-state fluoreszcencia minimumat (Fo') tavoli voros
fény (FR) alkalmazasaval allapitottuk meg. A fotokémiai kioltast (qP)
Schreiber és munkatarsai (1986) moédszere szerint, a nemfotokémiai kioltast
(NPQ) az (Fn-Fn')/Fn’ Osszefliggés alapjan szamitottuk (Bilger és Bjorkman,
1990). A PSII effektiv kvantumhatékonysagat a ®psn = AF/Fy’ 6sszefliggés
szerint kalkulaltuk (Genty és mtsai.,, 1989), ahol AF = F. -Fs, és Fs a
fluoreszcencia steady-state szintje. A nemfotokémiai kioltas (NPQ)
energiafiggd komponensét (qE) az NPQ relaxacios kinetikajabdél hataroztuk
meg, melyhez az AL kikapcsolasa utan, 60 s id6koézonként adtunk telito
fényimpulzusokat. A fénykezelést kovets sotét periddus elsé 5 percében a qE
komponens relaxalodik, amelyet a qE = (Fn/Fn')-(Fu/Fn”) 6sszefliggés alapjan
szamitottunk ki, ahol Fn” a megvilagitas utani sotét relaxacié 5. percében
mért maximalis fluoreszcencia (Thiele és mtsai.,, 1997). A ql fotoinhibicios

komponenst a s6tét peridédus 15. percében hataroztuk meg.
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A Kautsky-gorbét a sotétadaptaciot koveté 130 pmol m2 st PFD, 3 s

hosszisagu AL mellett rogzitettik.

4.5. P700* abszorbcios tranziensek mérése

A PSI elektrontranszport folyamatai spektrofotometriai médszerrel jol
nyomonkovethet6k a 810-840 nm hullamhossztartomanyban, a PSI elsédleges
elektrondonoranak (P700) fényindukalt abszorbciés tranziensei alapjan
(Klughammer and Schreiber 1994). Ebben a hullamhossztartomanyban az
abszorbciés tranzienshez az oxidalt allapotd P700 (P7007) mellett a
plasztocianin a Fd 1is hozzajarul, és a regisztralt jelet a fénytorés is
modosithatja: borsélevelekben a 820 nm jelben a P700* : plasztocianin aranya
1: 1, a Fd abszorbcidja elhanyagolhat6 (5%) (Schansker és mtsai., 2003). Egy
ujabb, 870 nm korili csicesal rendelkezd referencia méréfény alkalmazasaval
egy differenciajel nyerhetd (példaul Als7s-sso), mely lényegesen specifikusabb
P700 abszorbcidjara, mert a referencia méréfény segitségével kiszlirhetok a
fénytorés és a 800-900 nm tartomanyban csaknem valtozatlan abszorbcioval
rendelkez6 plasztocianin altal okozott valtozasok. A kapott differenciajel tehat
ciklus alkalmazasaval a P700 abszorbcids tranziensek alapjan megbecsiilhetd
a PSII és PSI kozotti linearis elektrontranszportlancban 1év6 elektronok és a
sztromadonoroktdl szarmazé elektronok szama (Asada és mtsal., 1992);
kiszamithaté PSI effektiv kvantumhatasfoka (®psr) (Klughammer és Schreiber
1994; 2008); valamint elkulonithet6k a PSI felé vezetd linearis, ciklikus és
sztromadonoroktél kiindulé elektrontranszport utak (Chow és Hope 2004).

A linearis elektrontranszportlancban 1évo, valamint a
sztromadonoroktél szarmazé elektronok szamanak meghatarozasahoz a P700+*
fényindukalt abszorbcidés tranzienseket egy kettds hullamhosszii emitter-
detektor egységgel (ED-P700DW, Walz) felszerelt PAM fluoriméter (PAM-101,
Walz, Effeltrich, Németorszag) segitségével kovettiilk nyomon. Az emitter-
detektor egység két, 810 és 870 nm csucsokkal rendelkezd mérofényforrasanak
abszorbcié-kiillonbségébol szarmazoé differenciajelet a berendezés adatfelvevs

egységével (PDA-100, Walz) szamitogépre rogzitettilk, a mintavételi stirliséget
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10 ms/pont értékre allitottuk be. A mérések soran a levélkorongokat a 6. A
abran bemutatott megvilagitasi ciklus szerint az alabbi fényforrasokkal
vilagitottuk meg: tavoli voros fény (FR, = 735 £ 40 nm, 90 pmol m-2 s PFD,
102-FR, Walz), aktinikus fehér fény (AL, 220 pmol m2 s PFD, KL 1500 LCD,
Schott, Mainz, Németorszag), egyetlen toltésszeparaciot (ST flash, a maximalis
fényintenzitas feléhez tartoz6 csucsszélesség = 1,5 ps, XE-STL/XE-STC, Walz)
valamint tobb toltésszeparaciét eredményezé (MT flash, cstcsszélesség = 50
ms, XF-103/XMT-103, Walz) telitési (> 8000 pmol m-2 s-! PFD) fényimpulzusok.

A 6. A abran egy tipikus, kontroll levélkorongbdl szarmazé P700
abszorbcids tranziens lathat6. FR megvilagitas jelenlétében ST és MT telitési
fényimpulzusok hatasara az oxidalt P700 atmenetileg redukalodik, majd
visszaoxidaldodik az eredeti, impulzus el6tti allapotba. Az ST- és MT-
teriileteket a P700 abszorbcids tranziens fényimpulzust kovets 10, illetve 20 s
1détartamu szakaszaihoz tartozo teriletekbdl szamitottuk (6. A abra). Az ST-
impulzus egyetlen toltésszeparaciot idéz elé a két fotokémiai rendszerben, igy
az 1mpulzust kovet6 abszorbcidés tranziens-valtozashoz tartozé ST-tertilet
megkozelitleg megfeleltethetd a PSII felgl a PSI felé aramlé egyetlen
elektronnak, mely felel6s a P700 redukalasaért. A megfeleltetés nem pontos,
mert az impulzust kovets toltészeparacié utan a toltés az abszorbcids
tranziens idébeli febontasanal nagysagrendekkel gyorsabban rekombinalédik
P700 és kozvetlen elektronakceptorai kozott. Az 50 ms idétartamia MT-
impulzus a két fotokémiai rendszert 6sszekotd elektrontranszportlanc teljes
feltoltéséhez elegend6 szamu toltésszeparaciot eredményez. Ezek az
elektronok szintén redukaljak a P700 kozpontokat, igy az MT-tertlet
megfeleltethet6 a két fotokémiai rendszert 0sszekotd elektrontranszportlanc
teljes elektronkészletének. Az ST/MT hanyados tehat kozelitéleg megadja a
linearis elektrontranszportlancban 1év6 elektronok szamat (Asada és mtsai.,
1992). Az AL-tertletet a P700 abszorbcidés tranziens aktinikus megvilagitast
kovetd 40 s idétartami szakaszahoz tartozé teriilete adja FR jelenlétében (6.
abra, inzert). Ez a terilet aranyos az aktinikus megvilagitas alatt
felhalmoz6dé elektronok szamaval, melyek redukalhatjak a P700-at. Az egy

PSI reakciécentrumra esé sztroma elektronkészlet mennyisége a fenti
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teriiletek aranyaib6l Asada és munkatarsai (1992) szerint az alabbi
Osszefliggés alapjan szamolhaté: (MT tertlet /ST terilet) x [(AL tertilet /MT
tertlet) — 1].

Ops1 értékek meghatarozasahoz, valamint a PSI felé aramlo
elektrontranszport utak elkiilonitéséhez az abszorbcids tranziensek pontosabb,
nagyobb 1idébeli felbontasi nyomonkovetése sziikséges, igy a klorofill
fluoreszcencia és P700 abszorbcié egyideji merésére képes Dual-PAM-100
méromuszert alkalmaztuk. A mtiiszer a PAM-101 késziilék tovabbfejlesztett
valtozata, mely egyrészt nagyobb részletgazdagsaggal képes rogziteni az
abszorbcidés tranzienseket, masrészt integralt fényforrasai és adatvelvevd
egysége, valamint korszerlibb meghajtoprogramja segitségével nagymértékben
megkonnyiti a mérések pontos technikai kivitelezését is. Az abszorbcids
tranziensek a berendezés 830 nm és 875 nm  csucsokkal rendelkezd
mérofényforrasainak abszorbcid-kiilonbségébdl szarmazéd differenciajelek; a
mintavételi slrlség 5 ms/pont. A mérések soran a levélkorongokat a 6. B
vilagitottuk meg: tavoli voros fény (FR, = 720 nm, 128 pmol m2 s! PFD),
aktinikus fehér fény (AL, 339 pmol m2 s! PFD), telitési fényimpulzus (SP,
10000 pmol m2 s PFD).

A ®pg1 értékek meghatarozasanak alapja Klughammer és Schreiber
(1994; 2008) megallapitasa, mely szerint a PSI reakciécentrumok egy nyitott
(P700 A) és két zart — a donor oldal oxidalt allapotabdl (P700* A) illetve az
akceptor oldal redukalt allapotabdl (P700 A-) fakadé — allapotban lehetnek.
Ezen allapotok az aktinikus illetve tavoli voros megvilagitas jelenlétében
alkalmazott telitési impulzusok segitségével a 6. B abran jelélt moédon
azonosithatok, és ®pgr értékét a nyitott allapoti reakcidcentrumok Gsszes
reakciécentrumhoz viszonyitott aranya adja.

Tavoli voros fény (> 700 nm) jelenlétében a P700 oxidalédik, mivel ebbdl
a fénybdl PSI lényegesen tobbet abszorbeal mint PSII. Tavoli vorés fénnyel
torténé megvilagitas befejeztével a P700 redukalddik, s a redukciét kisérd
abszorbciés tranziensek két, illetve harom exponencialis komponenssel jol

1lleszthetdk. A tobbfazisa kinetika hatterében egyesek szerint a PSI populacié
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heterogenitasa allhat (Bukhov és mtsai., 2002), mas szerzdk szerint azonban a
jelenség a PSI felé iranyul6 kiilonb6zé elektrontranszport utak eredménye.
Chow és Hope (2004) kisérleteikben uborkalevelek tavoli voros fénnyel vald
gerjesztésével vizsgaltak a P700 abszorbanciavaltozasait, és azt tapasztaltak,
hogy a megvilagitas végén a P700 redukcidjat kisér6 abszorbcids tranziens
kinetikaja harom exponencialis komponenssel illesztheté jol. DCMU
jelenlétében az els6, gyors fazis gatléodik, mig a Fd-fliggé -ciklikus
elektrontranszport folyamatat gatlé metilviologén jelenlétében a kozépsé fazis
gatolhat6. Mindkét fotoszintetikus gatloszer egyideji alkalmazasaval a P700
redukcids kinetika egyfazisuva valik. Arra kovetkeztettek tehat, hogy a gyors
fazis a PSII reakcidkozpontbdol szarmazé linearis elektrontranszport
allapotardl, a kozépso fazis a ciklikus elektrontranszportrol, végil a lassu fazis
a sztroma donoroktol kiindulé elektrontranszportrol ad tajékoztatast. A P700
redukcigjat kiséré abszorbcids tranziens kinetikajat sotét- és fényadaptalt
mintakon egyarant vizsgaltuk: a sotétadaptalt mintak esetében vizsgalt
abszorbcidés tranziens a 6. B abra szerinti megvilagitasi ciklus elsé 30 s
idétartamt FR megvilagitast kovetd 50 s idétartamu goérbeszakasza, mig a
fényadaptalt mintahoz tartozd tranziens az aktinikus megvilagitast koévetd
utols6 30 s idétartamid FR megvilagitast kovets gorbeszakasza, szintén 50 s

idGintervallumban.

Minden mérést legalabb 4 alkalommal ismételtiink. A kontroll és a

kezelt atlagok kozotti eltérés szignifikanciajat t-probaval hataroztuk meg.

6. abra. Kezeletlen (kontroll) borsé levélkorongok P700 abszorbcids
tranziensei

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 6ran keresztiil 150 pmol m-2 s-'1 PFD ala helyezve, Petri-
csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben. A mérés soran alkalmazott fényforrasokat a
gorbe feletti nyilak és roviditések jelzik. (A) AL-teriilet: a FR jelenlétében alkalmazott AL
kikapcsolasat kovetd 40 s i1dStartamu gorbeszakaszhoz tartozd tertulet. ST-teriilet: FR
jelenlétében alkalmazott ST impulzust koveté 10 s idStartamt gorbeszakaszhoz tartozd
tertlet. MT-teriilet: FR jelenlétében alkalmazott MT impulzust kovetd 20 s idGtartamu
gorbeszakaszhoz tartozé teriilet (Asada és mtsai., 1992). (B) P700 A: nyitott reakciécentrum.
P700+ A: donor oldali oxidacié altal zart reakciécentrum. P700 A-: akceptor oldali redukcid
altal zart reakciocentrum (Klughammer és Schreiber 1994; 2008).
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5. EREDMENYEK ES ERTEKELES

5.1. A NO donormolekulak NO produkciéja nem azonos

A NO donormolekulak fényaktivalt lebomlasa soran felszabadul6 NO
mennyiségét NO elektroddal kovettilk nyomon a két oras, 150 pmol m2 !
PFD fehér fénnyel tortént inkubacié soran. A harom NO donor NO
produkcidjanak kinetikaja az inkubaciés id6 alatt eltérd (7. abra): a GSNO
tartalmu oldatban végig lényegesen magasabb a NO koncentraci6, mint a
masik két donor esetében, annak ellenére, hogy a GSNO a NO produkciéjanak
maximumat mar az inkubaciés 1d6 els6 felében eléri. Az SNP oldat kezdeti NO
termelése a legalacsonyabb, am végig névekvl tendenciat mutat, igy az
oldatban mérhet6 NO koncentraci6 a GSNO oldathoz hasonléan két ora
elteltével is jelent6s. A SNAP oldat NO termelése alacsony, s mar az
inkubaciés 1d6 els6 20 percétdl kezdve meredeken csokkend tendenciat mutat.
A kisérleti rendszerben mindkét NO akceptormolekula hatékonynak bizonyult
(7. abra): a PTIO csaknem teljes mértékben eliminalta a NO-ot a GSNO és
SNP oldatokban, és a Hb is jelentésen csokkentette a GSNO altal termelt NO
mennyiségét. A Hb kisebb mértékli NO eliminaciéjanak oka lehet, hogy a Hb
hem-vasa maga is gyorsithatta a GSNO fotodegradacidjat.

Floryszak-Wieczorek és munkatarsai (2006) korabbi amperometrias
méréseiben, melynek soran a fenti NO donormolekulak NO produkcidjat 35
pmol m-2 s1 fényintenzitas mellett foszfatpufferben vizsgaltak, a NO termelés
kinetikaja hasonld, de mennyisége csaknem egy nagysagrenddel nagyobb. A
fenti eredmények azonban nemcsak kinetikdban, de a NO képzodés
mennyiségében 1is egybevagnak Ederli és munkatarsai (2009) mérési
eredményeivel, mely esetben a GSNO és az SNP NO produkciéjanak
vizsgalata szintén foszfatpufferben, de 400 pmol m2 s PFD mellett tortént a
hemoglobin moddszer segitségével. Ijgy tdnik tehat, hogy kisérleti
rendszerinkben alkalmazott amperometrias NO mérési modszer megbizhato,
mas csoportok eredményeivel is 6sszevethetd adatokat produkal.

Az inkubaci6 soran a SNAP tartalma oldatbél szabadult fel a

legkevesebb mennyiségi NO; kivancsiak voltunk tehat, hogy gyakorol-e hatast
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7. abra. A NO donorok

HA NO produkcidja
§1 A 150 pmol m2 -1 PFD fehér
5 2 SNP fénnyel torténd 2 6ras
g Sano e megvildgitds sordn az alabbi
g SNorhmo Osszetételd 4 ml térfogata
S 1l ——SNAP oldatok NO produkcidjat
Q kovettik nyomon:
F\ 1 mM SNP (SNP),
04
‘ : : : 1 ml SNP és 1 mM PTIO
0 40 80 120 (SNP + PTIO),
I1d6 (perc)
1 mM GSNO (GSNO),
35
B — 1 mM GSNO és 1 mM PTIO
3ol ESUSNP +PTIO ] (GSNO + PTIO),
[
s -GSO+ PTIO 1 mM GSNO és 4 g 11 Hb
S 25} EEEE GSNO + Hb | (GSNO + Hb).
2 [ ISNAP
E (A) Az oldatok NO
S produkcidjanak kinetikaja
2 T n=1).
o 05} 1
= (B) Az oldatokban mért NO
0o koncentracié az inkubéacid

végén (n = 3).

a SNAP-kezelés a borso levélkorongok fluoreszcencia indukciés paramétereire.
A két 6ras inkubaci6 150 pmol m2 s1 PFD fehér fénnyel megvilagitott 1 mM
SNAP oldatban nem okozott valtozast a borsé levélkorongok F/Fm, qP, és NPQ
paramétereiben (8. abra). Ismert tény, hogy a harom vizsgalt NO
donormolekula kozil a SNAP a legkevésbé stabil (Feelisch, 1998); s ezt a
donormolekulakon végzett amperometrias méréseink is jol alatamasztjak (7.B
abra). Irodalmi adatok tanusaga szerint a SNAP biolégiai rendszerekben is
gyorsabban degradalédik (Floryszak-Wieczorek és mtsai., 2006). Valdészind
tehat, hogy a SNAP a két oras inkubacié id6tartamanak végén nemcsak az
oldatban, de a levélkorongok szoveteiben is alacsony NO koncentraciot
eredményezett, igy nem indukalt valtozasokat a wvizsgalt fotoszintetikus
paraméterekben. A kisérleti rendszeriinkben alkalmazott két 6ras inkubacid
célja, hogy biztositsa a levélkorongok egységes fénykezelését, , fénytorténetét”
a fluoreszcencia indukciés és a P700 abszorbcids tranziensek mérése el6tt. Ez
az id6tartam a SNAP szamara azonban tul hossziinak bizonyult: a SNAP tehat
nem alkalmas donormolekula a NO fotoszintetikus elektrontranszportra

gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz.
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Az SNP és a GSNO oldatok az inkubaci6 végén is pM-korili
koncentracidban tartalmaznak NO-ot. Vanin és munkatarsai (2004) ESR
spektroszkopias uton 18 nM g! h'l alap NO termelést mértek Vicia faba és
Arabidopsis thaliana leveleiben, Delledonne és munkatarsar (1998)
kisérleteiben a gombaelicitorral kezelt szdjasejt-szuszpenziokban a NO
koncentraci6 elérte a 2 pM értéket is. Stresszhatas esetén tehat a névényi
sejtekben a NO koncentracidja a nM-os tartomanybdél a pM-os tartomanyba
emelkedhet, mely azonos nagysagrendli a két oras inkubaci6 végén, a NO

donoroldatokban mért NO koncentracidjaval.

5.2. A GSNO és az SNP hatasanak NO-specificitasa

Az SNP és GSNO NO termelése tehat lényegesen magasabb, s mindkét
NO donor szignifikans valtozasokat indukalt a borsé levélkorongok
fotoszintetikus paramétereiben. A NO specifikus hatasanak bizonyitasahoz
megvizsgaltuk a NO bomlastermékeinek és a GSNO fotolizisekor keletkezo
GSSG-nek a levélkorongokra gyakorolt hatasat.

1.0
T [ Jkontroll

084 1 [ NO |

B GSSG

I SNAP
0.6 4
0.4 y
0.2 .
0.0 e ——— e — S —

FIF_ qgP NPQ

8. abra. NO oxidativ bomlastermékei, GSSG és SNAP hatasa borsé
levélkorongok fotoszintetikus paramétereire

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 6ran keresztiil 150 pmol m2 s PFD fehér fény
aléa helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kontroll), 0,2 mM
NaNO:2 és 0,2 mM NaNOs oldatban (NOx), 0,56 mM GSSG oldatban (GSSG), 1 mM
SNAP oldatban (SNAP), majd a levélkorongokat 15 percig soététadaptaltuk.
(n=4).
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5.2.1. A NO bomlastermékei és a GSSG nem modositja a borsé levélkorongok

fotoszintetikus paramétereit

Oxigéntartalmu vizes oldatokban a NO donorok altal felszabaditott NO
vizzel és oxigénnel reakcidba lépve gyorsan NOgz- és NOs-anionna alakul
(Takahashi és Yamasaki, 2002). A leveg6 oxigénjével reagalva a NO NOgq-gazza
oxidalédik, mely ismert fotoszintetikus gatlészer (Yamasaki 2000). Hatasat
valoszintileg nitrition formajaban fejti ki, hiszen a ndévényi szovetek vizes
kozegébe lépve NOg-ionna alakul (Wellburn, 1990). A 150 pmol m<2s!
intenzitasu fehér fénnyel megvilagitott 0,2 mM NaNOz és 0,2 mM NaNOs
tartalmi oldatban két o6ran at inkubalt levélkorongok fotoszintetikus
paramétereiben azonban nem toértént valtozas (8. abra). Emellett az 1 mM
SNAP is hatastalannak bizonyult, noha a molekulabdl felszabadulé NO
szintén NOg- és NOs-anionna alakulhatott. E két kisérlet bizonyitja, hogy a
NO oxidativ bomlastermékei nem gyakoroltak hatast a borsé levélkorongok
vizsgalt fotoszintetikus folyamataira a vizsgalt koncentraciétartomanyban.

A GSNO fotolitikus bomlasakor NO mellett GSSG is keletkezik az
alabbi reakcid szerint:

2 GSNO — 2 NO + GSSG (7)

A GSSG redoxaktiv molekulaként befolyasolhatja a kloroplasztisz redox
szignalizacios folyamatait, példaul a ferredoxin-tioredoxin rendszert, mely
fontos szerepet jatszik a Calvin-ciklus egyes enzimjeinek szabalyozasaban.
Michelet és mtsai., (2005) bemutattak, hogy 5 mM GSSG 5 6ras inkubacié
soran glutationalja a Calvin-ciklus enzimjeinek szabalyozasaban kulcsszerepet
jatsz6 tioredoxin-f molekulat. Ez a reakci6 gatolja a Calvin-ciklus
fényaktivaci6jat, mely Dbefolyasolhatja a  fluoreszcencia  indukcids
paramétereket. A GSSG emellett a violaxantin de-epoxidacié gatlasan
keresztil hatassal lehet az NPQ folyamatokra is, noha a hatas gyengének
mondhatd, hiszen a redukalt glutation még 2,5 mM koncentracioban sem
okozott jelent6s gatlast (Xu és mtsai., 2000). Kisérleteinkben a
sztochiometrikus, 0,5 mM koncentraciéban alkalmazott GSSG a két oras
inkubacié soran 150 pmol m2s! intenzitasu fehér fény jelenlétében nem

okozott valtozast a vizsgalt fluoreszcencia indukciés paraméterekben (8. abra).
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5.2.2. Az SNP fotolitikus bomldastermékei gdtoljak a borsé levélkorongok

fotoszintetikus aktivitasdat

Az SNP PSII elektrontranszport folyamataira gyakorolt hatasanak in
vivo vizsgalatahoz Osszehasonlitottuk a desztillalt vizben, 1 mM SNP-
oldatban, valamint 1 mM SNP és 1 mM PTIO tartalmu oldatban két 6ran at
150 pmol m2s! fehér fénnyel megvilagitott borsé levélkorongok Qa-
reoxidacidjat. A mérés soran a flash-indukalt Qa-redukcié hatasara a klorofill
fluoreszcencia hozam hirtelen megemelkedik, majd az azt kovets sotét
szakaszban a Qa  reoxidacidja miatt lecseng. A fluoreszcencia relaxacidjat egy
gyors (= 800 us), egy kozépsd (= 190 ms) és egy lassu (10 s) fazis jellemzi (9.
abra). Az SNP-kezelés eredményeként a gyors fazisban sem az idéallandokban,
sem az amplitidokban nem tapasztalhaté kilonbség. A kozépsé fazisban az
1 mM SNP kezelés hozzavetblegesen 548 ms-ra novelte az idéallandét, mely a
specifikus NO akceptor, a PTIO jelenléte mellett gyakorlatilag valtozatlan
maradt (III. tablazat). A kozépsé fazis amplitudéja 1 mM SNP kezelés
hatasara megemelkedett, am ezt a hatast a PTIO csak részben csokkentette.

A DCMU (3-(3,4-diklorofenil)-1,1-dimetilurea) a  Qp-kotShelyre
kapcsolédva blokkolja a Qa- linearis elektrontranszporttal valé reoxidacidjat,
igy DCMU jelenlétében a fluoreszcencia toébbkomponensi relaxacidja
egykomponensivé valik, mely 1-2 masodperces idéallandéval jellemezhetd, és
a Qa- vizbonté komplex So allapotaval valé rekombinaciéjat mutatja. Az SNP-
vel kezelt, majd DCMU-val vakuum-infiltralt levelekben a kontrollhoz képest
a fluoreszcencia lecsengése nem volt teljes (9. abra), de ezt a hatast a NO-

donorhoz adott PTIO csaknem teljesen megsziintette (III. tablazat).
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9. abra. SNP hatasa a fluoreszcencia lecsengés kinetikara

A mérések elétt a levélkorongokat 2 éran keresztiil 150 pmol m-2 s-1 PFD fehér fény ala
helyezett Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kér), 1 mM SNP oldatban
(négyzet), majd a levélkorongokat 15 percig sotétadaptaltuk (fehér szimbo6lumok),
esetenként 100 pM DCMU-val infiltraltuk (fekete szimbdélumok). A gérbéket azonos
magassagra normalizaltuk, minden gorbe 4 mérés atlagat mutatja.

A 0,2 mM SNP-kezelés komoly valtozast okozott a borsé levélkorongok
fluoreszcencia indukciés paramétereiben is (10. abra). Korabbi tanulmanyok
szerint a maximalis kvantumhasznositast a NO-donorok koziil a SNAP nem
befolyasolja (Takahashi és Yamasaki, 2002), az SNP pedig csokkenti (Yang és
mtsai.,, 2004). Az SNP-molekula 6t CN- és egy nitrozil ligandummal
rendelkezik, melyek fotolabilitasa hullamhossz-fiigg6é (Shishido és de Oliveira,
2001). Ha a gerjeszt6 fény hullamhossza (Airr ) > 480 nm, a molekula fotolizise
soran CN- nem, csak NO szabadul fel, viszont Air < 480 nm esetén a NO
mellett CN- is megjelenik. Korabbi klorofill fluoreszcencia indukcids
vizsgalatokban az SNP fotolizisének hullamhosszfiiggését nem vették
figyelembe, igy NO és a CN- egylittes hatasat vizsgaltak. A 0,2 mM SNP-
kezelés cianidhatédsanak  ellendrzéséhez  kisérleteinkben az  SNP-t

sztochiometrikus mennyiségl (1 mM) KCN-dal helyettesitettiik.
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10. abra. SNP, KCN
és GSNO hatasa borso
levélkorongok
fotoszintetikus
paramétereire

A mérések elGtt a
levélkorongokat 2 Oran
keresztiil 150 pmol m=2 s!
PFD fehér fény ala
helyezve, Petri-csészében
inkubaltuk 4 ml desztillalt
vizben (Kontroll), SNP,
KCN és GSNO tartalmu
oldatban. A PTIO és a Hb

mg ml-1 értékre allitottuk.

A levélkorongok Fv/Fm (A)
értékeit az inkub4cié utan,
15 perc so6tétadaptalast
kovetGen hataroztuk meg.
A qP (B) és NPQ (C)
értékeket 130 pmol m-=2 g1
intenzitasu vOros AL
fénnyel torténd 30 perces
megvilagitas végén
hataroztuk meg.

Az oszlopok mérési atlagok
a szoéras feltiintetésével (n

= 4). A csillagok az alabbi

szignifikanciaszinteket
jelolik:

*P < 0,05;

**P<0,01;

***P < 0,001.
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Az SNP, KCN és GSNO borsé levélkorongok fluoreszcencia indukciés
paramétereire gyakorolt hatasat a 10. abra oOsszesiti. Jol latszik, hogy a
haromféle anyag mindegyike csokkenti az F./Fn és a qP értékeket. A
legmarkansabb hatast mindkét paraméter esetében a 0,2 mM SNP-kezelés éri
el, melyet az SNP jelenlétében alkalmazott Hb teljes mértékben eliminal. A
PTIO, mely specifikus NO akceptormolekula és CN--dal nem reagal (Bethke és
mtsai., 2006b), azonban csak részben ellensilyozza az SNP hatasat: az SNP és
PTIO jelenlétében megfigyelhet6 Fv/Fn- és qP-csokkenés elmékeztet az 1mM
KCN altal eldidézett valtozasokra. Ezek az eredmények vilagosan mutatjak,
hogy az SNP fotolizisekor a NO mellett CN- is felszabadul, s az SNP mindkét
fotolitikus terméke redukalja a PSII fotokémiai aktivitasat in vivo. Az
adatokbdl az is kideriil, hogy a Hb nem specifikus NO akceptor: a NO mellett a
CN--ot 1s eliminalja, hiszen az oxidalt allapotd Hb NO jelenlétében
methemoglobinna alakul (Feelisch, 1998), mely CN--dal reagalva
cianmethemoglobint képez (Cannan, 1955).

Erdekes médon a levélkorongok steady-state nemfotokémiai kioltasa 1
mM GSNO hatasara csokken, 0,2 mM SNP hatasara viszont a kétszeresére
emelkedik, s6t, a KCN-kezelés tobbszorés NPQ emelkedést idéz el6. Az SNP és
PTIO jelenlétében az NPQ paraméter értéke a KCN altal kivaltott szintre
emelkedik, ha viszont az SNP mellé Hb-t adunk, az NPQ a kontroll szintjére
esik vissza. Az eredmények alapjan tehat a CN- emeli, a NO pedig csokkenti az
NPQ szintjét. A PTIO, illetve Hb jelenlétében végzett SNP-kezelés szintén az
SNP cianid- és NO-produkcidjat igazolja.

Kisérleteinkben alkalmazott 0,2 mM SNP tehat drasztikusan
modositotta a borsd levélkorongok fotoszintetikus paramétereit. Az SNP
fényaktivalt bomlasa soran a NO mellett felszabadul6 CN- megneheziti a NO
hatasanak pontos kiértékelését, hiszen a fotoszintézis folyamatat tébb ponton
is gatolja. A CN- mar kis mennyiségben gatolja a Rubisco enzimet (Wishnick és
Lane, 1969), és az aszkorbat-peroxidaz enzim gatlasaval hidrogén-peroxid
felhalmozodast okozhat (Forti és Gerola, 1977), mely koélcsonhatva a Calvin-
ciklus egyes enzimjeinek fényaktivacidjaban szerepet jatszdé szabad tiol-

csoportokkal koélecsonhatva késlelteti a Calvin-ciklus aktivalédasat (Kaiser,
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1979). A CN- =1 mM koncentraciéban kozvetleniil gatolja a klororespiracioban
szerepet jatszo PQ-oxidazt is (Garab és mtsai., 1989). Kisérleteinkben a PTIO
csak részben ellensulyozta az SNP-kezelés hatasat, és az SNP-kezelés nyoman
fellép6 CN--hatas kozvetlen KCN-kezeléssel is reprodukalhaté. Az SNP a
jarulékos CN--felszabadulas miatt tehat — a SNAP-molekuldahoz hasonlé
moédon — szintén nem alkalmas NO donor a NO fotoszintetikus
elektrontranszportra gyakorolt hatasana in vivo feltarasahoz.

Az exogén NO-kezelés a NO élettani hatasainak feltérképezésére széles
korben alkalmazott eljaras. NO forrasok kozott a NO-gaz alternativajaként
gyakran esik a valasztas a kulonb6z6 NO donormolekuldkra, hiszen
hasznalatuk viszonylag egyszerd, ugyanakkor a kisérleti rendszerek igen
széles skdlajan alkalmazhaték. Am a forgalomba keriil§ donormolekuldk NO
produkcidjat szamos tényez6 befolyasolhatja, igy NO termeléstik altalaban
eltér6. Emellett a NO kvantifikalasa, kiilonésen in vivo korilmények kozott,
nem konnyl feladat, s a mért eredmények pontossagat gyakorta vitatjak
(Planchet és Kaiser, 2006). Mindezek tiikrében nem meglepd, hogy az egyes
NO donorok altal produkalt NO mennyisége hivatkozasonként mas és mas
(Delledonne, és mtsai., 1998; 2001; Lum és mtsai., 2005). A helyzetet neheziti,
hogy a NO donormolekulakbél a NO esetenként kilonb6zé redoxforméaban
képzddik, melyek hatasa eltérd, s6t ellentétes is lehet (Murgia és mtsai., 2004).
Bomlasuk soran a NO mellett mas anyag is felszabadulhat: az SNP
bomlasakor példaul CN- is felszabadul, mely megzavarhatja az eredmények
kiértékelését. A fenti eredmények tiikrében vilagos, hogy az SNP
fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasaban példaul NO és CN- is
szerepet jatszik. A CN- hatasa ugyanakkor nem érvényesiil az SNP indukalt
sztomazaras folyamataban (Wilson és mtsai., 2008). Indokolt tehat az érdemi
vizsgalatok el6tt a kisérleti koriilményeinkhez leginkabb megfelel6 NO donor
kivalasztasa, kémiai tulajdonsagainak megismerése.

A fenti kisérletek vilagosan bemutatjak, hogy kisérleti céljainknak a
SNAP az alacsony NO produkcidja és az SNP jarulékos CN--termelése miatt
nem megfelel6 NO donor. A GSNO viszont idealis, hiszen a GSNO-kezelések

hatasaért kizardlag a molekula bomlasakor felszabadulé NO a felelds.
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II1. tablazat. Fluoreszcencia lecsengés kinetika analizise

A 9. és 11. abrahoz hasonlé médon, a mérések elétt a levélkorongokat 2 éran keresztiil 150 pmol m2 s-1 PFD fehér fény ala
helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kontroll), illetve NO donor- és akceptormolekulak 1 mM
koncentraciéju oldataban, majd a levélkorongokat 15 percig sététadaptaltuk, esetenként DCMU-val infiltraltuk. A mért
tobbkomponenst gorbék felbontasahoz hasznalt illesztés két exponencialis (gyors és kozepes fazis) és egy hiperbolikus
komponensbdl (lassu fazis) all. Az értékek az illesztés eredményeképpen kapott idéallandok (t) és szérasértékek. A
zarojelben 1évG értékek a valtozo fluoreszcencia maximalis értékére vonatkoztatott szazalékos értékek (A) a szoras
feltiintetésével.

Gyors fazis t (A1 [%]) Ko6zépso fazis t (Az [%]) Lassu fazis t© (As [%]) Ao

ps ms S %

DCMU hozzaadasa nélkil

kontroll 800 + 40 (51 + 1,4) 194 + 31 (14 £ 0,9) 10,5 + 0,8 (35 + 0,8) - (0)
GSNO 790 + 50 (45 £+ 1,4) 430+ 62 (18 +1,4) 11,7+ 2,1 (35+1,3) 1,8+1,4
SNP 910+ 50 (48 + 1,3) 548 £+ 73 (20 £ 1,4) 15,4 + 3,6 (30 £ 1,4) 2,4+ 1,6
GSNO+PTIO 720 + 40 (45 + 1,5) 312+ 44 (17+1,1) 9,4+ 0,8 (38 + 1,1) - (0)
SNP+PTIO 890 + 50 (45 + 1,3) 220 + 31 (18 1,1) 6,7+ 0,6 (37 + 1,1) - (0)
DCMU hozzaadasaval

kontroll - (0) - (0) 1,6 £ 0,0 (100 + 0,4) 0
GSNO - (0) - (0) 1,2+ 0,1 (49 + 0,6) 51+ 0,5
SNP - (0) - (0) 2,7+0,1(71+0,7) 29+ 0,6
GSNO+PTIO - (0) - (0) 2,5+0,1(73+0,7) 27+ 0.6

SNP+PTIO - (0) - (0) 2,7+0,1 (94 +0,7) 57+0,6
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5.3. ANO (GSNO) hatasa borsé levélkorongok fotoszintetikus

elektrontranszportjara

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

A PSII terminalis elektronakceptora két kinon, melyek kozott egy nem-
hem (IT) vas helyezkedik el. A Qa egy, a QB két elektron fogadasara képes. A
két kinon kozotti elektronatadas sebessége fiigg a nem-hem (II) vas
koordinacidés kornyezetétol, melyben a D1 és D2 fehérje alegység két-két
hisztidinje mellett az 6todik és a hatodik koordinaciés hely valamelyikén a
bikarbonat talalhaté (Petrouleas és Diner, 1990; Kern és mtsai., 2005). A NO
és mas kis molekulak, igy a CN- és F- a nem-hem (II) vashoz a bikarbonattal
kompetitiv moédon, reverzibilisen kotédnek (Goussias és mtsai., 2002). Izolalt
tilakoidokon végzett kisérletekben bizonyitottak, hogy a NO kotodése utan a
kinonmolekulak kozotti  elektronatadas sebessége lelassul (Diner és
Petrouleas, 1990). A NO a Qa redukalt akceptor jelenléte mellett is képes a
vashoz kotddni, ugyanis a Qa redukcidja a bikarbonat és a vas kozotti kotést
gyengiti (Goussias és mtsai.,, 2002). Az elektronatadodas sebessége a NO
hozzaadasa utan nem csak az akceptor oldalon, de a donor oldalon is
csokkenhet: in vitro kisérletek bizonyitjak a NO tirozin Yp gyokkel és a
vizbonté komplex Mn-csoportjaval valé kélesonhatasat. Ez utobbit a NO S.o
allapotuva redukalja, melyet oxigén elektrodos, klorofill fluoreszcencias és
EPR kiséreltekkel igazoltak (Schansker és mtsai., 2002).

A NO a PS II donor és akceptor oldali gatlasanak in vivo bizonyitasara
GSNO-val kezelt borso levelek Qa- reoxidaciéjat kezeletlen, és a GSNO mellett
PTIO-val kezelt levelek reoxidaciés kinetikajaval hasonlitottuk ©ssze. A
GSNO-kezelés a gyors fazisban sem az id6allandékban (t), sem az
amplitudékban (A) nem okozott valtozast, ami 6sszhangban van Diner és
Petrouleas (1990) eredményeivel, ahol csak a masodik flash utan tapasztaltak
lassulast. A kozéps6 fazisban az 1 mM GSNO-kezelés hozzavetilegesen 430
ms-ra novelte az iddallandot, mely a specifikus NO-donor, PTIO jelenléte

mellett 310 ms-ra csokken (III. tablazat). A kozéps6 fazis amplitidéja 1mM
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GSNO-kezelés utan megemelkedett, s ezt a valtozast 1 mM PTIO jelenléte
csak kis mértékben ellensilyozta. A kozéps6 fazis lassulasa arra utal, hogy a
NO a PQ-molekulak Qp-kotGhelyre valéo kotodését gatolja, az amplitido
novekedése pedig azt jelzi, hogy a NO donorokkal val6 el6kezelés utan a flash
pillanataban csak kevés Qgp-kotShely tartalmazott PQ-molekulat. Mérési
eredményeink szerint a NO tehat csokkenti az elektrontranszport sebességét
Qa és Qg kozott, mely alapjan erdésen valdszintlsithets, hogy a NO in vivo is

kompetitiven kotédik a nem-hem (II) vashoz (11. abra, III. tablazat).
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11. Abra. GSNO hatasa a fluoreszcencia lecsengés kinetikara

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 éran keresztil 150 pmol m-2 st PFD fehér fény ala
helyezett Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kér), 1 mM GSNO oldatban
(négyzet), majd a levélkorongokat 15 percig sotétadaptaltuk (fehér szimbolumok),
esetenként 100 pM DCMU-val infiltraltuk (fekete szimbdélumok). A gérbéket azonos
magassagra normalizaltuk, minden gorbe 4 mérés atlagat mutatja.

DCMU jelenlétében a fluoreszcencia relaxacidja a Qa  vizbonté komplex
So redoxallapotaval valé rekombinacidjat tikrozi. A GSNO-kezelés utan
DCMU-val infiltralt levelekben a fluoreszcencia lecsengése a kontrollhoz
képest elmarad (11. abra), amely a GSNO-hoz adott PTIO esetében sokkal
kisebb mértékd volt (III. tablazat). Ez a noévekedés korrelal Schansker és
munkatarsai (2002) korabbi eredményével, amely szerint a NO a vizbonto
komplexek tulnyomé tobbségének Mn-klaszterét S.2 redoxallapotuva
redukalja. Mérési eredményeink arra utalnak tehat, hogy a Qa azért nem
képes az Sg allapottal rekombinalédni, mert a NO redukalja, vagy inaktivalja

a Mn-csoportot, esetleg redukalja a Yp' tirozin gyokot.
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5.3.2. A Kautsky-gorbe kinetikdjanak vdltozasa donor és akceptor oldali gatlast

mutat

A donor és akceptor oldali gatlast Kautsky-gorbék felvételével is
megvizsgaltuk. Sotétadaptalt borsé leveleket 130 pmol m2s! intenzitasa
voros fénnyel 3 masodpercre megvilagitva jellegzetes Kautsky-gorbét kaptunk
(Lichtenthaler, 1992), melynek soran a klorofill-a fluoreszcencia egy minimalis
(Fo) szintrél egy lokalis (F1) maximumon keresztil (Fp) maximalis értéket ér el
(12. abra). 1 mM GSNO-kezelés hatasara kozel kétszeresére emelkedett az Fr,
ami arra utal, hogy az elGrefelé mutatd elektrontranszport gatléodik a Qg-t
lassabban redukalni képes reakciécentrumok aranyanak névekedése miatt. Az
Fp szint a kontroll érték 43%-ara csokkent, az Fo fluoreszcenciaban viszont
jelentGs eltérést nem tapasztaltunk. Az Fi-Fp gorbe maximalis meredeksége 1
mM GSNO alkalmazasaval szintén jelent6sen csokkent, ami 4 mg ml! Hb
hozzaadasaval megakadalyozhaté volt. Az Fp szint cstékkenése és az Fi-Fp

gorbe csokkend meredeksége az elektronatadas donor oldali gatlasara utal.
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12. abra. A NO hatasa a Kautsky-gorbe kinetikajara

A mérések elétt a levélkorongokat 2 éran keresztiil 150 pmol m-2 s-1 PFD fehér fény ala
helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kontroll), 1 mM GSNO
(GSNO) és 1mM GSNO + 4 mg ml-! Hb oldatban (GSNO + Hb), majd a levélkorongokat 15
percig s6tétadaptaltuk. A kezelés utan gyors fluoreszcencia gorbét 130 pmol m-2 s-1 PFD, 3 s
hosszisagu voros fény mellett rogzitettiik. A megvilagitas kezdetét és végét nyilak jelzik.
Mindharom gorbe 5 mérés atlagat mutatja.
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5.3.3. A NO hatasa a klorofill fluoreszcencia indukcios paraméterekre

Borsé levélkorongok fluoreszcencia indukcidés paramétereinek — Fy/Fp,
qP és NPQ értékek — meghatarozasa el6tt a levélkorongokat 2 oran at
inkubaltuk 1 mM GSNO oldatban, esetenként Hb jelenlétében. A GSNO-
kezelés hatasara csokkent az F./Fr, hanyados és qP értéke is, azaz a NO néveli
a zart PSII reakcidocentrumok aranyat. A csokkenés azonban Hb jelenlétében
nem tapasztalhaté. (13. abra). Az eredmények megeré6sitik a fluoreszcencia
lecsengés kinetikajabodl nyert adatokat, amelyek a Qa- (zart reakcidokozpontok)
felhalmozodasara utalnak.

1.0

08 T

*k%k

F/F

0.4

+Hb +Hb
kontroll GSNO 1 mM kontroll GSNO 1 mM

13. abra. A NO hatasa F./Fn és qP paraméterre

A mérések elétt a levélkorongokat 2 éran keresztiil 150 pmol m-2 s-1 PFD fehér fény ala
helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (Kontroll), 1 mM GSNO
oldatban, majd a levélkorongokat 15 percig sététadaptaltuk. A Hb koncentraciéjat 4 mg ml-!
értékre allitottuk. A qP és NPQ értékeket 130 pmol m-2 s-1 intenzitdsd vorés AL fénnyel
torténd 30 perces megvilagitas végén hataroztuk meg. Az oszlopok mérési atlagok a széras

feltiintetésével (n = 4). A csillagok az alabbi szignifikanciaszinteket jelolik: **P < 0,01 és
***P < 0,001.

A transztilakoid ApH  mértékét meghatarozza a  linearis
elektrontranszportlanc sebessége és az ATP-szintaz aktivitasa is. A NO
hatasara lassul6 elektrontranszport lanc miatt a tilakoid lumen kevésbé lesz
savanyu, igy az energiafiiggd kioltason (qE) keresztiil NPQ értéke csokkenhet.
Kisérleteinkben a GSNO koncentracio-fliggé moédon csokkentette a NPQ, a qE

és a ql értékeit, a hatas Hb hozzaadasaval eliminalédott (14. abra).
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14. abra. A NO hatasa az NPQ paraméter és a qE, ql komponensek
értékére

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 éran keresztil 150 pmol m-2 st PFD fehér fény ala
helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (Kontroll), GSNO kilonbézé
koncentracidja oldataiban, majd a levélkorongokat 15 percig soététadaptaltuk. A Hb

koncentracidjat 4 mg ml-! értékre allitottuk. A NPQ értékeket 130 pmol m-2 s-1 intenzitasu
voros AL fénnyel torténd 30 perces megvilagitas végén hataroztuk meg. Az oszlopok mérési

atlagok a széras feltintetésével (n = 4). A csillagok az aldbbi szignifikanciaszinteket
jelolik: *P < 0,05 és **P < 0,01.

A GSNO azonban nem csak az NPQ mértékét befolyasolta, de a
tranziens NPQ kinetikajat is megvaltoztatta (15. A abra), am a hatas Hb
jelenlétében megszilinik. Ez az NPQ tranziens kinetikajaban hasonlit a Finazzi
és munkatarsai (2004) altal arpa levelekben leirt reakciécentrum-tipusa
nemfotokémiai kioltasra. A jelenség sotétadaptalt noévények gyenge
megvilagitasanak elsé perceiben 1ép fel, s oka a linearis elektrontranszport
gyors aktivaciojabol fakadé atmeneti tulsavanyodas a tilakoid lumenben,
melyet feltételezésiik szerint tovabb fokozhat a ciklikus és pszeudociklikus
elektron transzport (Mehler-reakcid). A kioltast végil az elektrontranszportnal
lassabban  aktivalédé  Calvin-ciklus  szlinteti meg, csokkentve a
protonakkumulaciét és a redoxnyomast. A novekvé koncentracidban
alkalmazott GSNO hatasara az NPQ amplitaddék emelkedése és az aktualis

kvantumhasznositas (®psi) csékkenése kozott linearis az osszefiiggés (15. B
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abra), mely igazolhatja, hogy a megvilagitas kezdetén a reakciécentrumok

nagyobb hanyada kapcsol at hddisszipalé allapotba a fotokémiai munkavégzés

helyett. Noha a NO Calvin-ciklus aktivaciéjara gyakorolt fékezé hatasa jol

magyarazna a NO hatasara bekdvetkez6 valtozast a tranziens

NPQ

kinetikaban, a NO jelenlétében tapasztalhatéo kontroll értékek alatti NPQ

szint alapjan nem valészinl, hogy a NO csékkenti a Calvin-ciklus maximalis

sebességét. A tranziens NPQ moédositasanak hatterében allo okok tisztazasa

tehat tovabbi kisérletek feladata.

1.0

—l— kontroll A
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—0—1 mM GSNO+Hb
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15. abra. A NO hatasa az
NPQ tranziensre

A mérések el6tt a
levélkorongokat 2 oran
keresztiil 150 pmol m=2 st PFD
fehér fény ala helyezve, Petri-
csészében inkubaltuk 4 ml
desztillalt vizben (kontroll), 0,5
és 1 mM GSNO oldatban, majd
a levélkorongokat 15 percig
sotétadaptaltuk. A Hb
koncentracidjat 4 mg ml-1
értékre allitottuk. A mérés alatt
a levélkorongokat 130 pmol
m=2gsl intenzitdasi vorés AL
fénnyel vilagitottuk meg. Az
értékek mérési atlagok a szoras
feltiintetésével (n = 4).

(A) NPQ idéfiigg6 valtozasa.

(B) A NPQ és ®psu kozotti
Osszefliggés.
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5.3.4. A NO hatasa a P700 abszorbcios tranziensekre

A NO PSI elektrontranszport folyamataira gyakorolt hatasanak
vizsgalatahoz a 6. abra szerinti megvilagitasi ciklusok alatt nyomonkovettiik a
levélkorongok P700 abszorbcids tranzienseit, és Osszevetettiik a gorbékbol
szamithat6 PSI paramétereket (16. abra). A PSIl-ben tapasztalt gatlassal
szemben a GSNO-kezelés nem mddositja a PSI effektiv kvantumhasznositasat
(®ps1), am kismértékben emeli az egy PSl-re esG elektronok szamat a két
fotokémial rendszert 6sszekotd elektron-transzportlancban, és a sztromaban
is. Ez utébbi hatasok Hb jelenlétében eliminalédnak.

Meglep6, hogy a NO enyhén wugyan, de emeli a linearis
elektrontranszportlanc elektronkészletét, hiszen a NO PSII elektronatadasi
folyamataira gyakorolt gatlé hatasa lassitja a PQ-készlet redulalodasat, és a
csokkené steady-state NPQ értékek is lassuld elektrontranszportra utalnak. A
PSI zavartalan mikédését jelzi a valtozatlan ®psi érték, mely szintén az
elektrontranszportlanc elektronkészlet-csokkenésének kedvez. A PQ-készlet

tagjait azonban a PSII feldl érkezd elektronok mellett a Fd-fliggd ciklikus
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16. abra. A NO  Thatasa @®psi értékére, illetve a linearis
elektrontranszportlanc és sztromadonorok elektronszamara

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 6ran keresztil 150 pmol m-2 s PFD (A), illetve 300
pmol m-2 g1 PFD (B) fehér fény ala helyezve, Petri-csészében inkubaltuk 4 ml desztillalt
vizben (kontroll), 1 mM GSNO (GSNO) és 1ImM GSNO és 4 mg ml-! Hb oldatban (GSNO +
Hb), majd a levélkorongokat 15 percig sotétadaptaltuk. (A) A linearis
elektrontranszportlanc és sztromadonorok elektronszamat az AL-, ST- illetve MT-tertiletek
alapjan szamitottuk Asada és munkatarsai (1992) alapjan (6. A abra). (B) ®@ps1 értékét a 6.

/////

alapjan hataroztuk meg Klughammer és Schreiber (1994; 2008) moddszere szerint. Az
oszlopok mérési atlagok a szdris feltiintetésével (n = 4).
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elektrontranszport révén a PSI-b6l szarmazé elektronok, valamint a
sztromadonorok is redukalhatjak. Méréseinkbdl kideril, hogy a GSNO a
sztromadonorok PSI redukcidjara fordithaté elektronkészletében is enyhe
emelkedést okoz. Ezért megvizsgaltuk a GSNO-kezelés hatasat a P700
redukcidjat kisér6 abszorbcids tranziensek tobbfazisi kinetikajara, hogy
lassuk, a NO a PSII-eredetd linearis elektrontranszport csokkentése mellett
befolyasolja-e a PSI-b6l kiindul6 ciklikus illetve sztoma donoroktél szarmazé
elektrontranszport utakat, valamint ezek egymashoz viszonyitott aranyat.

A GSNO-kezelés nem okozott jelentlés valtozasokat P700 redukcids
kinetikajaban sem (IV. tablazat). A kezelés a sotétadaptalt mintak esetében a
gyors fazis amplitiddjanak kis mértékd csokkenésével és a kozépssd fazis
amplitidéjanak enyhe emelkedésével jart. Ezek a kis valtozasok azonban jol
tukrozik a linearis elektrontranszportlanc elektronkészletének enyhe emelke-
dését, bar a GSNO Hb jelenlétében is noveli koézépsé fazis amplituddojat. Az
eredmények Osszeegyeztethet6k a NO PSII elektrontranszportjara gyakorolt
hatasaval is: a NO hatasara lassul6 linearis elektrontranszport aranya enyhén
csokken a ciklikus elektrontranszport javara. A fényadaptalt mintak P700
redukcids kinetikai harom exponencialis helyett csupan kettével illeszthetdk: a
gyors fazis eltlinik és a lassu fazis id6allandéi cs6kkennek. A GSNO-kezelés a
fényadaptalt mintakban csokkenti a kozépsé és lassu fazis iddallandojat, mely
a ciklikus és sztromadonoroktél kiinduld elektrontranszport utak élénkilésére
utal, azaz a linearis elektrontranszportlanc elektronkészletének névekedése
(16. A abra) ciklikus elektrontranszport eredet lehet.

Schansker és munkatarsai (2003) nem két hullamhossz kiillonbségébdl
szarmazoé differenciajelet, hanem a 820 nm hullamhosszon kapott abszorbcids
tranzienseket vizsgaltak. Véleményilk szerint a gyors fazis hatterében P700 és
kozvetlen elektronakceptorai kozotti toltésrekombinacié, mig a lassu fazis
hatterében a plasztocianin redukcidja allhat. Az aktinikus megvilagitas
eredményeképpen a sotétadaptalt novényekben a Fd-NADP+-oxidoreduktaz,
vagy a Calvin-ciklus inaktivitasa nyoman tapasztalhatdé akceptor oldali PSI
limitacié (Schansker és mtsai.,, 2003) megszilinhet, mely eredményezheti a

redukcids kinetika gyorsabb lecsengését és a gyors fazis eltlinését is.
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IV. tablazat. P700 redukcio kinetikajanak analizise

A mérések el6tt a levélkorongokat 2 6ran keresztiil 150 pmol m-2 s’ PFD fehér fény ala helyezve, Petri-csészében
inkubaltuk 4 ml desztillalt vizben (kontroll), 1 mM GSNO oldatban (GSNO), illetve 1 mM GSNO és 4 mg ml-! Hb oldatban
(GSNO + Hb), majd a levélkorongokat 15 percig sotétadaptaltuk. A tobbkomponens( gérbék felbontasahoz hasznalt
1llesztés harom (a fényadaptalt mintak esetében két) exponencialis komponensbdl (gyors, kozépsd, és lassu fazis) all. Az
értékek az illesztés eredményeképpen kapott idéallandodk (t) és szorasértékek. A zardjelben 1éve értékek az abszorbceids
tranziensek maximalis értékére vonatkoztatott szazalékos értékek (A) a szoéras feltiintetésével. A sotétadaptalt mintahoz
idGtartamu gorbeszakaszhoz tartoznak, mig a fényadaptalt mintahoz tartozé illesztés az aktinikus megvilagitast kovetd
utolsé 30 s idétartamd FR megvilagitast kovetd gorbeszakaszon tortént, szintén 50 s iddintervallumban.

Gyors fazis t© (A1 [%]) Kozépso fazis t (As [%]) Lassu fazis t© (As [%])

S S S

sotétadaptalt mintak

kontroll 0,28 + 0,10 (26 = 10) 1,34 + 0,48 (39 + 7,4) 10,2 + 2,80 (31 + 3,7)

GSNO 0,22 +0,07 (20 + 7,4) 1,28 + 0,42 (43 + 4,0) 9,20 + 1,35 (33 £5,7)

GSNO + Hb 0,20+0,11 (23 + 8,8) 0,93 +0,39 (43 + 7,6) 7,92 + 2,46 (31 + 2,0)
fényadaptalt mintak

kontroll —(0) 1,34 + 0,60 (65 + 8,2) 6,93 + 2,23 (37 + 6,1)

GSNO —(0) 0,93 + 0,27 (64 + 6,2) 5,25+ 1,51 (36 = 4,0)

GSNO + Hb —(0) 1,20 £ 0,35 (61 + 5,9) 6,57+ 2,27 (39 + 4,8)
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5.3.5.A NO fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatdsai és ezek

élettani jelentdsége

GSNO jelenlétében végzett Qa-reoxidaciés kisérletek eredményei
szerint a NO egyrészt csokkenti az elektrontranszport sebességét Qa és Qg
kozott valdszintlleg azaltal, hogy in vivo is kompetitiven kotédik a nem-hem
(II) vashoz; masrészt akadalyozza a toltésrekombindciét Qa- és az Sz allapotu
vizbonté komplex kozott, mert redukalja, vagy inaktivalja a Mn csoportot,
esetleg redukalja a Yp tirozin gyokot. Ezek az eredmények igazoljak NO
korabbi, in vitro rendszerben megfigyelt gatlohatasat PSII elektrontranszport
folyamataira, és megerositik a NO in vitro azonositott gatlohelyeit in vivo
kisérleti rendszerben is.

Izolalt Kkloroplasztiszokban és intakt levelekben végzett korabbi
mérésekben a kiillonb6z6 NO donorok eltéréen modositottak a fluoreszcencia
indukciés paramétereket, igy nem adtak egyértelmd valaszt a NO
fotoszintetikus paraméterekre gyakorolt hatasaval kapcsolatban (Takahashi
és Yamasaki, 2002; Yang és mtsai., 2004). Eredményeink alapjan
megallapithatd, hogy a NO donormolekulak eltér6 kémiai tulajdonsagai és a
kilonbozd kisérleti elrendezések egyutt okozzak a fenti ellentmondasokat,
ugyanakkor bizonyitjak, hogy a NO in vivo csokkenti az F./Fn értéket, és a
steady-state qP csokkenés hatterében minden bizonnyal a Qa és QB kozotti
elektrontranszport lassulasa all. A NO emellett csokkenti a steady-state NPQ
értékét, ami szintén a linearis elektrontranszport lassuldsara utal; am a
tranziens NPQ novekedése a megvilagitas kezdetén miik6dé elektronforgalom
mérsékelt serkentését jelzi.

Kisérleti korilményeink kozott a GSNO kezelés nem moédositotta
jelentésen a PSI fotokémiai aktivitasat, bar kis mértékben noveli a linearis
elektrontranszportlanc elektronkészletét. A P700 redukcidés kinetika alapjan
feltételezhet6, hogy ez a névekmény ciklikus elektrontranszport eredetd. A
P700 lecsengési kinetikajaban okozott egyéb valtozasok azonban nem

szamottevok.
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A GSNO jelenlétében végzett kisérletek eredményei vilagosan mutatjak,
hogy a NO kozvetlentl befolyasolja PSII fotoszintetikus elektronforgalmat. A
GSNO-kezelés viszonylag hosszu, két 2 6ras idStartama miatt azonban nem
zarhatok ki a NO altal elGidézett kozvetett hatasok, melyek szintén a
fotoszintetikus paraméterek csokkenéséhez vezetnek. Indirekt hatasént
értékelhetd a Calvin-ciklus esetleges gatlasa: NO csokkenti a Rubisco-aktivaz
és a Rubisco alegységkots fehérje B-alegységének mennyiségét (Lum és mtsai.,
2005), s6t, a Rubisco enzim kozvetleniil és reverzibilisen gatolhaté S-
nitroziaciéo altal is (Abat és mtsai.,, 2008). A NO emellett a fotoszintetikus
elektrontranszportlanc milkoédése soran termel6d6 szuperoxid-anionnal
reakcidba lépve peroxinitritet képezhet, mely gatolhatja a fotoszintetikus
elektrontranszportot, ugyanakkor membrankarosito hatasa is van (Jasid és
mtsai., 2006).

A NO kozvetlen hatasanak élettani szerepe lehet a nitrogén- és
szénanyagcsere Osszehangolasa stresszhatas, példaul hipoxia esetén
(Takahashi és Yamasaki, 2002). A novényekben a nitrogén- és a
szénasszimilacios folyamatok szorosan Osszefliggnek. Optimalis kériilmények
kozott a citoplazmaban a NR aktivitasa soran a NOs-bél redukalédé NO2- a
kloroplasztiszba transzportalddik, s a NiR aktivitasa nyoman képz6dé NH4*
aminocsoport formajaban aminosavakba épul. A  nitrittranszporthoz
transztilakoid ApH, a nitritredukciéhoz pedig redukalé agens szikséges:
mindkét feltételt a fotoszintetikus elektrontranszport teremti meg (Yamasaki,
2000). Kedvezétlen viszonyok, példaul hipoxia esetén a NR NO-t
szintetizalhat, mely transzmembran effektormolekulaként leszabalyozhatja
PSII fotoszintetikus aktivitasat a nitrogénanyagcsere zavara alatt (Takahashi
és Yamasaki, 2002). A PSI koruli alternativ elektrontranszport utak
zavartalan mtkodése ugyanakkor megel6zi PSI fotoinhibicigjat, esetleg
megelGzheti a sztroma talredukaléodasat is. Emellett a transztilakoid ApH
létrehozasaban betoltott szerepe révén biztosithatja a PSII védelmét is a
nemfotokémiai kioltbmechanizmus energiafiiggé komponensének indukalasan

keresztul.
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6. KONKLUZIO

Munkank soran kiillénb6z6 NO donor és akceptormolekulak segitségével
vizsgaltuk a NO intakt levelek fotoszintetikus elektrontranszportjara

gyakorolt hatasat és az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le.

1. A NO donorok NO produkcidja eltér
Kisérleti elrendezésiinkben alkalmazott két 6ras inkubéacié soran a SNAP
oldat NO produkecidja volt a legalacsonyabb, mig az SNP és a GSNO oldatok
NO termelése még két ora elteltével is jelentos. Megallapitottuk, hogy a NO
oxidativ bomlastermékei, a GSNO bomlasterméke (GSSG) és a SNAP nem
okozott valtozast a borso levélkorongok fotoszintetikus paramétereiben, és
az SNP altal indukalt valtozasok részben a NO mellett felszabaduld
cianidnak koszonheték. A GSNO-kezelés hatasaért azonban kizarélag a NO
felel. Ez az eredmény hangsulyozza a megfelel6 NO donormolekula
megvalasztasanak fontossagat, illetve igazolja a GSNO alkalmassagat a NO
in vivo fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak

vizsgalatara.

2. A NO a PSII elektrontranszport folyamatait donor és akceptor oldalon is

gatolja in vivo
GSNO-val kezelt borsé levélkorongokon végzett Qa-reoxidacidés mérések
segitségével feltérképeztik a NO kotGhelyeit PSII-ben. Megallapithato,
hogy a NO az intakt levelekben gatlast okoz PSII donor és akceptor oldalan:
egyrészt csOkkenti az elektrontranszport sebességét Qa és QB kozott
valoszintleg azaltal, hogy in vivo is kompetitiven kotédik a nem-hem (II)
vashoz; masrészt akadalyozza a toltésrekombinaciot Qa- és az Sz allapotu
vizbonté komplex kozott, mert redukalja, vagy inaktivalja a Mn csoportot,
esetleg redukalja a Yp' tirozin gyokot. A donor és akceptor oldali gatlast a

Kautsky-gorbék kinetikai is alatamasztjak.
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3. A NO modositja a fotoszintetikus paramétereket
Fluoreszcencia indukciés mérésekbsl kideril, hogy a GSNO-kezelés
hatasara csokkent a bors6 levélkorongok F./Fn, hanyadosa, a qP és NPQ
értéke is, azaz a NO noveli a zart PSII reakcidocentrumok aranyat és gatolja
a fotoszintetikus elektrontranszportot in wvivo. A NO ugyanakkor a
reakciécentrum tipust nemfotokémiai kioltast is moédositja, vélhetéen a
ciklikus elektrontranszport fokozasa illetve a Calvin-ciklus aktivaciéjanak

késleltetése utjan.

4. A NO nem befolyasolja PSI elektrontranszportjat
Noha a NO nem moédositotta a ®psr értékét, kis mértékben emeli a linearis
elektrontranszportlanc elektronkészletét, melynek hatterében a PSI korili

ciklikus elektrontranszport mérsékelt serkentése allhat.

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

talan ez a munka is segitséget nyujt.
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BEVEZETES ES CELKITUZES

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

A NO kis molekulatomege, rovid féléletideje és egyéb kémiai
tulajdonsagainak koszonhetden idealis jelatvivé molekula. Sokoldalusaganak
lényeges eleme, hogy kolcsonhat szamos  fontos  intracellularis
szignalmolekulaval, koztik a kalciummal, ugyanakkor konnyen reagal
oxigénnel, hidrogén-peroxiddal, szuperoxidokkal, tiolcsoportokkal és atmeneti
fémekkel 1s. A fotoszintetikus és mitokondrialis elektrontranszportlanc egyes
komplexei kozott sok atmenetifém-tartalma fehérje talalhatd, és korabbi in
vitro valamint in vivo kutatasok bizonyitjak, hogy a NO hatast gyakorol a

novények fotoszintetikus apparatusara és folyamataira. Izolalt tilakoid
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membranokon NO-gazzal végzett EPR és klorofill-a fluoreszcencia kisérletek
egyértelmlen kimutattak, hogy a NO a PSII t6bb pontjahoz reverzibilis médon
kotodve gatolja PSII elektronatadasi folyamatait. Izolalt kloroplasztiszokon
valamint intakt levelekben a kiilonb6z6 NO donormolekuldk azonban eltérd
modon befolyasoltak a fluoreszcencia indukciés paramétereket.

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

Munkank célja, hogy kiilénb6z6 NO donorok (SNAP, SNP és GSNO) és
NO akceptormolekulak (PTIO és Hb) alkalmazasaval vizsgaljuk az exogén NO
kezelés hatasat borso levélkorongok fotoszintetikus elektrontranszportjara. E
cél fontos része a NO fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasarodl
sz0l6 ellentmondasos eredmények tisztazasa, és a NO in vivo
hatasteriileteinek feltarasa fluoreszcencia indukciés mérések segitségével.
Célkitlizésink masik fontos része a NO PSI mikodésére gyakorolt esetleges
hatasanak vizsgalata a P700 abszorbciés tranziensek mérésével.

Vizsgalatainkkal az alabbi kérdésekre keresiink valaszt:

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

a NO oxidativ bomlastermékei (nitrit- és nitrationok)?

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

céltertiiletek in vivo kérnyezetben is igazolhatok?

3, Az exogén NO fotoszintetikus paraméterekre gyakorolt hatasat tobb

NO donormolekulaval izolalt kloroplasztiszokon és intakt levelekben 1is

73



TEZISEK

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

fotoszintetikus paramétereire?

4, A NO PSI elektronatadasi folyamataira gyakorolt hatasat eddig nem

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

ANYAGOK ES MODSZEREK

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

legfiatalabb, teljesen kiteriilt leveleib6l vagott 15 mm atmérdjd levélkorongok.

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

levélkorongokat ezutan 15 percig sététadaptaltuk.

A NO koncentracié meghatarozasa amperometrias uton, NO elektrod

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

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

Instruments, Brno, Csehorszag) segitségével.

Fluoreszcencia indukcios paraméterek meghatarozasa a kilonb6z6

megvilagitas nyoman indukal6do fluoreszcencia mérésével PAM fluoriméter

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

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

segitségével.
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EREDMENYEK ES ERTEKELES

1. A NO donorok NO produkcioéja eltér

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

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

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

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

in vivo fotoszintetikus elektrontranszportra gyakorolt hatasanak vizsgalatara.
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2. A NO PSII elektrontranszport folyamatait donor és akceptor
oldalon is gatolja in vivo

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

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

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

3. A NO modositja a fotoszintetikus paramétereket

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

elektrontranszportot, ugyanakkor membrankarosité hatasa is van.
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A GSNO-kezelés noveli a sotétadaptalt levelek megvilagitasanak elsé
perceiben jelentkez reakcidcentrum tipusi nemfotokémiai kioltast, vélhetGen
a ciklikus elektrontranszport fokozasa illetve a Calvin-ciklus aktivaciéjanak

késleltetése utjan.

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

korili ciklikus elektrontranszport mérsékelt serkentése allhat.

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

talan ez a munka is segitséget nyujt.
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INTRODUCTION AND AIMS OF THE STUDY

Plants, as well as animals, respond to ambient levels of nitric oxide
(NO), and also generate NO themselves via various enzymatic and non-
enzymatic pathways. Indeed, in the past years, a growing body of research has
provided evidence for the multiple physiological roles of this gaseous free
radical in plants including its involvement in metabolic and developmental
processes as well as responses to various biotic and abiotic stressors.

Its small size and rapid turnover make NO an ideal signalling molecule.
A key reason for its versatility is its interaction with calcium as well as other
intracellular signalling molecules: NO readily reacts with molecular oxygen,
hydrogen peroxide, superoxide and also thiol- and metal-containing proteins.
Photosynthetic and mitochondrial electron transport chains are abundant in
transition metal-containing complexes and previous in vitro and in vivo
experiments suggest that NO modulates the photosynthetic processes and
apparatus of plants. Electron paramagnetic resonance and chlorophyll
fluorescence measurements on isolated thylakoid membrane complexes treated

with NO gas have clearly demonstrated that NO can reversibly bind to several
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sites in PSII and inhibit electron transfer. However, experiments carried out
on isolated chloroplasts and intact leaves using different NO donor molecules
report contradicting effects on fluorescence induction parameters.

NO donors are widely implemented tools for investigating the biological
roles of NO, but the diverse chemical properties of donors potentially lead to
differences in NO yield and the release of other reactive agents. These factors,
together with difficulties of direct measurement of NO especially in an in vivo
setting, may well account for these conflicting results.

Using three NO donor molecules (SNAP, SNP and GSNO) and two
scavenger chemicals (PTIO and Hb), the purpose of this work is to examine the
effect of exogenously applied NO on the photosynthetic electron transport of
pea leaf disks. Our aim was to resolve previous contradictory results
concerning the effect of NO on photosynthetic electron transport and to
identify in vivo target sites of NO by chlorophyll fluorescence. The additional
goal was to investigate the potential effect of NO on PSI photochemistry. The

particular goals of this work are summarized by the following points:

1, NO donors applied in this work are characterised by diverse chemical
properties. Are there differences in the NO yield of these donor molecules
under our experimental settings? Do other photolytical degradation products
or the oxidative degradation products of NO itself (nitrite and nitrate ions)

influence our measurements by interfering with specific NO effects?

2, EPR measurements on isolated thylakoid membrane complexes have
shown that NO inhibits electron transfer processes in PSII and have identified
its target sites, such as the nonheme iron between the Qa and Qg binding sites,
the Yp- tyrosine residue of the D2 protein, and the Mn cluster of the water-
oxidizing complex. Can these effects be reproduced and the target sites

identified in vivo?

3, Previous work on the effect of exogenous NO on photosynthetic
parameters carried out on isolated chloroplasts and intact leaves using
different NO donors has yielded conflicting results. In isolated thylakoid
membranes, SNAP does not modify Fv/Fm values, but inhibits ApH formation
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across the thylakoid membrane. In intact leaves, however, SNP decreases
Fv/Fm values, but does not modify ApH-dependent (NPQ). To what extent are
these differences due to NO donors and differences in experimental settings?
With that resolved what are the direct effects of exogenously applied NO on

photosynthetic parameters?

4, The effect of NO on the electron transfer processes of PSI has not yet
been addressed. Does NO modify PSI photochemistry?

MATERIALS AND METHODS

Plant material: 15 mm leaf disks of the youngest fully expanded leaves of

two-week-old Pisum sativum L. cv Petit Provengal plants.

Treatment: prior to measurements, leaf disks were individually incubated for
2 h under 150 pmol m-2 s’ PFD white light in covered Petri dishes containing
4 ml distilled water as control, or 4 ml of different dilutions of NO donor
molecules and scavenger chemicals in aqueous solution. The leaf disks were

then dark adapted for 15 min.

The concentration of NO was measured amperometrically using a NO

electrode (ISO-NOP, World Precision Instruments Inc., Sarasota, FL., USA).

QA reoxidation was determined from flash-induced decay of chlorophyll

fluorescence yield monitored by a double-modulation fluorometer (PSI, Brno,

Czech Republic).

Fluorescence induction parameters were obtained from chlorophyll
fluorescence of pea leaves monitored by a PAM fluorometer (PAM-2000, Heinz
Walz GmbH, Effeltrich, Germany).

PSI photochemistry was measured by monitoring P700 absorbance
using a Dual-PAM-100 P700 and chlorophyll fluorescence measuring system
(Walz, Effeltrich, Germany) and a PAM fluorometer (PAM-101, Walz,
Effeltrich, Germany) equipped with a dual-wavelength emitter-detector unit

(ED-P700DW, Walz).
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RESULTS AND DISCUSSION

1. NO donor molecules release different amounts of NO

Prior to examining the effect of our three NO donor molecules on
photosynthetic electron transport we studied the NO emission characteristics
of the NO donors under our experimental settings and checked whether their
degradation products, or the oxidative degradation products of NO influence
the photosynthetic parameters of the leaf disks.

The SNAP solution produced the least amount of NO throughout the
two-hour incubation and, accordingly, failed to cause significant changes in the
photosynthetic parameters of leaf disks, therefore SNAP is an unsuitable
donor under our conditions.

The concentration of NO in the solutions of the other two donors — SNP
and GSNO - is significant even after two hours of illumination and this NO
yield is effectively quenched by both NO scavengers. In order to prove the NO
specificity in the effects caused by these donors we examined the potential
effects of nitrite and nitrate, and GSSG formed during the degradation of
GSNO. Neither the nitrite and nitrate containing solutions, nor GSSG
influenced the F\/Fn, qP, and NPQ parameters of the leaf disks, but the SNP-
induced changes are partly due to cyanide released simultaneously with NO
during the photolysis of SNP. The effects of GSNO, on the other hand, are
mediated exclusively by NO.

These findings highlight the importance of the correct choice of NO
donor and justify the use of GSNO to study the effects of NO on photosynthetic

electron transport in vivo.
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2. NO causes donor and acceptor side inhibition of PSII electron
transport in vivo

We identified the target sites of NO in PSII by measuring Qa
reoxidation kinetics of leaf disks treated with GSNO. GSNO treatment
increased the amplitude and the time constant of the middle phase of the
fluorescence decay curve, which indicates that NO reduces the rate of electron
transfer between Qa és Qg providing circumstantial evidence in support for the
competitive binding of NO to the non-heme iron (II) in vivo. In the presence of
DCMU, GSNO prevents the total decay of fluorescence, which indicates that
Qa" is unable to recombine with the Sa state, possibly because NO inactivates
or reduces either the Mn cluster, or the Yp  residue. These findings suggest
that NO inhibits electron transfer on both donor and acceptor sides in PSII in
intact leaves.

Kautsky-curve kinetics also confirm significant donor and acceptor side
inhibition of electron transport: GSNO-treatment causes an Fi increase and a
significant decrease in Fp and the maximal slope of és Fi-Fp section of the

Kautsky-curve.

3. NO modifies chlorophyll fluorescence parameters

Chlorophyll fluorescence measurements reveal that GSNO treatment
decreases the Fy/Fn, and qP values. These results are in good correlation with
fluorescence decay kinetics measurements and demonstrate that NO increases
the proportion of closed PSII reaction centers through the accumulation of Qa
molecules. NO also reduces NPQ values indicating a reduced flow of electrons
in the intersystem chain. Taken together, these data provide strong in vivo
evidence that a partial inhibition of PSII by NO is indeed the cause of
impaired steady-state electron transport in vivo. Besides direct inhibition,
indirect effects cannot be ruled out: NO may inhibit Rubisco activation and
activity; in addition, the reaction of NO with superoxide leads to peroxynitrite,
which may also impair photosynthetic electron transport as well as damaging

tylakoid membranes.
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In addition, GSNO changed the length and amplitude of an NPQ
transient, which arises upon the onset of illumination of dark-adapted leaves
at low light intensities, and it is relaxed rapidly after a few minutes of
illumination. NO might bring about such an increase through stimulating

cyclic electron transport or delaying the activation of the Calvin cycle.

4. NO moderately enhances PSI photochemistry
Although NO failed to modify ®psi values, it slightly increased the
number of electrons in the intersystem chain probably by stimulating PSI

cyclic electron transport.

In summary, data gathered in this work provide in vivo confirmation of
the existence of target sites of NO in PSII and further evidence on the
inhibitory effect of NO on PSII electron transport in intact leaves. We trust
that this work inspires new questions and ignites further research to explore
the perspective of NO as a potential regulator of photosynthetic electron

transport yet to be discovered.
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