Opponensi vélemény

Ordogné Kolbert Zsuzsanna
,»A nitrogén-monoxid névekedésszabalyozo, toleranciafokoz6 és nitro-oxidativ stresszt kivaltd
szerepei elemtobbletek hatasara novényekben.”
cimlt MTA doktori dolgozatarol

Altalanos megjegyzések

Ordogné Kolbert Zsuzsanna MTA doktori értekezésében a 2010-es években végzett
munkassaganak eredményeit foglalja 6ssze. A munka elézménye Jeldlt korabbi, Erdei Laszlo
professzor Ur vezette kutatasai, a kdvetett kutatasi iranyok azok kiterjesztésének tekinthetok.
Jelolt akkori, elérelatban megvalasztott PhD témdjanak, a nitrogén-monoxid ¢és a
stresszvalaszok Osszefliggéseinek nagy jelentOsége azdta nyilvanvalova valt, ma mar a
kutatdsok homlokterében all. Az értekezésben tobb, ebben a témakorben egyméashoz
kapcsolodod projekt van Osszefoglalva, amik tiikrozik a szerzé érdeklddési iranydnak
formalodasat, annak allomasait.

Az értekezés gondosan megirt, alakilag is tetszetds, jol formazott munka. Fobb részei ardnyos
terjedelmiiek. Szerkesztésén érezhetd az oktatasi tapasztalat az informaciok megfeleld
talalasara. A szakzsargont esetenként tulzottan alkalmazza, az angol szakkifejezések helyett
tobb helyen a magyar megfelelok is haszndlhatoak lettek volna (pl medial, messenger,
riporteraktivitds, fehérjeabundancia). A dolgozatban csak igen kevés eliitést, szoveghibat
talaltam. Ezeket a biralat végén észrevételként kiilon megemlitem.

Uj tudomanyos eredményeit 5 6 pontban foglalja 6ssze. Ezek alapjaul 16 referalt publikaciot
jelol meg, de ezen tul is szdmos kozleménye kapcsolddik az értekezés témakoreihez.
Tudomanyos teljesitménye az utobbi években emelkedik, a publikdciok és hivatkozasok
szamaban egyarant. Kozleményei jellemzden magas szinvonalil szakfolyoiratokban jelentek
meg.

Jelolt értekezésbe foglalt kisérleteit az elemtoxicitas, a gyokérfejlodés és a nitro-oxidativ
stressz témakorei fiizik 6ssze. Az értekezés ludfli modellndvényen és haszonndvényeken elért
eredményeket egyarant tartalmaz.

Az értekezés részletes biralata

Irodalmi attekintés

A fejezet 1ényegre torden, altalaban kelld alapossaggal foglalja dssze azokat az ismereteket,
amik a munka hatteréiil szolgaltak. A Stresszindukalt Morfogenikus Valasz (SIMV) esetében
a szakirodalmi attekintés viszont sziikszavu. Itt a szerz6 sajat (Kolbert 2016) publikaciot is
megad forrasként, ami nem szerencsés, hiszen ez a kozlemény a tézisek alapjaul szolgald
cikkek kozott is szerepel. A tovabbiakban a vizsgalt elemek biologiai szerepeinek bemutatasa
mellett kitér az elemtoxicitdsok lehetséges molekularis mechanizmusaira. Emlitést tesz az
elemek esetében a kornyezeti szennyezések forrdsaira, ami utal a kutatasok egyes gyakorlati
vonatkozasaira. Az elemek miitragya/lombtragya formaban torténd kijuttatdsa azonban szintén




lehetséges forrdsa az elemtoxicitdsnak, ami itt emlithetd lett volna. Hidnyoltam a
nanorészecskék mezdgazdasagi hasznositasanak legalabb vazlatos bemutatasat is, mivel az a
kisérletekhez kapcsolodo, gyorsan fejlodd, igen perspektivikus alkalmazasi teriilet. A fejezet
végén leirja a hiperakkumulacié jelenségét, és néhany ezzel kapcsolatos élettani
mechanizmust.

e A hiperakkumulalé fajok/genotipusok kozott ismertek-e olyanok, amikkel
Magyarorszagon folynak fitoremediacios projektek?

A kovetkez6 alfejezetben —,,A gyokérnovekedést szabalyozo belsé faktorok™ - a kisérletekben
szereplé hormonok altalanos és a gyokérfejlodéssel kapcsolatos specialis vonatkozasait
mutatja be a Jelolt.

e A cim alapjan ebben helyet érdemelt volna akéar az abszcizinsav, de kiilondsen a
brasszinoszteroidok. Utobbi hormonok kapcsolata a nitro-oxidativ stresszel ¢és
gyokérnovekedéssel kiillondsen izgalmas teriilet az utdobbi évek kutatasi eredményei
alapjan.

A tovabbiakban a NO novényélettani szempontbol torténd jellemzése megfelelden részletes,
itt az Osszefiiggéseket néhany jol szerkesztett abra teszi szemléletessé. Kitér a kivalasztott
hormonok és a NO kolcsonhatasainak bemutatasara is. A NO/etilén kdlcsonhatds leirdsat
annyiban kiegésziteném, hogy az nemcsak gatlo, de serkentd hatasu is lehet. Ezt pl hypoxia
stressz esetében, 1égjaratok kialakuldsanal és jarulékos gydkerek képzodésénél figyelték meg.

Kutatasi célok

A kittizott célok a stressz kivaltotta fenotipustdl a sejtben miikodé molekularis mechanizmusok
fel¢ haladtak. A projektek fokuszanak alakulasa mutatja, hogy a kutatas fontossadga mellett a
fontossag kutatasa is meghatdrozta a munka irdnyat. Modellnévény rendszer mellett
haszonndvényekben is igyekeztek relevans osszefiiggéseket feltarni.

Anyagok és Modszerek

A fejezet tomoren, a lehetdségekhez képest részletesen megadja a hasznalt modszerek
kulcstényezdit. Az alkalmazott modszerek sokrétliek, a kutatdsokban a molekularis biologia
szamos modern technikajat felvonultattak. A fluoreszcens mikroszkopias modszerek
kiilonosen alkalmasnak bizonyultak a felmeriilt kérdések megvalaszolasara.

Eredmények és Az eredmények megvitatisa fejezetek

Az 5.1 és 5.2 fejezetekben bemutatott kisérletek kiilonb6z6 fajok gyokérndvekedési valaszait
Osszegzik elemtobbletek esetén. Legmeggy6zObben az eredmények réz esetében utalnak a
SIMV konzekvens megjelenésére, mas vizsgalt elemeknél a valasz fajfliggdnek, illetve
részlegesnek mutatkozott. A bemutatott kisérleti eredmények nézetem szerint nem adnak
egyértelmil bizonyitékot arra, hogy a SIMV egy fajtdl fiiggetlen, altalanos gyokérndvekedési
valasz lenne, még a vizsgalatok korén beliil sem.

Az 5.3 fejezet elsO részében a kisérletek a rézterhelés, Auxin és NO hatasok Osszefiiggéseit
kivanjak felderiteni ludfii modellnévényben. A kovetkeztetések szerint a hormon és a réz
indukalt NO kolcsondsen gatoljak egymast. A tovabbiakban szelénterhelés esetén
hormonspecifikus promoter-GUS jelzégén konstrukcidk, valamint mutansok segitségével a
NO valamint Auxin, Cytokinin és Etilén esetén is ugyanezt a kovetkeztetést vontak le.




Cytokininekre vonatkozoan részletesebb vizsgalatok megerdsitették a hormonok és a NO
kozotti antagonista kapcsolatot szelénstressz esetén. A kovetkeztetések szerint a NO
kolcsonhatasai befolyasolhattak a Cytokininek szelén tolerancia fenntarto szerepét, a valaszok
azonban szervspecifikusak ¢és koncentracio fliggdk voltak. Valoszintileg a hatékony Cytokinin
tipusa (BA vs Zeatin) szintén befolyasolhatta a kisérletek kimenetét. Ugyanakkor maga a NO
is fokozta a szelén stressz tolerancidt. A szelén, NO ¢és az etilén szintek és jelatvitel kozotti
kapcsolat jellemzését tobb kisérlettel is céloztak. Osszességében ezek eredménye meggyézo
arra nézve, hogy a szelén indukalt NO serkenti az oldalgyokerek fejlodését, mig az etilén
gatolja ezt a hatast. Az egyes kisérletekkel kapcsolatban néhdny megjegyzés: A 17. dbra A/ és
C/ részében bemutatott eredményeknél a szelén kezelt vad tipusi novények oldalgydkér
képzése eltérd értékeket mutat. A 20/A é&bra adatai alapjan szovegszerlin megfogalmazott
eredmények szerint az NO szint novelése (GSNO-val) fokozta, visszafogasa (cPTIO-val)
pedig lecsokkentette a kifejlett oldalgyokerek szamat vad tipust és efr/ mutansban egyarant.
A mutansra nézve azonban a bemutatott adatok alapjan a szelén + cPTIO kezelés nem
valtoztatta meg a kifejlett oldalgyokerek szdmat szignifikdnsan a csak szelénkezeltekhez
képest. A GSNO kezelés adatai, és az egyéb kisérletek eredményei e nélkiil is valdszinisitik a
feltételezett fenti 0sszefiiggés helyeségét.

e A 20/B abran bemutatott ACS8:GUS génexpresszios eredmények szerint a szelén vad
tipusu ludfiiben is indukalni latszik a promotert, mig a 18 4bra adatai alapjan ez csak
az etrl mutansban figyelhetd meg. Van-e esetleg szamszeri érték a GUS gén
kifejezodésére, illetve magyardzat az esetleges eltérésre?

Az 5.3 fejezet utolsé részében Jelolt a NO ¢és a strigolaktonok és karrikinek kapcsolatat
vizsgélja stresszmentes kortiilmények kozott. Bar a fejezet az értekezés tobbi részéhez szorosan
nem kapcsolddik, érdekes megfigyeléseket tartalmaz és tjszerti kovetkeztetésekre ad
lehetdséget. Strigolakton, karrikin és gsnor mutansok, valamint génexpresszios vizsgalatok
segitségével kolcsonds kapcsolatot mutatott ki a strigolaktonok és a NO szabalyozas,
kiilonosen a GSNOR aktivitds kozott. Ezen tul karrikin receptor mutans gyokerekben is
magasabb NO szintet talalt, ami utalhat a karrikinek szerepére a NO szabalyozasban.

Az 5.4 fejezetben Jelolt visszatér az elemtobbletekkel szembeni tolerancia vizsgalataihoz,
azokban kivanja a reaktiv nitrogén ¢és oxigénformak szerepeit meghatarozni. Elséként
rézkezelés esetében vizsgalja a reaktiv nitrogén formak befolyasat a stressz kimenetére. A
levont kovetkeztetés szerint rézstressz esetén a NO csokkenti a ROF (szuperoxid gydkanion
¢s hidrogén peroxid) szinteket., és ezzel emeli a toleranciat. Ez a kovetkeztetés dsszességében
elfogadhat6. Zavar6 hidnyossagként jegyezhetd itt meg az, hogy az eredmények szoveges
megfogalmazasa és a bemutatott 26/B abra adatai nem felelnek meg teljes mértékben. A szelén
tolerancia hasonlo célu vizsgalatainal az eredmények a NO-t ennek az elemnek az esetében is
kedvez0 hatdsunak mutattak. Zn terhelés esetében elséként gsnor mutans és 35S:FLAG-
GSNOR] taltermel6 ludfti vonalakat tanulményoztak. A mutans Zn toleranciaja nott, mig a
mutdns Zn felhalmozéasa alacsony volt (33B 4&bra), ezért tolerancidjanak alternativ
magyarazataként a Zn felvételben torténd valtozast nem lehet teljesen kizarni. Zn stressz hatasa
alatt a vad tipusu és 35S:FLAG-GSNORI ndvényekben a GSNOR aktivitas csokkenését
tapasztaltak, amiben feltételezhetd volt a hidrogén peroxid gatld hatdsa. A gsnor mutans
alacsony SNO szintjének magyardzatat lehetséges modon a tioredoxinok megemelkedett



denitrozilaz aktivitasa adhatja. Ezt valoszintisiti a NADPH fligg6 tioredoxin reduktdz aktivitas
Zn fiiggd indukcidja, ami megkiilonbdztette a genotipust a vizsgalt tobbi vonaltol. A szamos
lehetséges tioredoxin gén egyikének esetében a génkifejezddés indukcidjat tapasztaltak.

e Milyen meggondolas alapjan valasztottdk ki a génexpresszid szintjén vizsgalt két
tioredoxin gént?

Az eredmények Zn esetében is valoszinlsitik a reaktiv nitrogén formék részvételét a Zn
tolerancia kialakitasaban.

majd ZnO nanorészecskék nitro-oxidativ hatdsait vizsgaltak kiilonbozé fajokban.

A cink kivaltotta nitrozildcid mérésénél 10 célfehérjét azonositottak ludfiiben, koztiik egy
aszkorbat-peroxidazt. A vizsgalatok szerint a Zn terhelésre nitrozilalt APX enzimaktivitasa
csokkent, ami nem felel meg az irodalombol ismert, nitrozilalassal kivaltott aktivalodasnak.
Az aktivitas csOkkenéssel ugyanakkor megitélésem szerint kevéssé magyarazhaté az APX
hidrogén peroxid homeosztazisban betoltott, javasolt szerepe.

o Az APX mellett lehetséges-e a nitrozilalt fehérjék valamelyikének (laktat/malat DH,
GA3P-DH, riboszomalis fehérjék, RubisCo kis alegység) ismert funkcioit a nitro-
oxidativ stressz valaszhoz kapcsolni?

A nitraltsag vizsgalata (39. dbra) annak kismértékli ndvekedését mutatta ludfiiben, kivéve a
gsnor mutdns novényeket, ahol csokkenés volt tapasztalhat6. Utdbbi jelenséget Jelolt
lehetséges indukalt denitraciés vagy fehérje lebontasi folyamatokkal magyarazta. Uj nitralt
fehérjek egyik genotipus kezelése esetében sem jelentek meg.

A tovéabbiakban az értekezeés eltérd Zn tiirésti Brassica fajok vizsgalatait mutatja be. Zn kezelés
hatésa alatt, gyokérmerisztéma sejtek ¢letképessége alapjan a B. napus érzékeny, a B. juncea
toleransnak bizonyult az alkalmazott Zn koncentraciokra. Reaktiv oxigén és nitrogén fajtak,
valamint kapcsolddo enzimaktivitasok mérése alapjan Jeldlt a toleranciat az indukalédé SOD
aktivitassal, az érzékenységet a megemelkedd hidrogén peroxid szinttel hozta kapcsolatba. A
tirozin nitracio hossza tdvon a tolerans faj gyokerében intenzivebben ndvekedett, ugyanakkor
lipidperoxidacio jeleit kizarolag a B. napus gydkércsuics mutatta. Ez alapjan levonhato volt a
kovetkeztetés, hogy az érzékeny fajt a kombinalt nitro-oxidativ stressz kéarositotta, mig annak
oxidativ komponense (ROF-k) ellen a tolerans faj hatékonyabban védekezett.

ZnO nanorészecske kezelés hatasait ugyanezen a két Brassica fajon vizsgaltdk. A 44. dbra a
ZnO-NP kivaltotta gyokérmerisztéma sejt életképesség valtozasok mellett a gyokérmovekedést
is bemutatja. Szamomra meglepéd mddon azonban a két mérés eredménye nem korrelalt.
Novekvo ZnO-NP koncentraciok mellett B. napus esetén csokkend életképességet és nagyobb
gyokér novekedést, B. juncea esetén azonos életképesség mellett nagyban eltéré novekedést
latunk. Ez arra utal, hogy a gyokérmerisztéma ¢letképessége nem feltétleniil adekvat jelzdje a
novekedési potencialnak.

e A gyokér merisztéma sejtek ¢€letképesség értékei mennyire korrelaltak
gyokérndvekedés mértékével mas kisérletek soran? Melyik érték lehet jobb jelzdje a
gyokér funkcioképességének?

A ZnO-NP kezelt novények tovabbi részletes vizsgalata a B. juncea hatékonyabb
tényez6i koziil a NO és a peroxinitrit szintjeit talalta dontének, amik a tolerans faj kezelt
gyOkércsucsaiban magasabb koncentracioban voltak megtalalhatok. A RNF-k indukcidjat a



crer

alapjan azonban a B. juncea GSNOR aktivitdsa 25 mg/L ZnO kezelésnél magasabb volt, mint
a B. napus-¢é ugyanilyen ZnO kezelés mellett, ezért ez a magyarazat tovabbi kiegészitést
igényel.

Ezutan a dolgozat a szelén toxicitas vizsgalatara tér at, amit B. juncea fajon vizsgal. Az elem
két formaja koziil a reaktivabb szelenitet mérgezobbnek taldlta a szelenatnal. A reaktiv oxigén
és nitrogén fajtadk kozott is kiilonbségeket talal, mind a szelén formak, mind azok
koncentracioja tekintetében. Az 52/A abran bemutatott kisérleti eredmények esetében viszont
sziikség lenne a kétféle kezelés kontroll értékei kozotti eltérés magyarazatara. A kisérleteket
Osszesitve a toxicitasban dontd tényezOnek a szelenit kezelt novények magasabb peroxinitrit
szintjét emeli ki, ami valoszinlileg Osszefligg az ott tapasztalt erdsebb fehérjetirozin
nitraltsdggal. A kovetkeztetést a bemutatott eredmények kellden megalapozzak.

Az értekezés kovetkezd, szamomra legérdekesebb részében a szelént hiperakkumulélo és tiird
Astragalus bisulcatus valamint a szelénre érzékeny Astragalus membranaceus korabban
megkezdett 6sszehasonlitdo vizsgalatait folytatja, azt molekularis eszkozokkel kiterjeszti. A
ROF-k koziil a szuperoxid gyokanionra, az azt képz6 NOX, és atalakito SOD enzimekre
koncentral, azok izoformait is vizsgalja. A SOD esetében kozolt gélfotd nem tal részletgazdag,
a lathato jelek kozott a Cu/Zn SOD aktivitds szamomra nem tlinik egyértelmiien erdsebbnek
az A. bisulcatus esetében.

e A szamos lehetdség koziil, ahogyan szuperoxid-gydkanion képzddhet, miért éppen a
NOX enzimaktivitast vizsgalta? Volt valamilyen utalas ennek a kiemelt jelentoségére
szelén terhelés mellett?

Ezek mellett meghatarozta a f6 RNF-k, GSNO szintek és GSNOR enzim aktivitas valtozasait
is a kezelések soran. A GSNOR aktivitas leirdsa (101. oldal) és az 56/E abra nincsenek
Osszhangban, az é&bran a fajok jelolése felcseréldodhetett. Az 57. 4bran bemutatott
fehérjetirozin-nitracids analizis alapjan Jelolt az 4. membranaceus érzékenységének kdzvetlen
okaként a proteom jelentds tirozin nitraltsagat jeloli meg.

A dolgozat utolsé részében Jelolt a nikkeltlirés nitro-oxidativ vonatkozéasainak felmérését
végzi. Ebbol a célbol eldszor a ludfiivet és Brassica juncea-t hasonlitja 6ssze. Nikkel terhelésre
a tolerdns Brassica és az érzékeny ludfi ROF és RNF jelatvitelének vizsgalatabol a
kiilonbséget a kétféle valasz aranyaival €s a proteinnitracio szintjének eltéréseivel magyarazza.
Ezt kovetden nikkel hiperakkumulalé Odontarrhena lesbiaca kiillonbdz6 Ni szintet felhalmozo
Okotipusait hasonlitja dssze.

e A szenzitiv okotipus varttol elmarad6 fehérjenitraciojat a proteom alacsony nitracio-
érzékenységével magyarazza. A proteom milyen kiilonbségei okozhatjak ezt? Ismert-
e olyan példa, ahol akar bioinformatikai eszkozokkel ilyen Osszefiiggést ald tudtak
tamasztani?

Az eredményeket Osszegezve szelén €s nikkel tobblet esetében a nitro-oxidativ stressz mértékét
Osszefliggdnek talalta a tolerancidval, cink €s ZnO-NP stressznél ilyen kovetkeztetést nem
tudott levonni.



Kérdések a kisérleti eredményekhez és lehetséges hasznosithatésagukhoz

e Milyen géntechnologiai moddszert 1at alkalmasnak az értekezés tudomanyos
eredményeiben szerepld, az elemtobblet toleranciaval kapcsolatos ismeretek alapjan
haszonndvények elemtiirésének javitdsara? Ismertek-e ilyen szakirodalomi példdk a
tolerancia novelésére, és ezek kozott van-e olyan, amelyiknek gazdasagi szempontbol
jelentdsége lehet?

e A kisérletek els6sorban csirandovény gyokerek illetve sziklevelek élettani és molekularis
jellemzését céloztdk. A sziklevelek (fajfliggd mértékben) tartalékold szerepet is
betdltenek, ezért biokémiai és ¢lettani folyamataikban nem feltétleniil tiikrozik a valodi
levelek valaszait. Az eredmények kozott melyek azok, amik legnagyobb biztonsaggal
megfelelhetnek a kifejlett novény viselkedésének?

e A kisérleti rendszerekben kiilonb6z6 NO donorokat hasznaltak (SNP, SNAP, GSNO).
Tapasztaltak-e ezek kozott barmilyen kiilonbséget, vagy mennyire esetleges volt a
kivalasztasuk?

Néhany tovabbi észrevétel

A 11. oldalon a szelenit és szelenat ionok képletei felcserélve szerepelnek

Az 57. oldalon citokininek helyett szelenit enzimatikus lebontasa szerepel

A 26/C, D abrarész hivatkozasa a szovegben hibas

A 38. abran szereplé Western blot GSNOR vagy APX fehérje mennyiségét mutatja?
Az 52. abra als6 panel megnevezése hianyzik az abra aldirasbol

A 98. és 106. oldalakon a hivatkozott abrak szama helytelen

A 130. oldalon az 4stragalus fajok nevei egy esetben fel vannak cserélve

Osszefoglalds, vélemény

Orddgné Kolbert Zsuzsanna doktori értekezésében egy évtizedes aktiv és eredményes kutatoi
munkassagat foglalta 6ssze. A mi szinvonala, az eredmények Ujdonsagértéke, valamint az
értekezés alapjaul szolgald publikacidok szama és mindsége igazoljak a Jeldlt alkalmassagat az
MTA doktora cimre. Mindezek alapjan javaslom a nyilvanos vita kitlizését, annak sikere esetén
az MTA Doktora cim odaitélését.

Budapest, 2023.09.20.
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