KOLBERT ZSUZSANNA, ERDEI LASZLO:

A nitrogén-monoxid jelmolekulaval foglalkozé kutatasok
multja, jelene és jovoje a Szegedi Tudomanyegyetem

Novénybiologiai Tanszékén

Osszefoglalas

A nitrogén-monoxid (NO) hatdsainak tanulmanyozasa 2004-ben kezdddott
meg az SZTE Novénybioldgiai Tanszékén, hat évvel a mérfoldkének szamitod
felfedezése utan. Az ekkor rendkiviil nagy érdeklodésre szamot tarté nemzet-
kozi kutatasi irdnyvonalba illeszkedtiink be azaltal, hogy stressz- és hormon-
kezelés hatdsara vizsgaltuk a NO képzodését és szerepét a gyokérfejlodésben,
valamint valoszinisitettiik a nitrat reduktdz enzim szerepét a gyokér NO ter-
melésében. Az ,,SZTE Nitrogén-monoxid Jelatviteli Kutatocsoport” megala-
kuléasat kdvetden, megtartva a kezdeti kutatasi irdnyvonalat, névényi hormo-
nok (auxin, citokinin, etilén, strigolakton) és a NO jelmolekula kapcsolatat jel-
lemeztiik a gyokérfejlodési folyamatok soran. Késébb nehézfémek- és nem fé-
mes elemek tobblete altal kivaltott stresszfolyamatokat tanulmanyoztunk,
majd elkezdtiink a NO mellett egyéb molekuldkat, az un. reaktiv nitrogénfor-
makat (RNF) is vizsgélni, €s a kutatocsoportunk nevét ,,SZTE Reaktiv Nitro-
génforma Jelatviteli Kutatdcsoport”-ra valtoztattuk. A stresszhatdsra megval-
tozott RNF metabolizmus és jelatvitel stresszt enyhitd hatasat, valamint az
RNF tulprodukcidja nyoman kialakuld nitro-oxidativ stresszt tanulméanyoztuk
részletesen. Majd nyitva az 0j irdnyvonalak felé, négy évvel ezeldtt, az SZTE
vegyészeivel egyiittmiikodésben elkezdtiik tanulmanyozni a nanoanyagok altal
kivaltott nitro-oxidativ folyamatokat. Legljabb kutatasaink pedig egy mezo-
gazdasagi problémara, a névényi cinkhidnyra dsszpontositanak. Az elmult 18,
NO/RNF kutatassal toltott esztendOben igyekeztiink a nemzetkozi kutatasi
iranyvonalakat kdvetve tjabb és ujabb aspektusokbol megismerni ezt az érde-
kes, multifunkcids molekulacsaladot, ami a kutatdsi hattérproblémak valtozta-
tasaval valosult meg, a NO/RNF molekuldkat fokuszban tartva. A sikeres ku-
tatdmunkahoz elengedhetetlennek tartjuk a kiépitett hazai és nemzetkozi kuta-
tasi egylittmiikodéseinket, melyek fenntartasa és tovabbi épitése a jovdben is
feladatunk.

Kulcsszavak: nitrogén-monoxid, Novénybiologiai Tanszék, reaktiv nitrogén-
formak, Szegedi Tudomanyegyetem
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A kezdetek, vagyis ,,hogyan Keriil nitrogén-monoxid a névényekbe”?

A nitrogén-monoxidot (NO) 1772-es felfedezésétdl kezdve 1égszennyez6 gaz-
komponensként ismerték egészen az 1987-es esztenddig, amikor hdrom tudos
orvosi-¢élettani Nobel-dijat kapott a NO allati/emberi szervezetben vald érta-
git6 hatasanak és jelatvitelének felfedezéséért. Erdekes modon, ennél joval ha-
marabb, mar 1979-ben leirtdk, hogy a ndvényi szervezet NO-ot (és nitrogén-
dioxidot) bocsajt ki, amennyiben herbicid kezeléseknek teszik ki azokat (a ki-
sérleteket Lowell Klepper végezte szoja ndvényen, Klepper 1979). Ez a felfe-
dezés joval csekélyebb figyelmet kapott, mint az értagitod hatés leirasa, €s to-
vabbi csaknem 20 évnek kellett eltelnie ahhoz, hogy a NO-ot, mint a védeke-
zésben résztvevd jelmolekulat azonositsak korokozo fertézésnek kitett no-
vényben (Delledonne és mtsai. 1998; Durner és mtsai. 1998) és abiotikus
stresszek esetén (Leshem és mtsai. 1998). Ezeket a mérfoldkének szamito fel-
fedezéseket kovetden fellendiilt a NO kutatasa a novényekben is, €s a vilag
minden részén szamos kutatdcsoport kezdett bele e kisméretti, de sokréti funk-
cidval bir6 molekula tanulméanyozasaba. Ebbe a nemzetkozi kutatasi trendbe
kapcsolodott be Tanszékiink Erdei Laszl6 professzor (akkori tanszékvezetd)
altal vezetett kutatocsoportja 2004-ben. Ekkor vésarolt a Tanszék egy modern
fluoreszcens mikroszkopot, amivel lehetdségiink nyilt a NO jelmolekula szint-
jének valtozasait idében ¢és térben detektalni. Mivel Tanszékiink kutatasi pro-
filja ebben az idében a stresszélettan volt, igy a NO-dal kapcsolatos els6 vizs-
galatainkban ozmotikus stressznek kitett novényfajokkal (pl. borso, buza,
ludfii) foglalkoztunk, ¢s a NO gyokérfejlodésben jatszott szerepére valamint
auxin hormonnal val¢ interakcidjara fokuszaltunk (1. dbra). A nemzetkozi ku-
tatdsban ekkor forr6é pontnak szamitott a NO enzimatikus forrasanak felderi-
tése a novényekben, ezért figyelmiinket mi is ezirdnyba forditottuk, és mutans
ludfli vonalak felhasznalasaval igazoltuk a nitrat reduktaz enzim részvételét a

NO termelésben auxin kezelésnek és ozmotikus stressznek kitett gyokerekben
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(Kolbert és mtsai. 2008, 2010). Ezen korai munkainkat két nagymult, europai,
novényélettani folydiratban kdzoltiik 2008-ban majd 2010-ben. Elmondhato,
hogy eredményeink nagy érdeklddésre tartanak szamot, hiszen egyik cikkiink

ezidaig 115 fliggetlen hivatkozassal rendelkezik.

1. abra: A kezdeti kisérleti rendszereink, melyekben a nitrogén-monoxid flu-
oreszcens mikroszkdpids tanulmédnyozasa zajlott. Buza (a) és borso (b) nové-
nyek gyokércsucsai fluoreszcens jelolést kovetden, borsd ndvények vizkulti-
ras nevelése és ozmotikus stresszkezelése (c), borso szaranak keresztmetszete
fluoreszcens jelolést kovetden (d), buza vizkultirds nevelése €s ozmotikus
stresszkezelése (e), fluoreszcensen jelolt buzaszar keresztmetszet (f), fluoresz-
censen jelolt ludfii oldalgyokér kezdemény (g), borsé névények gyokérrend-
szere (h). A mikroszkopos felvételeken a zold emisszid a NO szintjét és loka-
liz4cigjat jelzi, a vords emisszio a klorofill pigment autofluoreszcencidja.

Tovabbra is fokuszban a NO és novényi hormonok kapcsolatanak tanul-
manyozasa

A kezdeti sikereket kovetden a novényi NO kutatdsa aktivan folytatddott to-
vabb a Tanszéken, immaron tobb lelkes PhD hallgato csatlakozasaval az ek-
kortajt megalakult ,, SZTE Nitrogén-monoxid Jelatviteli Kutatocsoport” ber-
kein beliil. Kiemelt témank maradt a névényi hormonok és a NO kapcsolatai-
nak vizsgalata, és tobb érdekes interakciot azonositottunk az elmult években
auxin és NO (Petd és mtsai. 2011), citokinin és NO (Lehotai és mtsai. 2016),
etilén €s NO (Feigl és mtsai. 2019), valamint strigolakton és NO (Olah és
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mtsai. 2020) jelek kozott ladfii mutans és transzgenikus vonalak felhasznala-
saval. Ezekben a munkékban is a gyokérfejlodés szabalyozdsanak megértése

volt a célunk a NO 1;j szerepeinek felismerése mellett.

A folytatas, vagyis a kutatasi fokusz kiszélesitése a hattérprobléma meg-
valtoztatasaval
A hormon-NO kapcsolatokat feltaré munkaink mellett a nemzetkdzi iranyvo-
nalat figyelembe véve aktudlissa valt a vizsgdlati fokuszunk tagitasa, vagyis,
hogy a NO mellett a sejtekben megtalalhato reakcidtermékeivel, az Uin. reaktiv
nitrogénformakkal (RNF) és ezek fehérjékre gyakorolt hatasaval is elkezdjlink
részletesebben foglalkozni. gy névvaltoztatast eszkozolve immaron az ,,SZTE
Reaktiv Nitrogénforma Jelatviteli Kutatocsoport” keretein beliil folytatddott a
munka. A stresszélettan témakorénél maradtunk, de bizonyos nehézfémek és
nem-fémes elemek tobbletének gyokérfejlodésre gyakorolt hatasaival, €s eb-
ben a RNF szerepeivel kezdiink el foglalkozni modell és gazdasagi fajokban,
valamint olyan novényekben, amelyek képesek nagy mennyiségii elem felvé-
telére és tlirésére. Kérdésiink az volt, hogy a NO a mar altalunk is azonositott
novekedést szabalyozo6 hatasan tul jatszik-e valamiféle szerepet az elemtobb-
letek altal okozott stressz tlirésében. Ludfii modell rendszerekben vizsgalod-
tunk, és legjelentdsebb felfedezésiink az volt, hogy kimutattuk a RNF-fiiggd
S-nitrozilacios fehérjemodositas szerepét a reaktiv oxigénforma (ROF) szintek
A RNF azonban kétarcti molekulacsalad, vagyis a stresszhatasra fokozodo
RNF ¢és ROF képzddés masodlagos, nitro-oxidativ stresszt okoz a sejtekben,
mely soran a DNS, RNS, lipidek, fehérjék oxidativ és nitrozativ folyamatok
révén karosodnak, végiil sejthalalhoz vezetve. A nitrozativ fehérjemodositas

masik esete (az S-nitrozilacié mellett) a tirozin nitracio, mely soran tirozin-
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tartalmu célfehérjék szenvednek el szerkezeti és mitkodés béli modosulast. Je-
lent6sebb felfedezéseink a nitrozativ stressz indikatora, a tirozin nitracio szerv-
, 1d6- és koncentraciofiiggd jellegének kimutatdsara vonatkoztak elemtdbble-
tek (pl. cink, réz, szelén, nikkel) hatasara a fent emlitett névényekben (pl. Feigl

¢és mtsai. 2013; Molnar és mtsai. 2018; Kolbert és mtsai. 2018, 2020; Borbély
és mtsai. 2021; 2. abra).
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2. abra: A nehézfémek és nem fémes elemek tobblete altal kivaltott nitro-oxi-
dativ stresszt vizsgalo kisérleti rendszereink. Mustar (Brassica jucncea) viz-
kultaras nevelése és réz-szulfat koncentraciokkal valo kezelése (a), nitrogén-
monoxid (z6ld), szuperoxid gydkanion (narancsszin) és hidrogén-peroxid (vo-
r0s) képzddése a réz-kezelt mustar gyokércsticsaiban (b), a tirozin nitracio ki-
mutatasa immunjel6léssel szelén-kezelt érzékeny Astragalus membranaceus,
és tiir6 Astragalus bisulcatus fajok gyokér keresztmetszeteiben (c) és sziklevél
keresztmetszeteiben (d), a tirozin nitracié kimutatasa western blot analizissel
nikkel-kloriddal kezelt ladfii (Arabidopsis thaliana) és mustar gyokerében
(NO2-BSA, nitralt marhaszérum albumin, pozitiv kontroll). A fehérjesavok
immunjelének erdsddése a kontrollhoz képest a nikkel hatasara fokoz6do tiro-
zin nitraciora utal. Az abrak az aldbbi publikacidinkbdl szarmaznak: Feigl és
mtsai. 2013 (a, b), Kolbert ¢s mtsai. 2018 (c, d), Kolbert és mtsai. 2020 (e).
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Foglalkozunk a lipidek nitralasaval is, és egyiittmiikodve az SZTE Farma-
kognoziai Intézet kollégaival elsdként mutattuk ki, hogy a repce csirdk nagy
mennyiségli nitro-olajsavat tartalmaznak, ami NO-t felszabaditva elésegiti a
csirazasukat (Vollar és mtsai. 2020).

Az elemtobbletek hatasa, mint kutatdsi iranyvonal azért is bizonyult sze-
rencsés valasztasnak, mert eredményeinket a klasszikus ndvényélettani folyo-
iratok mellett, tobb esetben kornyezettudomany profilt lapokban tudtuk ko-

z0lni.

Nyitas az uj trendek felé, vagyis a nanoanyagok és a nitro-oxidativ stressz
A nanotechnolégia elmult évtizedekben tapasztalt robbanasszerii fejlodése
egyszerre kivanatos és karos hatdsokat is von maga utdn. A nanoipar 4ltal eld-
allitott vagy a természetben keletkezd nanoanyagok (pl. szén-alapu, fém, fém-
oxid, kitozan nanorészecskék, nanomiianyagok) kapcsolatba keriilnek a hely-
hez kotott életmodi novényekkel, és stresszt jelentnek szamukra. Ezért a no-
vényi stresszélettan tudoméanydban az elmult évtizedben sziikségessé valt
olyan kutatdsok bevezetése, melyek a ndvények nanoanyagok jelenlétére adott
reakci0it tanulmanyozzak. Kutatocsoportunk els6ként fém-oxid (egészen pon-
tosan cink-oxid) nanorészecskék csirazast, csiranévény novekedést, sejtfal
Osszetételt befolyasold hatdsat vizsgalta, és kimutatta a nanorészecskék nové-
nyi sejtekbe valo felvételét. Ezeken tilmenden els6ként hataroztuk meg a cink-
oxid nanorészecske kezelés nitro-oxidativ stresszt kivalto hatasat repce €s mus-

tar novényekben (Molnar és mtsai. 2020 ab; 3. abra).
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3. abra: A nanoanyagok (cink-oxid, ZnO) hatasara bekovetkezé nitro-oxidativ
stresszt és sejtfalmddosulasokat vizsgalo rendszereink. A ZnO nanorészecskék
fiziko-kémiai jellemzése (a), repce csirandvények megjelenése ZnO nanoré-
szecske kezelést kovetden (b), nanorészecskék kimutatasa transzmisszids
elektronmikroszkoppal repce gyokérsejt falaban (denz jelek, c), peroxinitrit (d)
¢és nitrogén-monoxid (e) jelolése repce és mustar gyokércstcsaiban, lignin je-
161ése repce gyokerében (vordsbarna jelek, f), pektin poliszacharid jeldlése
repce gyokércsucsaban (rozsaszin jel, g). Az abrak az alabbi publikéacioinkbol
szarmaznak: Molnar és mtsai. 2020ab.
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Jelenleg is folynak vizsgalataink egyéb fém-oxid és szén-alapt nanoanya-
gok novényekre gyakorolt hatasaival kapcsolatban, és a munkéak fokuszpontja
tovabbra is a NO/RNF jelatvitel. Ezek a vizsgalatok nem valosulhatndnak meg
vegyészkutatok segitsége nélkiil, igy sikeres egyiittmiikodést folytatunk az
SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék, valamint az SZTE Szervet-

len és Analitikai Kémiai Tanszék munkatarsaival.

Egy gyakorlati jellegii, mezégazdasagi probléma vizsgalata, vagyis a RNF
jeltavitel szerepe a cinkhiany valaszban

Helyenként a fém, nemfémes elemszennyezések €s nanoanyag szennyezések
jelenthetnek novényzetet is érintdé kornyezetvédelmi problémat. Ennek elle-
nére ugy gondoltuk, hogy a nanoanyag kutatasaink folytatasa mellett a vizsga-
lati profilunk egy gyakorlat-orientaltabb téma iranyaba valé forditasa jobban
illeszkedik a nemzetkdzi trendekbe, ahol a ndvénytermesztés optimalizalasa a
valtozo klimatikus viszonyok mellett egy kdzponti kérdéskor. Legtjabb kuta-
tasinkban a cink, mint esszencialis tdpelem hianyara adott névényi valaszokkal
foglalkozunk. A téma ezért is tiinik jo valasztasnak, mert nincs elérhetd iro-
dalmi adat a NO/RNF jelatvitel szerepérdl a cinkhiany valasz szabalyozasaban,
bar a cinkhiany szdmos ponton érintheti a NO/RNF metabolizmust és jelatvi-
telt. Ennek a hipotézisnek a tesztelésébe kezdtiink bele a kdzelmultban gazda-
sagi novényfajokat (pl. repce, kukorica, borsd) és alapkutatdsi modellndvényt

(ladfii) hasznalva vizsgélati organizmusokként.

Osszefoglalas és a novényi NO Kkutatas jovéje a Tanszéken

A ndvényi NO kutatdsa az SZTE Novénybiologiai Tanszékén immaron 18
éves multra tekint vissza. Ez 1d6 alatt a nemzetkdzi kutatasi irdnyvonal a hatés
megfigyelésétél a NO-hatdsmechanizmus molekuléris folyamatainak magya-

razata felé mozdult el. Ezeket a kutatasi trendeket folyamatosan szem eldtt
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tartva valtozott kutatocsoportunkban a hattérprobléma a NO jelatvitel, mint f6-
kuszpont megtartasaval (4. abra). Szép eredményeket értiink el a NO-hormon
kapcsolatok feltarasaval a gyokérfejlodés szabalyozasaban; ezek a munkak f6-
ként a strigolakton-NO, karrikin-NO és az etilén-NO interakciokra 6sszponto-
sitva kisebb kapacitassal jelenleg is folynak. Masik jelentosebb vizsgalati té-
mank volt az elmult években a NO stressztiirést fokozd szerepe elemtobbletek
hatasara, valamint sokat foglalkoztunk az elemtobbletek altal kivaltott nitro-
oxidativ stressz faj-, idOtartam-, koncentracid- és szervfiiggésével. A nano-
anyagok ¢és a novények kapcsolatanak feltarasa egy sok lehetdséget és ;) fel-
fedezéseket rejtegetd téma, ezért a jovoben egy fontos kutatasi irdnyként ter-
vezziik folytatni a megkezdett vizsgalatokat, illetve terveziink 0j kisérleti rend-
szereket felallitani a téméban. A kézelmultban megkezdett, ndvényi cinkhi-
anyra vonatkozd vizsgalataink szintén perspektivikusak. Ezt a témat egyrészt
molekularis szinten vizsgalodva (RNF-fiiggd gének kifejezddése, transzkrip-
tom analizis), masrészt nano-cink és nano-NO adagolés hatdsanak vizsgalata-
val tervezziik kiegésziteni illetve folytatni. Kiemelt fontossaglinak tartjuk a
mar kiépitett hazai és nemzetkdzi kutatasi egyiittmiitkddéseink fenntartasat il-
letve kiterjesztését a jovOben, hiszen hitvalldsunk szerint a jelentds eredmé-
nyeket csak Osszefogassal lehet elérni. Csoportunk erre vonatkozd mottojat —
melyet a jovében is szem eldtt tartunk majd- az alabbi Arisztotelésztdl szar-

maz6 idézet kivaloan megfogalmazza:

Az igazsag kutatasa egyrészt nehéz, masrészt konnyii. Jele ennek, hogy bar
senki nem ragadhatja azt meg méltoképen, nem is tévesztheti el teljesen, hanem
kiki tud valami helyeset mondani. S ha igy az egyes ember semmivel vagy csak
nagyon kevéssel jarul is hozza az igazsaghoz, valamennyiék dsszefogasabol

mégis egy csomo tuddas sziiletik meg.
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4. abra: A kisérleti rendszereink sematikus dsszefoglalasa. Vizsgalataink ko-
zéppontjaban a nitrogén-monoxid (NO) jelmolekula 4ll, mely metabolizmusat,
jelatvitelét tobb aspektusbol tanulményozzuk. Az elmult csaknem htisz évben
foglalkoztunk a NO és bizonyos ndvényi hormonok kozotti kapesolatok felta-
rasaval, a NO stressztiirést fokoz6 hatasaval cink, szelén és réz terhelés esetén,
a NO/reaktiv nitrogénformék (RNF) nitro-oxidativ stresszt kivalté hatasaval
cink (Zn), szelén (Se) és nikkel (Ni) terhelések esetén, valamint nanoanyag
(cink-oxid ZnO, nikkel-oxid NiO és tobbfalt szén nanocs6 MWCNT) kezelé-
sek hatasara. Legujabb vizsgalataink a NO/RNF jelatvitel és a cinkhiany kap-
csolatara 0sszpontositanak.

Koszonetnyilvanitas

Halaval tartozunk a kutatocsoport Osszes volt €s jelenlegi kollegajanak, hall-
gatdjanak, és az egylittmiikodd hazai és kiilfoldi kutatoknak, akik aldozatos
munkdja révén sziilettek meg az eredményeink, és tudott épiilni a kutatdcso-
port. Kdszonjiik tovabba az anyagi timogatast a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési
¢s Innovaciés Hivatalnak (K48436, PD100504, K120383, PD120962,
KH129511, K135303) és az Eurdpai Unionak (EFOP-3.6.1-16-2016-00008).
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