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A doktori értekezés targya a brasszinoszteroidok bioszintézisében résztvevd gének
funkcidjanak €s szabalyozasdnak vizsgélata.

A brasszinoszteroidok csak az 1970-es években valtak ismertté. Mivel felfedezésiiket
gyorsan kovette a molekularis genetikai modszerek térhoditdsa, a bioszintézisiikkel ¢és
hatasmechanizmusukkal kapcsolatos ismeretek rendkiviil dinamikusan bdviiltek az elmult
évtizedek alatt. Ezeknek az isemereteknek koszonhetden ma mar a brasszinoszteroidokat a
legfontosabb ndvényi hormonok kozott tartjuk szdmon, amihez a jelolt munkassaga is
hozzajarult. Szekeres Miklos egy torpe novekedésii Arabidopsis mutans jellemzésén keresztiil
a 90-es elsd felében kapcsolodott be a brasszinoszteroidok kutatisaba és Uttord szerepet
Jatszott a brasszinoszteroid bioszintézis molekularis hatterének és egyedfejlodési szerepének
feltarasaban az egyik kulcs enzimnek, jelenlegi elnevezése szerint a CYP90Al-nek, az
azonositasdval ¢és jellemzésével. Az azbéta eltelt évek alatt tovabb folytatta a
brasszinoszteroidok bioszintézisét szabalyozo6 rendkiviil komplex €s szertedgazd enzimatikus
utvonalak molekularis genetikai vizsgalatat és a teriilet egyik nemzetkozileg elismert
szakértojévé valt. Dolgozata az ezen a teriileten az elmult kozel husz évben végzett
vizsgalatait foglalja 6ssze az idokdzben megjelent, egymadsra épiild, tudomanyos publikacioi
alapjan.

A dolgozat formai szempontbol egyfajta atmenet a hagyomanyos felépitésii €s a tézis szertien
szerkesztett dolgozatok kozott. A jelolt k6zos Irodalmi attekintés és Anyag és modszer
fejezeteket kovetéen az Erdmények és megvitatasuk fejezetet az egyes tudomdanyos
kozeleményei alapjan tagolja. Mivel ezek a kdzlemények egymasra épiilnek €s egy egységes,
a brasszinoszteroid bioszintézist atfogd, nagyobb témava olvadnak Gssze, ez a megkozelités
jol alkalmazhatonak bizonyult €s nagyon jo attekintést ad a jelolt tudomanyos munkassagarol
éppugy, mint a brasszinoszteroidokkal kapcsolatos jelenlegi ismeretekrél. A dolgozat, bar
nem mentes a hibaktol, j61 megirt, olvasmanyos, az eredmények abrakkal és tablazatokkal jol
alatdmasztottak. A formai hibakat okulasul egy mellékletben 6szegylijtottem, de mivel ezek a
dolgozat érdemi részét nem érintik, részleteiben nem térek ki rajuk.

A tovéabbiakban a dolgozat tematikaja szerint haladva teszem meg megjegyzéseimet €s
fogalmazom meg kérdéseimet.

Az Irodalmi attekintés viszonylag révid, de igy is alapos, és a dolgozat tovabbi részeinek
megértésé¢hez elegendd attekintést ad a brasszinoszteroidokkal kapcsolatos ismeretekrol.
Kérdések, megjegyzések:

o A harmadik oldalon a jelolt szembeadllitia a ,,névekedés szabalyozo™ és a ,, hormon”
kifejezéseket, miszerint a brasszinoszteroidokat sokaig névekedés szabdlyozonak
tartottak és csak késobb ismerték el novényi hormonnak. Mivel ezt a két kifejezést
gvakran szinonimaként hasznalja a tudomanyos irodalom, szeretném a jelolt, mint
szakerto, véleményét hallani ebben a kérdésben.

o Az 5. oldalon emliti, hogy egyszikiiekben (és sok kétszikii fajban is) a legerdsebb
élettani hatdsu brasszinolid nem kimutathato és feltehetoen ezekben a fajokban a
kasztaszteron a biologiailag aktiv végtermék. Kérdésem, hogy ismert-e ennek a
kiilonbségnek az evolucios hattere: egy bioszintetikus enzim hidnydra vezetheto-e
vissza ezekben a fajokban, vagy mutacio kovetkezménye? Egyiittiar-e ez a kiilonbség
esetleg a brasszinoszteroid receptor szerkezetének megvaltozasaval?



10. oldalon felveti a brasszinoszteroid hianyos vagy inszenzitiv novények potencialis
gazdasagi jelentoségét. Hogyan egyeztetheto ez ossze az ilyen névények novekedési és
morfogenetikus rendellenességeivel (pl. 42. oldal)?

A 28. oldalon némi ellentmondast vélek felfedezni abban a mondatban, amiszerint a
, BR bioszintetikus gének gatlasarol szolo kozlemények”-ben ,,vizsgalt gének
egyikének sincs bizonyithato szerepe a BR-ok szintézisében”. Hogyan kell ezt érteni?

Az ,,Anyagok ¢s mddszerek tomoren de kelld gondossaggal megirt fejezet.

Az ,Eredmények és megvitatasuk” fejezet a mar emlitett modon, az egyes kozleményekre
épil: rovid hatteret kovetéen az eredmények ismertetésére keriilt sor, amit egy zaro
szakaszban Osszefoglalt €s diszkutalt a jelolt. Némi zavart okozott szdmomra, hogy az abrakra
nem mindig sorrendben tortént a szovegben a hivatkozas, illetve, hogy bizonyos
eredményeket rogton ismertetésiikkor diszkutalt, mig masokat csak a szakasz végi
Osszefoglalasban.

Kérdések megjegyzések:

A 42. oldalon a cpd mutdns fenotipusanak leirasakor lekerekitett epidermalis
sejtekrdl, duplikalt gazcsere nyilasokrol szamol be illetve a 66. oldalon a
brasszinoszteroid deficiencia pollencso névekedést gatlo hatasat eméliti. Ezek olyan a
sejtvaz szervezodésének zavaradval is egyiittjaro morfologiai jegyek, amelyek tipikusan
a kis molekulasulyu ROP GTPazok adltal szabalyozottak, raaddsul egyre t6bb adat all
rendelkezésre arrol, hogy a brasszinoszteroid receptorhoz hasonlo receptor kindzok
kozvetlen kapcsolatban vannak a ROP GTPaz jelatvitellel a ROP-guanin-nukleotid
kicserélé faktorokon keresztiil. Kérdésem, hogy ismert-e bdarmilyen kapcsolat a
brasszinoszteroid jelatvitel és a sejtvdaz szervezodésének szabalyozasa és konkrétan a
ROP GTP-az kapcsolt jelatvitel kozott? Ha nem, akkor elképzelhetonek tart-e egy
ilyen kapcsolatot?

A 47. oldalon a 10. abra kapcsdan hianyoltam annak kihangsulyozasat, hogy a
komplementalt cpd mutans egyben a CPD tultermelés vizsgalatara is alkalmas, amirol
a4.1.1.3 szakasz szol.

A 4.1.1.3. szakasz, amely a CPD kifejezodésének a stressz gének kifejezodésére
gvakorolt hatasarol szol megtori a dolgozat logikadjat. Célszeriibb lett volna kiilon
ismertetni és megvitatni ezeket az eredményeket.

Ezzel kapcsolatban azt irja, hogy a brasszinoszteroid kezelés nem indukdlja a
pathogenezis kapcsolt (PR) fehérjék génjeit, de azok a CPD tultermel6 novényekben
magasabb szinten expresszalnak mint a kontrolban. Ehhez kapcsolodo kérdésem:
valoban megnovekszik a a CPD tultermeld novényekben a reaktiv oxigén fajtdk szintje,
vagy ez csak egy hipotézis? Kiilsé brasszinoszteroid kezelésnek van-e hatdsa a reaktiv
oxigen fajtak termelodésére?

84. oldal. A gyokérben és a hajtasban a brasszinoszteroid bioszintézisben résztvevo
gének aktivitasa és a brasszinoszteroid intermedierek mennyisége, aranya lényegesen
eltér. Mi lehet ennek a biologiai jelentosége? Van-e, lehet-e a korai intermediereknek
valamilyen biologiai funkcioja a gyokérben (pl. anyagcsere), ahol magas szinten
vannak jelen?

A brasszinoszteroidokrol ismert, hogy nem transzportdilodnak. Mi a helyzet az
intermedierekkel? Kiilonos tekintettel arra, hogy az egyes bioszintetikus lépésekért
felelos gének kifejezodési mintdazata nem teljesen fed dat.

86. oldalon irja, hogy nem ismert miért van végtermék gatlas az osszes bioszintetikus
gén esetében. Lehet-e az ok az, hogy a bioszintézis utak halozatos kapcsolata miatt az



intermedierek felhamozoddsdanak gatlasa csak igy lehetséges? Lehetnek ezek az
intermedierek esetleg karosak a novény szamara?

92. oldal. A 4.2.3.3. szakaszban a CYP85A1 és A2 gének differencialis kifejezodése
kapcsan oOsszehasonlitia azok elsodleges promoter szekvencidjat, ami véleményem
szerint kevéssé informativ, de a feltételezett transzkripcios faktor-koté helyeket nem.
Miért?

94. oldalon emliti, hogy Zinnia elegansban a xiléem képzodés folyaman a CYP85 és
CYP90 gének expresszioja osszehangolt. Mi a helyzet a két géncsalad expressziojanak
osszehangolasa tekintetében az Arabidopsis novény egyedfejlodése alatt (pl.
mikroarray adatok illetve promoter motivumok és szabalyozo transzkripcios faktorok
tekintetében)?

A 104. oldalon emliti, hogy a paradicsom termés perikarpban nagy mennyisagben
halmozodik fel a brasszinolid. Elképzelheto-e, hogy a termésben specifikusan miikodo
CYP85A43 termelodése mentes a végtermék gatlas alol?

112. oldalon emliti, hogy a napszakos valtozasok soran a brasszinolid a fényperiodus
kozepén szaporodik fel de az intermedier poolok nem valtoznak. Mivel magyarazhato
ez?

4.3. fejezetben a jelolt a CYP90CI és DI enzimek jellemzésérol szamol be. A hattér
felvazolasakor Kim és mtsai. hasonlo, részben korabbi, részben parhuzamos,
kutatasainak eredményeit irja le, akik mas végkovetkeztetésre jutottak az enzimek
szerepét illetben. Nem teljesen vilagos, hogy mi volt a két megkozelitésben az a
kiilonbség ami az eltérdé eredményekhez vezetett.

A 135. oldalon bemutatia a brasszinoszteroid szintézisben feltart un. C-23-
hidroxildacios sontok semdjat és hangsulyozza ezek jelentoségét. A 4. dbraval
osszevetve nem vilagos szamomra, hogy ezeknek a sontoknek a létezése mellett a cpd
(CYP90A1) mutacio hogyan vezet brasszinoszteroid deficiencidhoz?

138. oldalon emliti, hogy a DD-RT PCR technikaval csak harom BR-regulalt gént
sikertilt azonositani, de nem emliti, hogy hany feltételezett transzkriptumot vizsgaltak.
Mennyire volt reprezentativ a minta? Az Arabidopsis genom és a microarray adatok
ismeretében ma hany BR szabalyozott génrdl tudunk Arabidopsisban?

A 145. oldalon leirja, hogy a BRHI gén feltételezhetoen védekezési reakciokban vesz
részt, majd szenz és antiszenz BRHI transzgenikus novényekrol szamol be. Milyen
ezeknek a novényeknek a patogén valasza?

Az dolgozatot egy rdvid Osszefoglalas zarja, amelyben a jeldlt hét pontban foglalja 6ssze
legfontosabb eredményeit. Ezek az eredmények kivétel nélkiill a tudomanyteriilet
legrangosabb nemzetkozi folydirataiban jelentek meg és alapvetden jarultak hozzd a
brasszinoszteroidok bioszintézisének €s bioldgiai szerepének a megértéséhez.

Az eredmények koziil jomagam a legnagyobb jelentdséglicknek az alabbiakat tartom:

A jelolt a torpeséget okozd cpd mutaciod genetikai hatterének feltarasaval azonositotta
a brasszinoszteroid bioszintézisben kulcs szerepet jatszo CYP90AI1 citokrom p450-
tipust enzimet illetve annak génjét €s igazolta a brasszinoszteroidok szerepét szamos
egyedfejlédési folyamatban.

A CYPI90CI1 ¢és D1 enzimek szubsztrat preferencidjdnak vizsgalata alapjan egy uj
bioszintetikus sémat dolgozott ki, amely alapjan a brasszinolid a korabbi modellben
feltételezettnél kevesebb 1épésben johet 1étre.



e Promoéter-riporter gén fuziok segitségével feltérképezte a brasszinoszteroid
szintézisben résztvevd szamos gén kifejezddési mintazatat a ndvényi egyedfejlodés
alatt.

e Megallapitotta, hogy a brasszinoszteroid szintézis kulcs génjei, a CYP85A42 és CPD
gének, fény és napszakos szabalyozas alatt allnak, ami egyiittjar a brasszinolid szint
napszakos valtozasaval.

e Kimutatta, hogy a brasszinoszteroid szintézis génjei kdzdsen végtermék gatlas alatt
allnak, de ennek nincs szerepe a CDP aktivitas gatlasdban a sotét periodus alatt.

Szekeres Miklosnak a dolgozatban attekintett tudomanyos munkassaga messzemenden eleget
tesz az MTA doktori cim szakmai kdvetelményeinek, ezért javaslom a benytjtott, formailag

crcr

messzemenden tamogatom az MTA doktori cim odaitélését.

Szeged, 2011-05-04

Fehér Attila
az MTA doktora



Melléklet

Formai megjegyzések

Roviditések: messze nem teljes, de a szovegben a roviditések magyarazata megfeleld

13. oldal:
30. oldal:

disszeracio — disszertacio
azokat valamelyikét — azok valamelyikét
Arabidopsis Stock Center elérhetdsége nincs feltiintetve

»Anyagok és modszerek” — a cégek nevei mellett csak a miiszerek esetében van cim

38.

39.
41.
46.
51.
52.
53.
65.

67.
77.

oldal:

oldal:
oldal:

oldal
oldal
oldal
oldal
oldal

oldal
oldal

az egyes méréseket megismételtiink - az egyes méréseket megismételtiik
RNaz, de DN-az

cDNS-eket teljes kodolo régioit - cDNS-ek teljes kodolo régioit

felelds a valamennyi — felelds valamennyi

a 9. dbra B részére késon van hivatkozas a szovegben; kiilon abra kellett volna
13. abra: CR az abran, CL az alairasban

14. &bra: a det2-re nincs hivatkozas a szovegben pedig van fenotipus

a szovegben a chb mutans emlitésénél nincs hivatkozas

a cbb3/cpd2 Northern hibridizacié diszkutdldsanal nincs hivatkozas az abrara
(21?7, amin nem latszik a két band) vagy az eredeti publikéciora

a szOvegben a 22 ¢s 23 dbra forditott sorrendben van hivatkozva

a4.2.2. ¢és 4.2.2.1 szakaszok els6 paragrafusa szoszerint azonos

88 és 90. oldal szodszerinti mondat ismétlés

90.
93.
98.

oldal
oldal
oldal

34. abra, itt felesleges a mikroszkop gyarto feltiintetése
37. abra alairasban kimaradt a ,,B”
39. dbra B-rész: a gének neve fel lett cserélve

109 és 111. oldal 46. és 47. dbran WT az alairdsban W a vadtipus jele

110. oldal
115. oldal

119. oldal
131. oldal

korabbi munkdja — de kinek?

a 48. abran az alairasban A és B szerepel az abszolut €s normalt értékeket
bemutaté B és C helyett

nem ismeret — nem ismert

nm nem a nanomol hanem a nanométer roviditése, helyesen nmol (vagy nM, ha
koncentracid)



