Valasz Dr. Havelda Zoltan, az MTA doktora biralatara

Elészor is nagyon koszondm Dr. Havelda Zoltannak dolgozatom értékelésére forditott idejét és
faradtsagat, gondos biralatat, az elismerd véleményét és a gondolatébresztd kérdéseket is.

A biralatban megfogalmazott kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

A Kkisérletekben elsésorban a Kkonstitutivan aktivalt MKK3 formaval lehetett az aktivitast
hatirozottan megmutatni. Mennyire tiikrozi a konstitutivan altivalt forma hasznalata a
természetes jelenséget, szamithatunk-e a hasznilata soran estleges miitermék reakciok
megjelenésére?

A tultermeléssel és a konstitutivan aktivalt forméakkal kapcsolatban is felmeriilhet a miitermék reakciok
megjelenése, hiszen pl. egy sztochiometriailag jelent6s tobbletben megjelend fehérje hajlamos lehet
aspecifikus komplexekben is megjelenni, azok mitkodését modositani, a konstitutivan aktivalt formak
pedig pl. kikeriilnek a negativ visszacsatolasi folyamatok szabalyozasa alol. Eppen ezért ajanlatos a
kisérleti eszkoztar kiillonbozé elemeit hasznalva, eltéré modszerekkel fiiggetleniil alatdmasztani egy
adott biologiai, funkcionalis kovetkeztetést. Az MKK3-MPK?7 kolcsonhatast és aktivaciot kiilonbdzo
kontrollok mellett négy, eltérd alapelvii modszerrel mutattuk ki (Y2H, immunokomplex kinaz teszt, in
vitro foszforilacio, in planta ko-immunprecipitacio). Habar az MPK7 aktivaciot alapvetden igazold két
modszerben (immunokomplex kinaz teszt, in vitro foszforilacid) valoban konstitutivan aktiv MKK3-at
hasznaltunk, az immunokomplex kinaz tesztben a konstitutivan aktiv MKK3-hoz hasonlé eredményt
értiink el H»O, kezelt vad tipusu MKK3 ko-expresszioval is. Ebben a kisérleti rendszerben a
konstitutivan aktiv  MKK-k jellemzdéen szelektiven aktivalnak MAP kinazokat, az igy kapott
eredmények alapvetden Gsszhangban alnak mas modszerekkel elért eredményekkel, ezért a modszer
széles korben elterjedt az MKK-MAPK nexus vizsgalatara (Methods Mol Biol. 2011;779:79-92). Az
MKK3 patogén rezisztencidban betdltott funkcidjat is tobbféle kisérleti rendszerben elért eredmények
tamasztjak ala: patogén-indukalt MKK3 promoter aktivitds, PR gén expresszio, bakterialis fert6zési
kisérletek, PRI promoter aktivalas. A fert6zési kisérletekben a vad tipusi MKK3 taltermeltetése nem
eredményezett fenotipus valtozast, mig az aktiv MKK3 forma €s az mkk3 mutans ndvények ellentétes
fenotipust mutattak ebben a rendszerben. Osszességében tehat nagy valdsziniiséggel kizéarhaté, hogy az
MKK3-MPK7 jelpalya patogén jelatvitelben betdltott szerepe kisérleti mitermék lenne, viszont
mindazonaltal nem zarhaté ki, hogy mas folyamatokban ugyanezen modszerek nem eredményeznek
miitermékeket.

Természetesen, biologiai kérdések vizsgalatara mindig jellemzd, hogy minden egyes modszernek
egyarant vannak bizonyos eldnyei és hatranyai is. Ezeket figyelembe kell venni a kisérlettervezéskor,
az elGzetes tudas, a hipotézisek és a fiiggetlen evidencidk fényében. A tultermeléssel és a konstitutivan
aktivalt formakkal ellentétes koncepcion alapuld inszercios (knock-out) mutansok is eredményezhetnek
miterméket, hiszen egy adott fehérje eltiintetése a cellularis kozegb6l annak interakcids partnereinek
felszabadulasaval” jar, ami aspecifikus interakciok megjelenését eredményezheti.

Az eredmények alapjan a MKK3 aktivacié alapvetéen ROS alapu, ez arra utal, hogy szamos
kiilonb6z6 patogén fertozésére bekapcsolhat ez az utvonal. Létezi adat arra, hogy ez az utvonal
menyire széleskoriien kapcsol be mas patogének fertozése esetén?



Az MKK3-MPK7 modul felfedezését bemutatd kozleményiink 6ta megjelent publikaciok egyértelmiien
igazoljak, hogy az MKK3 funkcionalitasa a tobbi, jol jellemzett MAPK komponenshez hasonloan
komplex. Egyrészt kideriilt, hogy a jelpalyanak szélesebb korii szerepe van a stressz jelatvitelben, ABA
(Plant J. 2015 82(2):232-44) és sebzés hatasara is aktivalodik (Plant Cell. 2020;32(6):1988-2003), a
sebzés jelatvitelben pedig egy D csoport MAP kindzzal (MPKS) is egyiittmikodik (Mol Cell.
2011;41(6):649-60). A jelpalya fels6 tagjaiként azonositottadk a MAP3K17-et és MAP3K18-at (Plant J.
2015;82(2):232-44). Mindemellett az MKK3 fejlédésszabalyozo szerepére vonatkozoan is sziilettek
eredmények. Az MKK3-MPK6 modul szerepet jatszik a jazminsav jelatvitelben, ami a fejlodési és a
védekezési folyamatokban egyarant fontos novényi hormon (Plant Cell. 2007;19(3):805-18). Tovabba
igazoltak az MKK3-MPK6-MYC2 funkcidjat a kék fény indukalt fejlodési valaszban is (Plant Cell.
2014;26(8):3343-57).

Mindazonaltal, mas patogénekkel kapcsolatos publikéacié legjobb tudomasom szerint nem jelent még
meg. Sajat, nem kozolt eredményeink szerint, az Erwinia carotovora SCC1 fertézésre az mkk3-1
mutans érzékenyebb, viszont a funkcionyeré6 MKK3 tultermeld ndvények nem mutattak szignifikansan
magasabb rezisztenciat.

A MAPK rendszer szerepet jatszhat virus fertézések elleni védekezésben is?

Az Arabidopsis modellndvénnyé valasat kovetden a molekularis novénykortan legszéleskoriibben
tanulmanyozott kisérleti rendszerévé az Arabidopsis — Pseudomonas kapcsolat valt. Ezt tikr6zi az
ebben a rendszerben sziiletett igen nagyszamu kozlemény, beleértve szamos MAP kinaz kutatasi
eredményt is. Ehhez képest a MAP kinazok virus fertdzés elleni védekezésben betoltott szerepére
vonatkoz6 tanulmanyok sporadikusnak tekinthetdk, legtobbjiik nem is az Arabidospis modellel késziilt.

Erdekes modon, az elséként azonositott és jellemzett ndvényi MAP kinazokhoz sorolhaté dohany SIPK
¢s WIPK, N gén altal kozvetitett aktivacidjat, dohanymozaikvirus (tobacco mosaic virus (TMV))
fert6zés hatasara, mar a kilencvenes években leirtak (Proc Natl Acad Sci U S A. 1998;95(13):7433-8).
Késbbb a jelpalya miikodését részletesen feltartak, miszerint az NtMEK2-SIPK/WIPK modul a HSP90
alatt, a mitokondrium felett szabalyozza a hiperszenzitiv valaszt (Plant Cell Physiol. 2007;48(3):498-
510). Nicotiana benthamiana novényben a programozott sejthalalt szabalyozé MAP3K kinazokat is
azonositottak (BMC Plant Biol. 2012;12:103).

A gyapot GhMPK?7 Nicotina benthamiana ndvényben kifejeztetve jelentds rezisztenciat eredményezett
burgonya Y virussal szemben (potato virus Y (PVY)) (Plant Mol Biol. 2010;74(1-2):1-17).
Burgonyaban a burgonya Y virus fert6zésben a burgonya MKK6 kindza jatszik szerepet (PLoS One.
2014;9(8):¢104553). A Nicotiana benthamiana MEKI1/MKKI1-SIPK/WIPK modul tagjainak
géncsendesitése a burgonya virus X és burgonya virus Y fertézés hatasara kialakulé hiperszenzitiv
valasz mérséklodését eredményezte (Virology. 2017;509:178-184).

Paradicsomban az SIMAPK3 a szalicilsav és jazminsav jelatvitelen keresztiil hozzajarul a tomato
yellow leaf curl virus (TYLCV) elleni tolerancia kialakitasahoz (PLoS One. 2017;12(2):¢0172466).
Hasonl6 szerepet jatszik Vigna mungo VmMAPKI1 Mungbean Yellow Mosaic India Virus (MYMIV)
fert6zés soran (Plant Sci. 2017;262:127-140).

Ujabb eredmények szerint, a gazda — patogén evolucids verseny eredményeként, a virusgenomok a
MAP kinaz jelatvitel elnyomasara képes proteineket is koddolnak (New Phytol. 2021;231(2):747-762,
PLoS Pathog. 2019;15(4):¢1007728). A fentiekkel egyiitt ezek az eredmények igazoljak, hogy a MAP
kindz jelatvitel szerepet jatszik a virusfertézés elleni védekezésben a ndvényvilagban. Az
Arabidopsisban rendelkezésre allo inszercios knock-out és dupla knock-out (Plant J. 2016;88(5):867-
878.) MAPK eszkoztar alkalmas kisérleti rendszernek tiinik az Arabidopsisban megismert MAPK
jelatviteli halézat virusfertézésben betoltott szerepének vizsgalatara is.



Az MPKG6 fehérje tiltermeltetésére van adat? Vélhetden ez is merisztéma aktivacio gatlasat idézi
el6?

Legjobb tudomasom szerint nem kozoltek eredményeket ilyen transzgénikus novényanyaggal. Az
MPK6 kozeli paralogja, az MPK3 funkcionyeré mutdns valtozatanak kifejeztetése torpiilést
eredményez, habar a szerz6k szerint ez alapvetéan a patogén reakciok de-represszidjanak
kovetkezménye, a merisztémat nem vizsgaltak (Plant Physiol. 2017;174(2):1238-1249).

A kérdéssel kapcsolatban fontosnak tartom kihangstlyozni, hogy a de-etiolacié soran t6bb MAPK
jelatviteli génre, igy az MPKo6-ra is jellemz6 magas expresszids szint a sotét szakaszban, majd a fényre
keriilést kovetd gyors represszid (Plant Cell. 2008;20(4):947-68).

A fény hianyon kiviil mas stressz események, mint pl. h6 vagy hideg stressz szintén kozvetithet6 a
merisztéma felé a MKK7-MPK6 modulon keresztiil?

A de-etiolacio a fold alatt kialakult csirandvények életében a felszin elérésekor egy kritikus atmeneti
folyamat, ugyanakkor a gyors ¢és egyidejli ndvekedésindukcio a s6tétben csiraztatott majd fénynek kitett
novények hajtascsticsaban (fotomorfogenezis) egy praktikus szinkronizalt kisérleti rendszert is nytjt a
hajtascsics merisztéma aktivitasanak vizsgalatara (Plant Cell. 2008;20(4):947-68, Genes Dev.
2011;25(13):1439-50, Elife. 2016;5:e17023, Plant Physiol. 2018;176(2):1365-1381).

A sotét és a normal megvilagitas allapota kozotti valtas id6zitése mas stresszhatasokhoz képest jobban
kontrollalhato, tehat praktikus szempontbdl ez egy kedvezébb kisérleti rendszer. Mindazonaltal, mivel
az MPK6 szerepét szamos mas stresszhatas jelatvitelében igazoltak, természetesen nagy mértékben
valésziniisithetd, hogy a merisztéma miikddésre is hasonld hatassal van mas stresszhatasok
kovetkezében is.

Mennyire stressz specifikusok a kiilonb6z6 MKK-MPK modulok?

A jol jellemzett MAP kinaz komponensek egyértelmiien multifunkcionalisnak tekinthetdk, a kiillonbozo
(biotikus és abiotikus) stresszhatasok jelatvitele mellett fejlédési folyamatok szabalyozasaban is részt
vesznek (Trends Plant Sci. 2016;21(8):677-685, Front Plant Sci. 2018;9:1387, Front Plant Sci.
2018;9:1674, Curr Opin Plant Biol. 2018;45:1-10, Annu. Rev. Plant Biol. 2018;69:237-265, Int ] Mol
Sci. 2021;22(4):1543, ] Integr Plant Biol. 2021;63(1):53-78). Mindazonaltal a komponensek
multifunkcionlitasa ellenére vannak példak az egyes modulok specificitasra. Egyfajta specifictasra
példa, az MKK4/5-MPK3/6 modul flagellin fiiggd, mig az MKK3-MPK7 modul flagellintdl fiiggetlen
aktivacioja a bakterialis patogén felismerés és védekezés folyamataban. Modularitasi specificitasra jo
példaként emlithetd, hogy az MKK2, illetve az MPK4 és MPK6 kindzok mindegyike tobbféle
stresszhatas jelatvitelében részt vesz, azonban mindkét érintett MAPK az MKK2-vel alkot egy, a fagy
stressz altal aktivalt modult, mig az MPK6 alapvetéen az MKK4/5 MKK-kon keresztiil aktivalodik
biotikus stresszhatasokra, az MKK2-MPK4 modul pedig negativan szabalyozza az biotikus
stresszvalaszt. Feltehetéen ezek a modulspecificitisok ténylegesen hozzajarulnak a jelatviteli
specificitas biztositasahoz a halozaton beliil. Ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy bizonyos mértékig
pusztan a funkcionalis kapcsolatokra vonatkozé ismereteink hianyat jelzik.

Flg 22 aktivacio hasonléan hatékonysiaggal hat minden vizsgalt MAPK esetén? Lehetséges
konstitutivan aktiv MAPK valtozatokat létrehozni?



A cIEF-immunoessz¢é kisérletekben vizsgalt MAP kindzok aktivalasara flg22 peptid kezelést
alkalmaztunk. Az MPK3/MPKG6 kozeli paralogok, falgellin-indukalt aktivalasuk széles korben ismert,
jol jellemzett jelenség (Nature. 2002;415(6875):977-83). A B és C csoport tagjait reprezentalod
kinazokat szintén leirt falgellin-indukalt aktivalasuk alapjan valasztottuk ki. MPKI11: Mol Plant
Microbe Interact. 2012;25(4):471-80, Plant Signal Behav. 2014;9(11):e976155; MPK1: Plant Signal
Behav. 2014;9(11):¢976155.

Mivel a MAPK kaszkadban a komponensek a felsé kinazok altali foszforilacio kovetkezményeként
aktivalodnak, foszfomimetikus mutaciokkal elvileg 1étrehozhatok konstitutivan aktiv valtozatok. Az
MKK-k konzervalt foszforilacids helyében taldlhatd két szerin vagy treonin aminosavak
aszparaginsavra vagy glutaminsavra cseré¢jével létrehozott konstitutivan aktiv MKK-k a kisérleti
eszkOztar régota bevalt, széles korben alkalmazott részei. Ezzel szemben a MAP kinazok TxY
aktivacios motivumban szerepld treonin és tirozin aminosavak esetében, amelyeket a fels6 MKK-k
foszforilalnak, a foszfomimetikus megoldds nem alkalmazhaté. Ennek oka, hogy a tirozin a
szerin/treonin aminosavakhoz képest joval nagyobb méretii oldallanccal rendelkezik, és a genetikai kod
altal kodolt aminosavak kozott nincsen hasonld méretii savas aminosav.

Ezt a limitaciot allati rendszerben korabban ERK2-MEK1 fuzids konstrikcié alkalmazasaval hidaltak
at sikeresen (J Biol Chem. 1997;272(17):11426-33, Curr Biol. 1998;8(21):1141-50). Ugyanakkor tobb
olyan pontmutéciot is leirtak amelyek az ERK és ERK ortolog MAPK kinazok funkcidonyerését
eredményezték élesztében (J Biol Chem. 2008;283(50):34500-10), Drosophilaban (Cell.
1994;76(5):875-88), illetve humanban (Proc Natl Acad Sci U S A. 2006;103(48):18101-6, J Biol Chem.
2008;283(50):34500-10). Az els6 funkcionyerd ndvényi MAP kinazokat 2012-ben k6zo1ték (Plant Cell.
2012;24(10):4281-93). E célbol egy random mutagenezissel eldallitott MPK6 ORF konyvtarat
teszteltek, éleszté pbs24hogiA hattérben és igy izolaltak két olyan mutans valtozatot (MPK6 p.Y 144C
és MPK6 p.D218G/p.E222A) amelyek MKK fliggetlen aktivitast mutattak. Az ezen mutacioknak
megfeleld mutaciok tovabbi Arabidopsis MAP kindzokndl is funkcionyerést eredményeztek, illetve
igazoltdk ezek in planta funkcionalitasat is. Pl. az MPK4 p.D198G/p.E202A kettés mutans képes
komplementalni az mpk4 mutans fejlodési rendellenességeit (Plant Cell. 2012;24(10):4281-93), mig az
MPK3 p.D193G/p.E197A Kkonstitutiv patogén védekezési valaszokat indukal (Plant Physiol.
2017;174(2):1238-1249).

Létezi-e a fejlédési programban szerepet jatszo transzkripcidés faktorok (WUS, AP) MAPK altali
szabalyozasara bizonyiték in planta?

Legjobb tudomasom szerint ilyen funkcionalis eredményeket még nem kozoltek. Ilyen iranyt kutatasok
céljabol elkészitettiik a wus mutans komplementaciora alkalmas ProWUS:GFP:WUS transzformacios
konstrukcidkat vad tipust, nem foszforilalhato és foszfomimetikus valtozatokban is, azonban eréforras
hianyaban ezt a kutatasi irdnyt nem tudtuk folytatni. Protoplaszt rendszerben megallapitottuk, hogy
ezek a mutaciok a WUS fehérje alapvetden nuklearis lokalizacidjat nem befolyasoljak.

A két valasztott mutians nagyon hasonléan viselkedett a ROS stressz hatasara. Lehetséges, hogy
azonos jelatviteli modulban levo fehérjékrol van szé, vagy csak véletlen a valaszok nagyfoku
hasonlésaga?

Véleményem szerint a két mutacio szinte azonos kdvetkezményei valamennyi altalunk vizsgalt kisérleti
rendszerben, a regulacios kapcsolat kdzvetett bizonyitékaként tekintheték. Masrészt a két kindz virdgos
ndvényekben jelen 1évd ortologjairol kimutattak, hogy egy jelatviteli modult alkotnak (Plant Cell.



2007;19(3):805-18). Tovabba, a fotoszintetikus mikroalgdk MKK készlete nagyon sziik, egy vagy két
kinéazra szoritkozik, a Chalmydomonas genomban eredetileg két MKK-t kodolo gént azonositottunk
(Trends Plant Sci. 2012;17(9):518-25). Azonban az egyik feltételezett MKK gént, sem egészében, sem
részleteiben sem sikeriilt, komoly erdfeszitések ellenlére sem, amplifikadlnunk. Azéta ezt a szekvenciat
a genom késobbi annotacidival el is tavolitottak
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001693665). igy nagy valészintiséggel feltételezhetd, hogy
tobb mas algafajhoz hasonloan, a Chlamydomonas genom is csak egy MKK-t kodol, és valamilyen
modon ez az egy kinaz szabalyozza az 6t Chalmydomonas MAP kinazt.

Remélem a valaszaim kielégitdek. Végiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Havelda Zoltan
érdeklddését a dolgozatomban bemutatott munka irant, hasznos és alapos biralatat.
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