Valasz Dr. Szabados Laszlo, az MTA doktora biralatara

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

A biralatban megfogalmazott kérdéseire az alabbiakban valaszolok.

Az 5. Abran a MPK és MKK éleszté kéthibrid rendszerben kimutatott kilcsonhatasait mutatja.
Mind a MPK mind a MKK csoportban (D csoport) tobb kinaznak nincs kélcsonhaté partnere,
legalabbis az abran hianyzik. Miért? Specidlis koriilmények kellene a kolcsonhatashoz? Vagy az
éleszt6 2H rendszer nem alkalmas ezen kindzok koélcsonhatdsainak kimutatiasara? Amennyiben
vannak mads, ujabb eredmények, jo lenne (lett volna) a kdlcsonhatiasokat bemutaté halézatot
kiegésziteni.

Az éleszt6 kéthibrid rendszer, mint kisérleti modszer elényei és hatranyai is jol ismertek (Plant Physiol.
2016;171(2):727-58). A fals negativ eredmények oka lehet, tobbek kozott, az interakcidhoz sziikséges
allvanyfehérjék, poszttranszlacios modositasok hidnya, a kiméra fehérjék szerkezete (sztérikus gatlas),
nem megfeleld folding, vagy az interakcid tranziens természete.

A MAPK — MKK kolcsonhatasokat szamos modszerrel vizsgaltak, ezek az eredmények publikus
protein halozati adatbazisokban is elérhetdek, mint pl. IntAct, BioGrid vagy PSICQUIC. A MAPK
halézatok komparativ evolicios vizsgalata céljabol mi is ezen adatbazisok hasznalataval, valamint
egyéni publikaciokbol gyljtottik egybe a fizikai protein-protein kolcsonhatasokat és biokémiai
aktivaciokat élesztd, human és Arabidopsis rendszerekben. Valamennyi kolcsonhatést leird referencia
elérhetd online (Trends Plant Sci. 2012;17:518-25; Filiggelék S3 Tablazat). Ezeket a kapcsolatokat az
30. abran vizualizaltuk. Ezen eredmények alapjan nemcsak, hogy a legtobb kindznak van legalabb egy
partnere, hanem az is egyértelmii, hogy a virdgos ndvények MAPK halozata amellett, hogy t6bb
elembdl all, sokkal nagyobb mértékben konnektalt, mint az éleszt6 vagy allati halozatok. A jelpalyak
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ingerek és fejlodési valaszok kozott.

Milyen ezeknek a kinazoknak a sejten beliili lokalizacidja? Feltételezem hogy in vivo kélcsonhatas
akkor johet létre, ha a partner fehérjék a novényi sejten beliili elhelyezkedése ezt tényleg lehetové
teszi, a fehérjék tényleg talalkozhatnak. Példaul a MPK6 foszforilalja a MYC2 transzkripcios
faktort ami sejtmagi fehérje, de a PIN1 auxin transzporteret is ami membranhoz kotott. Van-e
informaci6 a MAPK lokalizaciordl, transzportrol, kisérletes adat az in vivo kélcsonhatasok
lokalizacidjara (pl. BiFC)? Milyen kolcsonhatasokat sikeriilt in vivo megerésiteni és ezek hol
jatszodnak le?

Az ismert MAPK lokalizaciok megfelelnek a szignal transzdukcidoban bet6ltott funkcionak: alapvetden
a citoplazmaban és a sejtmagban lokalizalhatok (lasd pl. www.uniprot.org). A MAPK interakciok
vizsgalatara hasznalt eszkoztarban a mikroszkopos fragmentum komplementacios modszerek
egyértelmiien alulreprezentaltak. A PSICQUIC adatbazisban jelenleg (2023 augusztus) 587, 431 és 482
binaris interakcio adatpont talalhato az MPK3, MPK6 és MPK4 proteinkehez. Bar ezen adatpontok
redundancidja magas az adatbazisban, mégis mindegyik protein esetében kevesebb mint tiz adatpont
alapul fragmentum komplementacioés modszeren.



Az AP2C1 foszfataz MPK4-gyel a nukleuszban, MPK6-tal a nukleuszban és a citoplazmaban képzett
detektalhaté komplexet (Plant Cell. 2007;19(7):2213-24). A HSFA4A hdsokk faktor elsgsorban a
nukleuszban, de alkalmanként a citoplazmaban is detektalhaté volt MPK3/MPK6 komplexben (Plant
Physiol. 2014;165(1):319-34). Az MPK6 az ERF104 transzkripcios faktorral a nukleuszban, az MKK4
aktivator kinazzal a nukleuszban és a citoplazmaban hoz l1étre komplexet (Proc Natl Acad Sci U S A.
2009;106(19):8067-72). A DRBI1/HYL1 kettosszala RNS kotd fehérje az MPK3-mal nuklearis
komplexet képez, csakiigy mint ezek rizs homologjai (FEBS J. 2015;282(3):521-36). Az MPK4 az
MKKI1/MKK2 aktivator kinazokkal a nukleuszban és a plazma membranon is kimutathatd volt
komplexben (Cell Res. 2008;18(12):1190-8). Erdekes modon, az MPK6-AGBI1 (G protein alegység)
interakcid csak a nukleuszban volt detektalhatd, mig mindkét fehérje GFP fuzids valtozata egyarant
jelen volt a nukleuszban és citplazmaban is, vagyis a ko-lokaloizacio sziikséges de nem elégséges
feltétele az inetrakcionak, ami logikus is, hiszen mindkét kompartmentben nagy szamu potencialis
interakcios partner lokalizalodik (PLoS One. 2015;10(1):e0116385). Mindezek alapjan a lokalizacio
nem tlinik az interakciok kritikus determinansanak, de természetesen a kompartmentalizacié szerepet
jatszhat a szabalyozasban. A fehérjelokalizacié egy dinamikus folyamat, pl. 0sztodd gyokérsejtekben
az MPK4 a sejtlemezen talalhato (Plant Cell. 2010;22(11):3778-90), az MPK6 pedig a preprofazisos
koteghez, a fragmoplaszthoz, a transz-Golgi halozathoz és a plazmamembranhoz is asszocial (Plant J.
2010;61(2):234-48). Ez a fajta dinamizmus szerepet jatszhat bizonyos specifikus koriilmények kozott
1étrej6vo interakeiok kialakitasaban.

Mennyire stabilak a MKK — MPK kdélesonhatasok? Egy-egy pillanatra, rovid idore jonnek létre,
vagy stabil komplexet alkotnak? Hogy lehet a kolesonhatasok Kinetikajat, dinamikajat
jellemezni?

Mivel bizonyos kolcsonhatasok detektalhatok kéthibrid rendszerben, igy azok bizonyara nem tranziens
jellegti interakciok.

A tranziens kdlcsOnhatdsok azonositdsa technikailag kihivast jelent, mivel nem képeznek elegend6
mennyiségli komplexet, és hagyomanyos megkozelitésekkel sem in vitro, sem in vivo nem
detektalhatéak konnyen (Protein Eng Des Sel. 2011;24(9):635-48). Gyenge kolcsonhatasok
kimutatasara a megengeddbb reakciokoriilményekkel és gyorsabb kivonassal jaré technikak lehetnek
alkalmasak. A kolcsonhatas kinetikajat a disszociacios egyensulyi allandé meghatarozasaval jellemzik.
Gyenge és tranziens kolcsonhatasok esetében pl. a magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR), a
Forster-féle rezonans energiadtadas (Forster resonance energy transfer) (FRET), vagy a feliileti plazmon
rezonancia (surface plasmon resonance) (SPR) alkalmazésa lehet jarhato.

Kinaz interakciok esetében a tranziens jellegli kdlcsonhatasok vizsgalatara a széles kdrben hasznalt in
vitro kinaz tesztek is alkalmasak, hiszen a foszfataz gatlokkal kiegészitett reakcidelegyben az atmeneti
kolcsonhatasok eredményeként megjelend foszforilalt fehérjeformak is akkumulalodnak és egyszeriien
detektalhatoak, pl. autografiaval.

A komplex névényi MKKK-MKK-MPK hélézatoknak mi adja a specificitasat? Van-e, illetve
milyen mértékii a redundancia a MAP kinazok illetve az altaluk ellenérzott jelpalyak koézott?
Tobb MPK szabalyoz fejlodési folyamatokat és stressz reakcidkat is. Mi adja ezek specificitasat?
Van-e, illetve milyen mértékii a redundancia a MAP kimazok kozott?

Ennek a kérdésnek a megvalaszolasahoz szerintem abbol érdemes kiindulni, hogy mit ismeriink és mit
nem, az Opisthokonta és a ndvényi MAPK jelatvitel szervezddésével kapcsolatban. A kétféle rendszer
konnektivitasa eltérd, az Opisthokonta MAPK jelpalyak jobban szeparaltak, a névényi halozat sokkal
magasabb konnektivitasu. A jelpalyak miikddése és funkcidi az Opisthokonta rendszerekben nagyon jol



jellemzettek, ezzel szemben a novényeknél a legtobb ismeretiink néhany jobban jellemzett kinazra és
kapcsolataikra koncentralodik.

Amit azonban ezen kindzok mikodésérol megismertiink, azok szinte kivétel nélkiill nagyfoku
multifunkcionalitast igazolnak, valamennyi jol jellemzett kindz a biologiai folyamatok széles
skalajaban részt vesz, mar az eddigi ismereteink alapjan is. Talan a specializalodott jelpalyak hianyanak
tudhato be az is, hogy a ndvényes szakirodalomban az egyes MAPK-MKK kapcsolatokat leir6 ,,modul”
kifejezés egyre inkabb elterjedni latszik.

A stressz reakciok és a fejlédés Osszekapcesolasa a helyhez kotott novényi életforma egyik alapvetd
tulajdonsaga, véleményem szerint a névényi MAPK halozat evoliciésan a novekedés kornyezeti
plaszticitasanak szabalyozd mechanizmusaként alakulhatott ki, a folyamat egyik kulcsfontossagu
molekularis mechanizmusaként. Igy elképzelhetének tartom, hogy igazabol ugyanannak az alapvetd
funkcionalitasnak két arcat latjuk a kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben.

Mindazonaltal, egyértelmlien léteznek a specificitast biztositd6 mechanizmusok ndévényekben is, és
feltételezhetd tovabbiak felfedezése is a jovoben. Az Opisthokonta rendszerekben megismert alapveto
specificitasi mechanizmusokra, mint a szelektiv aktivalas allvanyfehérjék altal, a kompartmentalizacio,
a kombinatorikus jelatvitel és a jelpalyak keresztgatlasa, a novényvilagban is vannak ismert példak
(FEBS Open Bio. 2023;13(7):1177-1192).

Ezen kiviil, tobbféle kiilonlegesnek tekinthetd specificitasi mechanizmus 1étezik névényekben. Példaul,
tovabbi regulacios rétegek megjelenése hozzajarulhat a specificitas biztositasahoz. Erre jo példa az
MKK3-MPKS8 kapcsolat, ami az MKK3 mas tipust MAPK kapcsolataihoz képest még Ca?" fiiggd
kalmodulin kotést is igényel a teljes aktivitadshoz (Mol Cell. 2011;41(6):649-60). Hasonldéan, a MAPK
jelatvitel komponensek térbeli-idébeli szétvalasztasa génexpresszios szinten is elérhetd. A paralog
MAPK génparokra valoban jellemzd, hogy differencidlis szabalyozas alatt allnak (New Phytol.
2008;179(3):643-662, Plant J. 2011;67(5):895-906). Raadasul, az ACS-aktivitas MPK3/MPK6 altali
szabalyozasa mind transzkripcios, mind fehérje stabilitasi szinten, szerepet jatszik az etilén indukcio
kinetikdjanak és mértékének meghatarozadsdban (PLoS Genet. 2012;8(6):¢1002767). Ezenkiviil a
szarazfoldi novényekben a D csoportt MAP kindzok egy szokatlan, ismeretlen funkcioju C-terminalis
doménnel rendelkeznek, amely szintén hozzajarulhat a specificitas kialakitasahoz is.

A dolgozatban nem sok sz6 esik a MAP3K enzimekrdl, amik a MKK kinazok aktivitasat
szabalyozzak. Mivel egy nagy géncsaladrol van szo6, fontos szerepiik lehet a sokféle impulzus
integraldsaban, tovabbitisaban. Ismertek-e a Szerzé altal is tanulmanyozott jelpalyak
szabalyozasaban résztvevé MAP3K enzimek, gének? Mik ezeknek a kinazoknak a funkciéja?

A MAP3K csaladnak sokkal tobb tagja van, és filogenetikailag is sokkal heterogénebb, mint a MAPK
és MKK szintek. Alapvetéen két f6 csoportra oszthatoak. A MEKK szerii csoport kindz doménjei
jelentds hasonlosagot mutatnak a tipikus MAP3K-khoz, mint példaul a MEKK/STE11/BCK1 (pl. ANP,
YODA). A Raf szerii csoport filogenetikailag hatarozottan elkiiloniil, tagjaira jellemz6 a nagyobb
méretli N-terminalis domén jelenléte (pl. CTR1, EDR1).

A nagyszamu MAP3K koziil néhany kapcsolatat a jol jellemzett MKK-MAPK modulokhoz részletesen
tanulmanyoztak. Pl. az els6 leirt n6vényi MAPK jelpalya a bakterialis flagellin elicitor jelatvitelében
jatszik szerepet Arabidopsisban, a MAPK kaszkad a MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 komponensekbdl all
(Nature. 2002;415(6875):977-83). Az MKK4/5-MPK3/6 modul tovabbi MAP3K kapcsolatai is
ismeretek. A MEKK tipusit MAP3K4 (YODA) a sztomafejlédésben (Plant Cell. 2007;19(1):63-73), a
MAP3K3/5 pedig a patogén rezisztencia kialakitdsdban (EMBO Rep. 2018;19(7):e45324) jatszik
szerepet. A Raf tipusi EDR1 a biotikus stressz rezisztencia negativ regulatora (PLoS Genet.
2014;10(5):e1004389). Egy masik Raf tipusu kinaz, a MAP3Ko-1 pedig az MKK 1/5-MPK3/6 modulon



keresztiil szabalyozza mind a bakterialis, mind a gombas fertdzésekkel szembeni reakciokat (J Exp Bot.
2020;71(6):2085-2097).

Az MKK7-MPK6 modul felsd aktivatora azonban ismeretlen. Az MKK-k aktivacidja a T/SXXXXXT/S
foszforilacios helyen keresztiil torténik, azonban az MKK?7 foszforilacios helyének harmadik
poziciojdban aszparaginsav talalhat6 (SLDYCNS). Az ilyen MKK-k autoaktivitdssal is
rendelkezhetnek (Plant Cell. 2002;14(3):703-11, Plant Cell. 2000;12(11):2247-58). Figyelembe véve
az MKK?7 rendkiviil szoros transzkripciods szabalyozasat (pl. auxin kezelés (11. abra) és patogén fert6zés
(Plant J. 2007;52(6):1066-79)), illetve az MKK?7 ektopikus expresszidjaval jaro sulyos fejlodési
rendellenességekket, az is elképzelhetd, hogy ez a kindz egy elsddlegesen transzkripcids szinten
szabalyozott MAPK modult alkot.

Az MKK3 jelpalyara vonatkozo6 ismereteink a patogén védekezésben jatszott funkciora vonatkozo
eredményeink publikalasa oOta jelentésen tovabb bdviiltek. Egyrészt kideriilt, hogy a jelpalyanak
szélesebb korli 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 egylittmiikodik (Mol Cell. 2011;41(6):649-60). Emellett részt vesz a kék fény
indukalt fejlodési valasz szabalyozasaban is (Plant Cell. 2014;26(8):3343-57). A jelpalya fels6
tagjaiként azonositottak a MAP3K17-et és MAP3K 18-at (Plant J. 2015;82(2):232-44), ill. a MAP3K16-
ot (Mol Cells. 2017;40(3):230-242) a vizhidny ABA altal kozvetitett jelatvitelében. Tovabba, a
MAP3K20 az MKK3 feletti kinazként a gyokér mikrotubulus funkcid szabalyozasaban is részt vesz
(Front Plant Sci. 2017;8:1352). Az MKK3-t patogén jelatviteli funkcidjaban szabalyozo6 MAP3K(-k)
tovabbra is ismeretlen(ek).

A MKKS3 tultermelé névényeknek illetve a mkk3 mutansnak van-e fenotipsa, mutat-e fejlodési
rendellenességet. Van-e kiillonbség mas stimulusokkal, példaul abiotikus stresszvalasszal, reaktiv
oxigénekkel szembeni érzékenységben?

El6szor is visszautalnék az el6z6 valaszra: az MKK3 szerepét tobbféle bioldgiai folyamatban, igy
abiotikus stresszvalaszokban is leirtdk. Normal kisérleti koriilmények kozott a mutans/tultermeld
vonalaknak nincs fenotipusa. Amit bécsi munkank soran megfigyeltiink, hogy a rovidnappalos nevelést
kovetden hossza nappalos fényviszonyoknak kitett mkk3 novények virdgzati tengelye a Col-0
kontrollhoz képest késébb jelent meg. Ezt a jelenséget késobb Martonvasaron probaltuk meg
tanulmanyozni, azonban a reprodukalhatéosidga alacsony volt. Feltételezhetd, hogy ez a fejlddési
fenotipus erds kornyezeti befolyas alatt all, ami magyarazhatja a laboratoriumok, illetve az egyes
kisérletek kozotti eltéréseket. Mindennek fényében azonban figyelemreméltéak azok az eredmények
amelyek az MKK3 feletti MAP3K, a MAP3K17 viragzati tengely kialakuldsaban (bolting) betoltott
funkcigjat tartak fel (Plant Biotechnol (Tokyo). 2018;35(2):171-176). Ezek aza eredmények
megerdsitik azt a feltételezést, hogy ennek a fejlddési folyamatnak a szabalyozasaban az MKK3 is
szerepet jatszik.

36. Abra (P109). A 3 éra PQT kezelésnél minden gén expresszioja magasabb a mkkl és mpk8
mutansokban, de a 24 h PQT kezelés utan a SOD1 kivételével nincs kiilonbség (APX1), vagy
alacsonyabb (DHAR1, GSHR1). Mi lehet ennek az oka? A Clamydomonasban 3 éra utin negativ,
24 éra utan pozitiv (vagy semleges) szabalyozas?

Azt, hogy a szabalyozas negativ, kiilonb6z6 kisérleti rendszerekben kapott eredmények egymastol
fiiggetleniil megerdsitik (a génexpresszio mellett novekedési tesztek, fotoszintézis gatlas, RNS bomlas).
Réadasul a tobbi rendszerben 24 6ra utan is kisebb a mutans vonalak tolerancidja. A génexpresszio
esetében elképzelhetd, hogy a MAP kinaz kozvetitett gatlas oxidativ stressz kovetkeztében felszabadul,
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mikdzben pozitiv szabalyozé mechanizmusok aktivalédnak. Ez magyarazhatja a novekedési tesztekben
a kiilonbségek harom nap utan megfigyelheto csokkenését is.

A dolgozatban diszkutilja a MAP kinaz rendszer biotechnolégiai felhasznalasanak lehetéségeit.
Euréopaban a GMO-val szembeni eléitéletek, jogszabalyok miatt lehetetlen a biotechnologiai
alkalmazasokban gondolkodni. Szamos orszigban viszont ez lehetséges (USA, Argentina, Kina,
stb.). Milyenek az ottani lehetéségek? Van-e olyan termesztett novény fajta amit a MAPK
jelrendszer médositasaval hoztak létre?

Valoban, az ISAAA GM Approval Database (https://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/) szerint 45
Eurdépan kiviili orszagban engedélyezett valamilyen ,,GMO” (transzgénikus) novényfajta termesztése.
A felhasznalt genetikai megoldasok (34 genetikai tulajdonsag), és a modositott fajok (32 faj) széles kore
azt mutatja, hogy, legalabbis Eurdpan kiviil, a technologia jelentdsége lassan, de biztosan novekszik.
Mindazonaltal sajnos érzékelhetd egy olyan trend, még az amerikai egészségtudatos kommunikacioban
is, hogy a ,,GMO”-t gyakran, a genetikai modositas mibenlétére valo tekintet nélkiil, pl. a vegyszeres
kezelésekkel vagy a processzalt élelmiszerekkel egylitt, az egészségre artalmas kategdridba soroljak,
barmiféle, ezt igazoldé tudomanyos evidencia nélkiil. RemélhetSleg a technoldgiaban rejlé potencial,
kiegésziilve a génszerkesztési modszerek altal kinalt lehetdségekkel, hosszll tdvon a racionalitds
érvényesiilését hozzak el.

Az ISAAA GM Approval Database adatbazis szerint az engedélyezett fajtakban hasznalt gének kozott
nem szerepel MAP kinadz gén. A jelatvitelhez leginkabb kozelalld engedélyek bizonyos transzkripcios
faktor génekre vonatkoznak (pl. a szarazsag tolerancidhoz hasznalt Hahb-4, vagy a novekedést és
reproduktiv fejlédést eldsegitd bbx32).

Mivel a MAPK jelpalyak kdzponti szerepet jatszanak a ndvényi stressztolerancia kialakitasaban, pl.
tultermelésiikkel az ellenalloképesség fokozhatd, igy a pontos miikodésiik megismerésében rejld
mezdgazdasagi potencial nyilvanvald. A nagyfoka pleiotropizmus miatt azonban, ahogy ezt a
dolgozatban bdévebben is kifejtettem, véleményem szerint a T-DNS inszercids transzgénikus
technologianal kifinomultabb megkozelitések hasznalata indokoltnak tiinik. Erre a MAPK halozatok
miikddésének jobb megismerése és a génszerkesztési technologidk alkalmazasa nyithat lehetdséget a
jovoben.

Remélem a valaszaim kielégitéek. Végiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Szabados Laszlo
érdeklddését a dolgozatomban bemutatott munka irant, hasznos és alapos biralatat.

Budapest, 2023. szeptember 10.

Doczi Robert



