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Dr. Déczi Robert:

»A mitogén-aktivalt protein kiniz (MAPK) jelatvitel szerepe a novények kornyezeti
adaptacios folyamataiban”

cimi

akadémia doktori értekezésérol

Doczi Robert akadémiai doktori értekezésében mintegy 15 évnyi a Mitogén-aktivalt Protein
Kinazok (MAPK-k) evolucidjahoz és jelatviteli szerepéhez kapcsolddo kutatdémunkaja
eredményeit foglalja 6ssze. Ezeket a kutatasokat posztdoktorként neves kiilf1di
laboratériumokban kezdte meg, majd hazatérve 6nalld kutatdcsoport-vezetéként folytatta az
MTA Agrartudomanyi Kutatdintézetében. Kisérletei kezdetekor a n6vényi MAP kindzokkal
kapcsolatban elérhetd tudomanyos ismeretek meglehetdsen korlatozottak voltak, igy
elmondhato, hogy a legjobbkor kapcsolddott be ezekbe a kutatdsokba és kisérletei néhany
vonatkozasban uttérd jelleglinek tekinthetéek. Eredményei a kezdetektél fogva a teriilet
nemzetkdzi élvonaldba tartoznak, szinvonalas nemzetk$zi tudoményos folyoiratokban
kertiltek kozlésre és tobb mint 1156-szor hivatkoztak rajuk. Azaz, mar megmérettek a
tudomanyos kozvélemény éltal. fgy a birdlonak viszonylag kénnyt a feladata a pélyazé
tudomdnyos teljesitményének a megitélésében. A doktori szabélyzat alapjan azonban a birald
feladata elsésorban a doktori m, és az abban foglaltak értékelése kitérve az érdemekre
csakligy, mint a hianyossagokra. En ez utdbbiakkal kezdeném. Az értekezés nagyon sok
elirast, nyelvtani és szakmai pontatlansagot, feliiletes vagy éppen tdl bonyolult
megfogalmazast tartalmaz. A birdloban olyan érzést kelt, mintha a dolgozat az utolséd
pillanatban késziilt volna el és mar nem lett volt id6 az alaposabb atgondolésra, 4tnézésre. Az
elirasokat, stilisztikai problémakat és egyéb hibdkat egy 10 oldalas mellékeltben foglaltam
Ossze, itt ezeknek a részletes ismertetésére nem térnék ki, csak néhany altalanos formai hibat,
illetve szakmailag vitathaté megfogalmazasra hivnam fel a figyelmet.

A palyazé érezhetben torekedett a tomorségre, ami nem feltétleniil lenne probléma, ha ez
nem menne gyakran az érthet0ség karara. Egy jellegzetes hiba a dolgozatban a hibas
sz68sszevonas. Az olyan tobbszor eléforduld kifejezések pl., mint ,,patogénvélasz”, ,,patogén
hormon”, ,,patogén jelatviteli palya”, ,,patogénvédekezés” arra utalnak, mintha a patogén
valaszardl, hormon;jarol, jelatvitelérdl, védekezésérél lenne szd, pedig valdjaban a kdrokozd
altal kivaltott névényi védekezésrél, védekezési valaszrdl, védekezési hormonrdl, illetve
jelatvitelrél van sz6. Altalanos hiba az is, hogy a szovegben az abrarészekre kisbetiivel
hivatkozik, de az dbrékon nagy betiivel jel6li az egyes részeket. Az irodalmi 4ttekintés egyes
részeit kissé feliiletesnek talaltam, pl. a kérokozé védekezés kapcsan az effektor-indukalt
immunitds (ETI) leirasat. Meglehetésen részletes ugyanakkor a gravitropikus valasz
bemutatdsa. Ezt hozza fel a jelolt példanak a névényi stresszvalasz és egyedfejlédés szoros
kapcsolatdanak bemutatésara, holott a gravitropikus szabalyozas semmilyen mddon nem
kapcsolddik a dolgozat t&bbi részéhez. Mivel ,,a bemutatott kutatdsok alapvetden a biotikus
stressz tolerancia mechanizmusokra irdnyultak”, ahogy a palydz6 maga irja a 8. oldalon,



célszerti lett volna ehhez kapcsol6do példékat hozni az irodalmi attekintésben is, hivatkozva
akar pl. Kazan és Manners ,,Linking development to defense: auxin in plant—pathogen
interactions™ attekintésére (Trends in Plant Science 2009. 14, 373-382). Az anyagok és
modszerek leirdsa helyenként szintén elnagyolt, szamos részletet (pl. oligonukleotid
szekvencidk, antitestek) csak a disszertacié alapjaul szolgéld kézleményekben taldlhatunk
meg, jobb lett volna ezeket akar fliggelékként csatolni.

Néhany a dolgozatban megfogalmazott szakmai allitasat az aldbbiak alapjan vitatom:

A 10-11. oldalon ezt irja: “FLS2 egyrészt egy masik FLS2 receptorral homodimerizal6dik
(Sun et al., 2012), masrészt a BAK1 (BRI1-associated kinase 1) koreceptorral heterodimert
képez. A flg22 érzékeléséhez a BAK1 is sziikséges, ami szintén egy plazma membran
receptor kindz (Chinchilla et al., 2007). Az aktiv BAK1 foszforilalja az FLS2-t és a BIK1-et
(Botrytis-induced kinase 1) (Lu et al., 2010), a foszforilalt BAK1 pedig a receptor komplexet
elhagyva a tovabbi jelatviteli fehérjéket képes foszforilacidval aktivélni.” Ebbél a leirdsbol
nem érthetd meg a helyes mechanizmus. Ugyanaz a receptor nem dimerizalédhat két
kiilonbdz6 fehérjével, mert egy dimer csak két tagbdl allhat. A hivatkozott publikécid szerzoi
is az asszociacié kifejezést haszndljak a cimben, mert nem ismert, hogy a receptor komplex
valdjaban hany partnerbdl all és hogy az FLS2 fehérjék kozvetleniil kapcsolddnak-e
egymashoz. Tovabba nem a foszforilalt BAK1, ami egy membranba 4gyazott receptor kindz,
hanem a BIK1 citoplazmatikus kindz valik le a komplexr6l és tovébbitja a jelet.

Az elsé abra a cime és aldirasa szerint az intracelluldris jelatviteli palyék altaldnos sematikus
architektirajat hivatott bemutatni, de kizardlag transzkripcids faktorok szabalyozasat jeloli
meg a jelatvitel lehetséges kimeneteként, ami egy jelents sziikités, hiszen szdmos mas
célfehérje 1étezik. Ha mar 4ltaldnos sémarél van szd, ezt valahogyan jelezni kellett volna.

Ugyanehhez kapcsolodik az az éllitédsa, hogy “A jelatviteli mechanizmusok legyakoribb
kimeneti hatdsa a génexpresszids mintazat jraprogramozasa” — a tudomanyos irodalomban
6vakodni kell az ilyen kijelentésekt6l. Mivel senki nem mérte meg az sszes jelatviteli palya
lehetséges kimeneteleinek gyakorisagat, nem tudhatjuk, hogy melyik a leggyakoribb. A
“legtdbbet tanulményozott” jelatviteli kimenet valéban ez lehet.

A 16. oldalon azt irja, hogy a foszforilalt aminosavak “képesek az adott fehérje alapvetd
tulajdonségait megvaltoztatni” — és példaként az enzim aktivitast, fehérje-fehérje
interakciokat emliti, amik viszont mar kévetkezmények, az aminosav megvaltozott téltésének
készonhetden alapvetden a fehérje szerkezete (konforméacidja) az, ami megvaltozik.

Még ugyanezen az oldalon azt 4llitja, hogy “Bér a tirozin foszforilacié ritka, a jelatviteli
folyamatokban ennek a médositasnak nagy jelentdsége van, pl. a legtsbb receptor protein
kindz tirozin kinaz.” — Ezek az allitasok igy nem alljak meg a helyiiket. Tébbsejtli 4llatokban
a protein kindzok 10-15%-a tirozin kindz (Hunter T. 2009. Tyrosine phosphorylation: thirty
years and counting. Current Opinion in Cell Biology 21, 140-146. ), és foszforilalt
aminosavak kb. 1-4 %-a tirozin, ami nem sok, de nem mondhaté “ritkdnak” egyrészt mivel a
foszfo-treonin aminosav is csak 12 %, mésrészt mivel a tirozin foszforil4ciot a foszfopeptid
azonositasi moédszerek alul becstilik instabilitasa illetve a foszfo-tirozin tartalmu jelatviteli
fehérjék alacsony abundancigja miatt Olsen JV, Blagoev B, Gnad F, Macek B, Kumar C,
Mortensen P, Mann M. 2006. Global, In Vivo, and Site-Specific Phosphorylation Dynamics
in Signaling Networks. Cell 127, 635—-648. Erdekes modon, bar névényekben nincs vagy



nagyon kevés az ismert illetve prediktalt tirozin kindz aktivitdsu enzim, a foszfo-tirozin
aminosav eléfordulds dsszevethetd a tobbsejtii allatok esetében mérttel (pl. de la Fuente van
Bentem S, Hirt H. 2009. Protein tyrosine phosphorylation in plants: more abundant than
expected? Trends in Plant Science 14, 71-76.). Az az allitas pedig, hogy a “legtébb receptor
protein kindz tirozin kinaz” csak a t6bbsejtii allatokra igaz, a névényi receptor kindzok nem
Tyr, hanem Ser/Thr kindzok.

A 19. oldalon a MAP kinaz kaszkédok ismertetése kapcsan Manning és mtsai. 2002-es
kozleményére hivatkozik (Manning G, Whyte DB, Martinez R, Hunter T, Sudarsanam S.
2002. The Protein Kinase Complement of the Human Genome. Science 298, 1912-1934.)
ami véleményem szerint hibds, mert ez a kdzlemény pusztan a humén genomban kédolt kinaz
szekvencidk katalogusa. Az ugyanebben a kétetben megjelent Johnson és mtsai altal jegyzett
kozlemény az, amelyik a human sejtek MAP kinaz kaszkadjainak felépitését, miikodését
targyalja (Johnson GL, Lapadat R. 2002. Mitogen-Activated Protein Kinase Pathways
Mediated by ERK, JNK, and p38 Protein Kinases. Science 298, 1911-1912).

78. oldalon irja “Az AP2 homeotikus gén a viragfejlodés egyik meghatarozo a szabalyozdja,
a viragfejléddés ABC modellje szerint az AP2 egy “A” tipusu transzkripcids faktor (Bowman
etal., 1989, 2012).” - Bar az AP2 valdban a viragfejlédés egyik fontos regulatoraként ismert,
ezenkiviil szamos egyéb funkcidja is van pl. a hajtasmerisztéma fenntartdsban (Wiirshrum et
al. 2006), mag (Jofuku et al. 1994) és gytimélcs (Ripoll et al. 2011) fejlédésben stb. Az ABC
modellben betoltott szerepét kiragadni ezek koziil félrevezetden leegyszertisiti a jelentdségét.

A 112. oldalon azt irja, “MKK3 esetében nem kovetkezett be ... génduplikacio™, de igazolt
az evolucio soran a “neofunkcionalizacid” -ja. Génduplikacid hidnyaban a

génduplikéci6 sziikségessége és a korabbi funkcid(k) elvesztése: “Neofunctionalization, one
of the possible outcomes of functional divergence, occurs when one gene copy, or paralog,
takes on a totally new function after a gene duplication event.” Feltehet6en arra gondolt, hogy
az evolucio sordn az MKK3 fehérje mutéaciok kovetkeztében 0 funkcidkra tett szert, ami
azonban nem azonos a genetikai neofunkcionalizacidval.

Még ugyanezen az oldalon: “Az elfogadott modell szerint a CLV3 peptid ligandum a CLV1-
CLV2 receptor heterodimerhez kapcsolddik. Ez a ligandum-receptor interakcié a CLV1 kinaz
domén transzforszforilacidjahoz vezet. A kindz domén foszforilalt aminosavjai alsé effektor
fehérjék, mint pl. KAPP (kinase-associated protein phosphatase) és ROP (Rho GTPase-
related protein) kotéhelyiként funkcionalnak™ — Ez ma mar nem az elfogadott, hanem egy
elavult modell, mivel sem a CLV1-CLV2 heterodimer 1étét, sem a CLV1 ROP GTPaz
kapcsolatot nem tdmasztottak ala az ujabb eredmények. A jelenleg érvényesnek tekinthetd
hajtasmerisztéma jelatviteli kapcsolatokat mar 2016-ban attekintették pl. Somssich és
munkatarsai pl. Somssich M, Je BI, Simon R, Jackson D. 2016. CLAVATA-WUSCHEL
signaling in the shoot meristem. Development 143, 3238-3248.

A 114. oldalon azt irja, hogy “A PIN fehérjéknek esszencialis szerepiik van a polaris auxin
transzport folyamatban, melynek zavara a csucsmerisztémak 6sszeomlasat eredményezi.” - ez
igy nem teljesen korrekt, nem minden esetben okoz a poléris auxin transzport zavara
merisztéma “Osszeomlast”. A PIN1 mutaci pl. zavart okoz az auxin dramlésban, de a
pinlmutansok tobbségének van hajtasmerisztémaja, van rozettja, van viragzati tengelye, de
azon nem fejlédnek sem levelek, sem virdgok, azaz a mutacid zavart okoz a hajtasmerisztéma



miikodésében, de az nem omlik 6ssze. A pinl mutans masik csicsmerisztémaja, a
gyokérmerisztéma pedig normalis. A poléris auxin transzportnak gyakorlatilag teljes gatlasa,
nem a zavara, kell ahhoz, hogy a csicsmerisztémak embrionalisan ne alakuljanak ki (pl
négyszeres pinl pin3 pin4 pin7 mutacié esetében).

A 115. oldalon A PIN fehérjék vezikularis transzportjaval kapcsolatos leirés elnagyolt és
félreérthetd. Pl. abbol a megallapitasabdl, hogy a “A MAPK foszforilacid feltehetbleg a
kiilonb6z6 membrantranszportmechanizmusokba torténd belépést szabdlyozhatja, amelyek a
plazmamembranba valo kijutést elésegitik vagy gatoljak, mig a szomszédos foszfohelyeken
torténd PID foszforilacid pedig a plazmamembranon beliili apikélis-bazalis polaritast alakitja
ki.” ugy tlinik, mintha a PID foszforilacé esetében a PIN fehérje nem valna le a
plazmamembranrdl és ez a folyamat nem a PIN fehérjék vezikularis transzportjat
szabdlyozné. Ezzel szemben a PIN fehérjék kapcsolddésa a plazmamembrén doménekhez
dinamikus, folyamatos endo- illetve exocit6zis zajlik (in. endocitotikus reciklizécid) és a PID
foszforilacid azt valtoztatja meg, hogy a PIN fehérje reciklizalédik a polaritas helyére, vagy
transzcitdzissal atkerlil egy masik membrandoménbe. Igy ez nem kiilénbozik attédl a
mechanizmustol, amit a jelolt a MAPK foszforilaci6 esetében javasol vagyis a PID
foszforilacié is a “kiilonb6z6é membrantranszportmechanizmusokba torténd belépést
szabalyozhatja”.

Ugyanezen oldalon: “Mig az MPK6 a transz-Golgi rendszerben és a plazmamembranban
lokalizal6édik” — nem pontos a megfogalmazas. A MPK6 nem transzmembran fehérje igy nem
lokalizélédhat a “membranban”, de ahhoz indirekt médon kapcsolédhat mas fehérjéken
keresztiil. Az idézett cikk szerint els6sorban PM ill. TGN-eredetii clathrin-fliggd vezikula
képzddésben lehet szerepe, ami valoban jol illik a PIN fehérjék endocitikus reciklizacidjdban
felvetett lehetséges szerepéhez. Ezt részletesebben lehetett volna diszkutalni.

Talan érzékelhetd, hogy a fenti kifogasaim nem a palyazé eredményeit, hanem elsé sorban
azok bemutatasat, megvitatasat érintik. A kisérletek tervezése €s kivitelezése vitan feliil
alléan magas szakmai szinvonalat képviselnek. Az eredmények jelentds részét egy a palyazéd
¢s munkatérsai altal kidolgozott, &tmeneti génkifejezédésen és fehérjék foszfoizoformainak
kapillaris izoelektromos fokuszalassal t6rténd elvalasztasan alapuld, modszer alkalmazasaval
érték el. A mddszer bevezetése a ndvényi jelatviteli kutatdsokba tt6rd jellegiinek tekinthetd.
A palyazé és munkatarsai az eredeti megkozelitéseiknek koszonhet6en a tudoményteriiletet
szamos Uj eredménnyel gazdagitottak jelentésen hozzajarulva a névényi MAP kinaz jelatvitel
sajatos vonasainak és 0sszetettségének feltardsdhoz. Ezek koziil az eredmények koziil
Osszhangban a palyazo éltal a 126-127. oldalakon megfogalmazottakkal az alabbiakat
emelem ki:

1. Kisérletileg igazoltédk az Arabidopsis MKK3 és MPK7 fehérjék kdzvetlen jelatviteli
kapcsolatat és pozitiv szabalyozé szerepiiket a kdrokozokkal szembeni védekezés
elinditaséban.

2. Génkifejez6dés vizsgalatok és genetikai megkdzelitések alkalmazasaval
megallapitottdk, hogy az MKK7-MPK6 modul Arabidopsisban a merisztémamikddés
negativ szabalyozdja.

3. Kialakitottak egy kisérleti rendszert n6vényi kindz-szubsztrat klesonhatasok in vivo
vizsgélatara €s tobb példan keresztiil igazoltak annak mas mddszereknél nagyobb
hatékonysagat €s érzékenységét.



4. MAP kindz szubsztratként azonositottak tobb, a névényi egyedfejlédés

szabalyozasban jelentds szerepet jatszo fehérjét (WUSCHEL, APETALA2,
PINNOID1).

Szekvencia analizis és komparativ genomika alkalmazasaval meghataroztak a ndvényi
MAPK géncsalad evolicidjanak meghatarozo és specifikus lépéseit. Ehhez
kapcsolddva részletesen analizaltdk a ndvényi MAPK szekvenciak dokkold
motivumainak evolicidjat.

Reverz genetikai megkozelitéssel elsoként jellemezték a CrMPK8 és CrMKK 1
Chlamydomonas MAP kinazok negativ szabalyozé szerepét az oxidativ
stresszvalaszban.

Az 4j eredmények bemutatasan tul, az értekezés érdeme, hogy kovetve a palyazé teriileten
végzett kutatdsainak, felfedezéseinek az idérendi sorrendjét jol szemlélteti azt a folyamatot,
ahogy az eredmények egymasra épiilve elvezettek egy, a n6vényi MAP kinazok szerkezeti és
funkcionalis sajatossagait 6sszefoglald, egységes koncepcidhoz. Pozitivum tovabba, hogy az
értekezés végén a jelolt részletesen megvitatja a gyakorlati alkalmazas lehetdségeit.

Az értekezés olvasdsa soran néhany érdekl6dd jellegii kérdés meriilt fel bennem, amiket
feltennék a jeloltnek:

1.

Az 5.1.1. pontban targyalt és az 5.4bran bemutatott irdnyitott élesztd kéthibrid tesztben
szamos kindz nem mutatott kdlcsonhatast, mig masok igen. Erre magyardzatként a
heteroldg éleszté rendszer hatranyait, pl. allvanyfehérjék hianyat hozta fel. Ugyanakkor
részletesen targyalja ezen fehérjék kozvetlen kapcesolddasat evolucidsan konzervalddott
dokkolé motivumokon keresztiil. Nincs-e valamilyen Osszefiiggés az élesztOben
kolcsonhatast nem mutatd fehérjék ezen motivumainak médosulésai €s a kdlcsonhatés
eréssége kozott? Vannak-e esetleg olyan jelek, melyek arra utalnak, hogy kovalens
poszttranszlaciés modosulasok sziikségesek e motivumok kdrnyezetében szabalyozva
a kolcsonhatast?

Ismert-e, hogy mely MKK-tipust kindzok fejezddnek ki és aktivak protoplasztokban?
Kozismert, hogy a protoplaszt izolédlés jelentds stresszhatassal, tobbek kdzott oxidativ
stresszhatéssal, jar. Miért nem indukélja ez nmagéaban a stressz/H202-fiiggd MAPK
(P1. MPK6) aktivitast? Az MPK6-nak a 6.a dbran bemutatott MKK3 koexpresszid-
hidanyaban mért alapaktivitisa magas, mig més dbrékon alacsony. Lehet ennek az eltérd
protoplasztizolalési stressz az oka?

A T-DNS inszerci6 az mkk3-1 mutansban a 7 exonba tortént. Termel-e a muténs rovid,
trunkalt fehérjét és lehetnek-e ennek részlegesen megdrzott funkeioi, €s esetleg emiatt
domindns negativ hatasa? Pl. kthet-e szubsztratot vagy szabalyozo fehérjét? Kizartak-
e ezt a lehetdséget?

A 17.,18.,19. Abrakon hagyomanyos WESTERN blot kisérleteket is bemutat egyfajta
kontrolként és megallapitja, hogy az nem alkalmas a foszfoizoformak elvalasztasara és
detektalasara. Osszehasonlitotték a cIEF immonoassay érzékenységét a Phos-tag gélen
torténd elvalasztast kovetd immundetektalassal?

A T108, S112 MAPK foszforilaciés helyek milyen doméneket érintenek é€s hogyan
befolyasolhatjdk a WUS TF miikodését? Azonositotta-e azota barki a
merisztémaszabdlyozd TF-ok miikodésében a MPK-fiiggd foszforilaciés modositasok
szerepét?



. A flg22 éltal kivaltott PIN1 endocit6zisnak lehet-e szerepe a névényi védekezési
vélaszban?

. Avizsgélt Chlamydomonas MAPK jelatviteli palya hidnya okozhat-e a PQ felvételében
véltozast? Erre utalhat, hogy a mutansok PQ tolerancidja koncentraci6 és idéfliggd is
(4tmeneti). HoOz-re is toleransabbak a mutansok?

. Az ismert, hogy a MAPK jelatvitel fontos szerepet jatszik az oxidativ-stressz indukalt
programozott sejthalal folyamatdban (pl. a lucerna OMTKI1-MMK3 utvonal). A
megfigyelései (az mmkl és mpk8 mutansok nagyobb oxidativ stressz tolerancidja és
novekedési ratdja) alapjan elképzelhetdnek tartja-e, a Chlamydomonas MKK1-MPKS$§
jelatviteli modul hasonlé szerepét?

. Tobbszor emliti, hogy a névényspecifikus MKK3 NTF2-domént tartalmaz. Ismert-e a
domén szerepe a kinaz aktivitasanak szabalyozasaban kiil6nos tekintettel arra, hogy ez
a domén alkalmas kis molekuldk vagy mas fehérjék kotésére ill. dimerizécidra?

Osszefoglalva, az értekezés bar formai, elsdsorban nyelvi, stilisztikai szempontokbol
kifogdsolhaté és néhény helyen a palyazé szakmai leirasai feliiletesek, tudomanyos
eredményeit tekintve az értekezés igen magas szinvonald munka, amely jol tiikrdzi Doczi
Roébert nemzetk6zi szinten is kiemelkeddé modszertani felkésziiltségét és tudomanyos
teljesitményét. Osszességében az értekezést alkalmasnak tartom a nyilvanos vitara.
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