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Altalanos biralat.

Dr. Lakatos Lorant MTA doktori értekezése 15 év kutatd munkajat dsszegzi.
A Jeldlt kutatasai egy témakorhdz kapcsolddnak, f6 erdeklédési terllete a ndévenyek
virusfertézése soran felléepé geéncsendesités gatlasa, szupresszidja. A ndvények
virusokkal szembeni immunrendszere az idegen RNS feldarabolasahoz, vagy a
génexpresszio gatlasahoz vezeté RNS silencing. A nagy hatékonysaggal miikédd
rendszer ellen sok virus olyan szupresszor stratégiat fejlesztett ki, amely gatolja az
RNS silencing kialakulasanak kulcs Iépéseit és igy lehetbévé teszi a virus
szaporodasat. A rendszer Kicsit hasonlit a tobb évtizedes szovjet-amerikai
fegyverkezési verseny soran kolcsdndsen fejlesztett atomrakéta elleni rakétat
tamado ellen-ellen rakéta rendszerre, ahol a virus a tamado6 atomrakétanak felel
meg, a silencing mechanizmus az ellenrakéta analégja mig a silencing szupresszor
az ellenrakéta elleni rakétanak felelne meg.

Az értekezés a novényi virusokkal szembeni rezisztenciat biztosito
géncsendesités vagy silencing hatékonysagat csdkkenté molekularis mechanizmus
néhany formajat ismerteti. A dolgozat a virusfertézéssel szembeni immunitast
biztositd RNS silencing hatékonysaganak drasztikus csdkkenésével jaré szupresszio
jelenségével foglalkozik. A silencing szupresszorok specialis virusfehérjék, amelyek
toébbnyire a csendesitésben kulcsszerepet jatszé RISC komplex kialakulasat gatoljak.
vizsgaltak, tanulmanyoztak a szupresszor fehériek mikoddését, dsszehasonlitottak a
silencing-et csdkkentd hatdsmechanizmusokat. A szerzd a dolgozatban ismerteti a

(CIRV) p19 fehérjéjét, a Tobacco etch virus (TEV) HC-PRO, a Beet yellows virus



Sweet potato mild mottle virus (SPMMV) P1 silencing szupresszoranak miikdédeését,
a fehérje funkciojat, a kuldonbdzé6 SPMMV P1 domének szerepét az AGO1
megkdtésében, a mikroRNS kapcsolddas gatlasaban.

A dolgozat egy jol atgondolt, versenyképes alapkutatasi program
megvaldsitasat dsszegzi. Az eredmények jelentésen hozzajarultak a virus
szaporodasat befolyasol6 csendesités és a csendesitést galo, de a virusszaporodast
elésegitdé szupresszor rendszerek jobb megismeréséhez. A kisérletes munka soran
tobbféle korszerli molekularis, biokémiai, sejtbiolégiai modszert alkalmazott. A
funkcionalis in vivo vizsgalatokhoz a dohany levél infiltralason alapul6 élettani illetve
fluoreszcens képalkoté mdédszereket alkalmazo tesztrendszert dolgozott ki, amivel jol

reprodukalhaté eredményeket ért el.

A kutatasok jelentésége, idoszeriisége

A géncsendesités, a silencing kutatasa az egyik leggyorsabban fejl6dé,
legforrébb terilet nemcsak a ndvénybioldégiaban, de az orvosi és fejlédésbiologia
kuldnbozd teruletein is. Mara kiderllt, hogy az epigenetikai szabalyozas, a silencing
kllénb6zd mechanizmusai szabalyozzak a néveny fejlédés, az abiotikus és biotikus
hatasokkal szembeni tolerancia meghatarozé Iépéseit. Sokkal altalanosabb,
elterjedtebb mechanizmusrél van sz6 mint akar par éve is gondoltuk. Dr. Lakatos
Lorant altal kutatott tertlet, a patogén virusok elleni védekezés soran fellépd
silencing szabalyozasa, gatlasa egy specialis terllet, ami hozzasegitett a
géncsendesités, a virus rezisztencia bioldgiai alapjainak jobb megértéséhez, de
jelentdés a biotechnoldgiai alkalmazasok kidolgozasa szempontjabdl is. A kutatasok
id6szer(iséget, uttord jellegét bizonyitia a (féleg régebbi) publikaciokra kapott

hivatkozasok nagy szama.

Részleges biralat.

A dolgozat 145 oldalon keresztul ismerteti tizen6t év fontosabb kutatasi
eredmeényeit. Formailag a hagyomanyos beosztast koveti, Bevezetés, Irodalmi
attekintés, Célkitlizések, Anyagok és modszerek, Eredmények, Eredmények
megvitatdsa és egy Rovid Osszefoglald fejezetekbdl all, amit Készbénetnyilvanitas,
Irodalomjegyzeék és egy rovid Flggelék kdvet.

Az értekezés rengeteg adatot, kisérletet ismertet részletesen (42 d6sszetett

abra), bizonyitvan hogy az bemutatott eredmények mogoétt jol megtervezett, alapos



és tudatos kisérleti munka all. A dolgozatban bemutatott adathalmaz talan mar tul
sok is. Esetleg jobb lett volna a fontosabb eredmények részletes ismertetése mellett
a mar ugyis publikalt eredmények Osszegzésére, megvitatdsara, modellek

kidolgozasara, a felfedezések biologiai jelentéségére koncentraini.

Az értekezés legfontosabb eredményei.

A Cymbidium ringspot virus p19 szupresszor jellemzése.

A jeldlt részletesen leirja, ismerteti a CymRSV p19 szupresszor miikdodését.
Egy in vitro Drosophila rendszer alkalmazasaval bizonyitja, hogy a p19 siRNS koétése
révén gatolja a RISC komplex kialakulasat és a RNS silencing-et. Nicotiana
benthamiana tranziens rendszerben bizonyitja, hogy a p19 siRNS koétés révén
gatolja a silencing-et in vivo. Ezen eredmények segitségével el6szor sikerllt egy
silencing szupresszor muikoédési mechanizmusat megismerni. A CymRSV p19
szupresszor tanulmanyozasanal alkalmazott médszerek segitségével igazolja hogy a
Carnation ringspot virus (CIRV) p19, a Tobacco etch virus (TEV) HC-PRO, és a Beet
yellows virus (BYV) p21 fehérjéi is siRNS kotés réven gatoljak a RISC komplex

kialakulasat és a RNS silencing-et.

A silencing szupresszorok és a kis RNS metilacio.

Fontos felfedezés volt a siRNS metilacio szerepének kideritése. A dolgozat
ismerteti, hogy a citoplazmaban talalhaté virus eredetli siRNS-ek metilaltak, ami
meggatolja a lebomlasukat. A HC-Pro és CIRV p19 fehérjék viszont gatoljak a
metilaciot, ami végsé soron siRNS lebomlasahoz vezet, vagyis ezek a szupresszorok
a metilacio befolyasolasa révén gatoljak a silencing-et. A metilacion alapul6 silencing
szupresszio jelensége egy erdekes, korabban kevésbé ismert stratégia, ami

alternativ lehet6séget kinal a virusfert6zés el6segitése szamara.

A Sweet potato mild mottle virus (SPMMYV) P1 silencing szupresszora

A SPMMV P1 fehérje tanulmanyozasa soran egy masik Uj tipusu silencing
mechanizmust sikertlt megfigyelni. A P1 szupresszor az AGO1-hez koétédve
kézvetlen kapcsolodik a siRNS és a miRNS-hez és RISC komplexek kialakulasat
gatolja. Az AGO1 kdtés megakadalyozza a cél RNS kapcsolédasat, ezaltal gatolja a
géncsendesitést. Bizonyitottak, hogy a P1 fehérje cink finger moivuma
elengedhetetlen a silencing szupresszor aktivitashoz. A fehérje koélcsénhatasok
jellemzése soran azonositottak az AGO1 kapcsolédasért felelés un. WG/GW

domént, és bizonyitottdk hogy a szupresszor aktivitasért egy masik régié felelbs.



Ezek a felismerések vezettek az elsé§ mesterséges silencing szupresszor
elkészitéséhez. A SPMMV P1 szupresszorhoz hasonlé de inaktiv SPFMV P1 tipusu
fehérjéjébe épitettek WG/GW domeént, ami lehetévé tette hogy a médositott fehérje

AGO1 kotd silencing szupresszor aktivitast mutasson.

Technikai fejlesztések

Technikai szempontbdl fontos volt az in vitro Drosophila rendszer kidolgozasa
és adaptalasa, ami lehetévé tette a silencing szupresszid mechanizusanak
tanulmanyozasat (SiRNA kétés tulajdonsagai, RISC komplex kialakulasa, stb.). A N.
benthamiana expresszidés rendszer segitségével viszont egy jél reprodukalhato
ndévényi rendszert sikerult alkalmazni, ami lehetévé tette a silencing és a szupresszio

in vivo vizsgalatat.

A gyakorlati alkalmazasok lehet6sége

A kutatdsi program felfedezd jellege mellett az eredményeket, egyes
kidolgozott technikakat az alkalmazott kutatasok is hasznosithatjak, ahogy erre az
utolsé oldalakon felhivja a figyelmet. Az eredményeket nemcsak a virologiaban,
ndévénykortanban lehet alkalmazni, de az optimalizalt expresszios rendszer alkalmas
lehet az orvosi, ipari szempontbdl fontos fehérjék termeltetésére, az un. “molecular

farming” technolégia hatékonysaganak segitésére is.

Kérdéseim

1. Mi az oka, hogy Drosophila rendszerben vizsgaltdk a P19 funkcidjat, a

silencing szupressziot? Mi az elénye a heterolog rendszer alkalmazasanak?

2. Mennyire altalanos jelenség a silencing szupresszid a ndvényi virusoknal?
Mindegyik virusnak van silencing szupresszor rendszere, ez inkabb kivételes

mechanizmusnak mondhat6 vagy bizonyos virusokra jellemz§?

3. Mi lehet a silencing szupresszor fehérjék eredete? Eredetileg mi lehetett a

szupresszor fehérjék seinek a funkciéja? Mibdl differencialédhattak?

4. Ismertek-e olyan ndvényi fehérjek amelyek virdlis szupresszorokhoz

hasonldan gatoljak a kis RNS-ekhez kapcsolodo silencing-et?



5. Van-e olyan (n6évényi) mechanizmus, ami a silencing szupresszort gatolja?
Van-e kovetkez6 lépése a “fegyverkezési versenynek”? Lehetséges-e
szupresszor gatlassal javitani a haszonndvények virusrezisztenciajat? Van-e

erre példa?

6. Torténtek-e lépések az eredmények, a kidolgozott technolégiak gyakorlati
alkalmazasara? Milyen lehetbségeket lat a biotechnoldgiai célu fejlesztések

teruletén?

Formai megjegyzések, hianyossagok

Az értekezés jol olvashato, tdbbnyire igényesen megirt md, habar tébb helyen
talalkoztam helyesirasi hibakkal, elirasokkal, hibas mondatszerkezettel. Ezek a hibak
nem zavarjak a széveg érthetéségeét, de mégis ott vannak.

A roviditések jegyzékébdl tobb rovidités hianyzik, a lista nem teljesen kdveti
az ABC sorrendet, ami zavard. Lehet, hogy a dolgozatban mindegyik roviditésnek
valahol szerepel a teljes neve, de a témaban nem jartas olvasd kénnyen elvesziti a
fonalat a sok virusnév, fehérje vagy mas, szamara kevésbé ismert név olvasasa
soran. Ebben segit a rovidités jegyzék, ami sajnos nem teljes.

Az értekezésben nem tlintette fel az értekezés alapjaul szolgal6é kdézlemeények
listajat. JO lett volna a szbvegben egyértelmibben megjeldlni, hogy egy adott
eredményt eredetileg hol, melyik publikacioban kdzolték, illetve a végén hasznos lett
volna megadni a megfeleld kdzlemények listajat. Az értekezés alapjaul szolgald

cikkek listaja csak a rovid Tézisekben hozzaférhet6.

A dolgozat alapjat jelenté publikaciok

A doktori értekezés alapjat nyolc kézlemény adja, ezek kdzétt harom EMBO
J., két Nucleic Acid Research, és egy-egy J. Virology, PLOS Pathogens, Acta
Biologica Segediensis és RNA folydirat cikk talalhaté. Elmondhatd, hogy a
publikaciok donté tébbsége nagy presztizsi nemzetkdzi szakfolydiratokban jelent
meg. A jeldlt két kdzleményben elsé és haromban utolsé szerzé. Ezen kivil négy
kézlemény kapcsolodik a dolgozat témajahoz, amelyek a névény viroldégia és a RNS

silencing témakorben jelentek meg.



A legfontosabb eredmények, felfedezések d6sszefoglalasa

A dolgozat tébb, nemzetkézileg is figyelemremélté kutatasi eredményt ir le. En az

alabbiakat tartom a legkiemelked6bb eredményeknek.

elészor deritettek fényt a ndvényi virusok silencing szupressziéjanak
mechanizmusara, bizonyitva, hogy a szupresszor altalaban a siRNS kotés
révén a RISC komplex kialakulasat gatolja, ami csdkkenti a RNS silencing

hatékonysagat.

2. Az SPMMV P1 szupresszor fehérje jellemzése soran felfedeztek egy uj RISC
gatld mechanizmust, ami az egyszalu siRNS-hez kapcsol6odé RISC
kialakulasat veszi célba. Elséként irtak le, hogy egy AGO1 koété WG/GW
domént tartalmazé fehérje (a SPMMV P1 szupresszor) specifikusan
gatolhatia az AGO1 aktivitast, ezaltal csOkkenti a RNS silencing

hatékonysagat.

3. Megallapitottak, hogy egyes RNS koté szupresszorok megakadalyozzak a
virus eredetl siRNS-ek metilacidjat, és ezaltal elésegitve a lebomlasukat.
Ezaltal egy korabban nem ismert szupresszor mechanizmust sikerdlt

felfedezni.

4. A silencing szupressziot nem mutaté SPFMV P1 fehérje modszeres in vitro
modositasaval el6szor sikerllt mesterséges szupresszor fehérjét 1étrehozni.
Bizonyitottak, a WG/GW motivumok fontossagat a szupresszor funkciohoz,

amivel egyes inaktiv fehérjéket szupresszorra lehet alakitani.

5. Fontos mddszertani fejlesztés volt a hatékony, reprodukalhaté in vitro és in
vivo  Kkisérleti rendszerek kidolgozasa a virdlis szupresszorok
tanulmanyozasahoz. Ezek segitségével tobb szupresszor fehérjét sikerilt

jellemezni.



Konkluzié

Lakatos Lérant a doktori értekezésében tdmdren, magas szinvonalon irja le,
foglalja 0Ossze a géncsendesités teruletén elért, nemzetkézi mércével is
figyelemremélté eredményeit. A kutatasok illetve az értekezés magas szinvonala,
valamint az értekezés alapjaul szolgald publikaciok alapjan javaslom a MTA Doktora

tudomanyos cim elnyeréséhez sziikséges nyilvanos vita kitlizését.
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