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Lakatos Lérant
,Viralis RNS silencing szupresszorok mikodési mechanizmusai” c.
akadémiai doktori értekezésének birdlata

TEMAVELASZTAS

Az RNS csendesités, mas néven RNS interferencia, mechanizmusanak felfedezése az elmult évszazad
utolsd éveire datalhato, amit a jeloltnek a teriileten megjelent elsé kdzleményei csak néhany évvel
kovetnek. Igy elmondhaté, hogy Lakatos Lorant egy éppen akkor robbanasszerii fejlédésnek indult
kutatési teriiletbe kapcsolddott be kiilfoldi posztdoktoralis tanulméanyutjarél hazatérve. Mar annal is
inkabb elmondhatd ez, mivel éppen akkor szadmoltak be a Burgyan Joézsef altal vezetett
laboratoriumban, amelynek tagjava valt, a virdlis RNS silencing szupresszorok felfedezésérdl.
Kutatasi teriilete ezeknek a fehérjéknek a funkcionalis vizsgalata lett, amit kitartd alapossaggal
folyatott munkatarsaival mintegy 15 évig. Ertekezése az ennek soran elért, sok tekintetben uttrd
jelleglinek tekinthetd, eredményeket foglalja Ossze, melyeket egyebek mellett a jelolt szamos
metodikai fejlesztése, modositasa tett lehetoveé. Témavalasztasa tehat rendkiviil idOszerii volt és az

még ma is.

FORMAI K(")VETELMIEZNYEK ERVENYESULESE ES FORMAI
ESZREVETELEK

A dolgozat az elvart alapvetd formai kovetelményeknek megfelel. Az értekezés elején egy egyoldalas
rovidités jegyzek talalhatd, ami azonban nem teljes, szdmos rovidités talalhato a szovegben, ami nem
kertiilt be ide és a szovegben sincs definidlva. A tényleges dolgozat egy rovid bevezetdovel kezdddik,
ami jol Osszefoglalja a tag kutatasi teriiletet. Egy megjegyzésem van ezzel a résszel kapcsolatban: a
6. oldalon azt irja, hogy ,,Az allalti szervezetekben kialakult adaptiv immunitasnak a novényekben az
un. RNS silencing (csendesités) felel meg.” Ez igy nem igaz. Az RNS csendesités a novényekben
egyfajta adaptiv immunitasnak tekinthetd ugyan, de kozel sem feleltetheté meg az allati szervezetek
mobilis immunsejteken alapuld adaptiv védekezési rendszerének.

Az Irodalmi attekintés fejezetben a jeldlt attekintést kivant adni az RNS csendesités altalanos
mechanizmusarol, néhany fontosabb fehérje komponens ill. komplex szerepérdl, az egyes

organizmusokban feltart sajatossagokrol és végiil az antivirdlis RNS csendesitésrél. A fejezet
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alaposnak mondhato, sok irodalmat dolgoz fel és szdmos részletet bemutat. Azonban a fejezet
felépitése nem logikus, ami megneheziti a megértést. Az elso alfejezet az RNS csendesités altalanos
mechanizmusat mutatja be, majd kovetkezik egy fejezet az ARGONAUTE fehérjékrol, ezt néhany
jelentdsebb €lolénycsoport (fonalféreg, ecetmuslica, ember, ludfit) RNS csendesitési komplexeinek,
mechanizmusainak ismertetése koveti (nem tudom az ¢lesztd miért maradt ki?), melyek
nyilvanvaldan sok tekintetben ismétlik az altaldnos modellt és egymast, majd az ARGONAUTE
fehérjékkel kdlcsonhato WG/GW fehérjék ismertetésére keriil sor (az csak a dolgozatot végig olvasva
deriil ki, hogy miért kellett ezeket a fehérjéket kiilon targyalni), amit az antivirdlis silencinggel
kapcsolatos részek kovetnek. Célszeriibb lett volna a silencing mechanizmust a részeire felbontva és
az egyes ¢€ldlényeket ezeken beliil sszehasonlitva targyalni.

A 2.9. alfejezet cime egyszertlien ,,Virusok”, ami meglehetds tulzas, hiszen minddssze a dolgozatban
targyalt néhany ndvényi virus csaladot ismertet roviden. Hasonldan a 2.10. Az antiviralis silencing”
és a 2.11. ,,A viralis silencing szupresszorok™ alfejezetek cimében jelezni kellett volna, hogy csak a
novényi vonatkozasokrdl szolnak.

Egy a témaban kevéssé jaratos olvasd szamara rendkiviil megneheziti a megértést, hogy egyes
roviditések, fogalmak azel6tt keriilnek eld a szovegben, mieldtt kideriilne, hogy mit takarna. Ilyen pl.
a DICER/DCLI rovidités (9. oldal) a WG/GW fehérje (13. oldal). Az ¢leszté RITS komplex
targyaldsa soran eld keriil egy sor definialatlan funkcidj fehérje nevének roviditése (nincsenek meg
a rovidités jegyzékben sem) majd varatlanul atvalt a jelolt a RISC komplex RNS-vel vald
feltoltodeésének targyaldsara, de ennek a komplexnek Osszetételét mar nem irja le (13. oldal). Egy
hozza nem értdnek talan furcsdnak tlinhet az inkébb informatikainak tiin ,,mikroprocesszor
komplex” kifejezés, amit szintén nem artott volna definialni (10 oldal).

A 12. oldalon azt irja, hogy ,,az AGO fehérjék koz¢ tartoz6 PIWI”, a 17-en pedig, hogy a négy human
AGO a PIWI szupercsaladba tartozik, a 18. oldalon, hogy ,,Az eddig azonositott névényi AGO-k
koziil egyik sem tartozik a PIWI alcsalddba”. Akkor most melyik a szupercsalad, a csalad ill.
alcsalad?

A 18. oldalon a ndvények torzsérdl beszél. A novények taxondmiailag nem torzs, hanem orszag.
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A 25. oldalon azt irja, hogy ,,A VSR-ek elengedhetetlenek az Agrobacterium-medialt tranziens
expresszios kisérletekben”, ami kis tulzas. A VSR-ek felfedezése el6tt is hasznaltuk ezt a technikat,
csak kevésbé volt megbizhato.

A 26. oldalon megfogalmazott Célkitiizések rendkiviil altalanosan vannak megfogalmazva,
gyakorlatilag a vizsgalt silencing szupresszorok vannak felsorolva, mint jellemzendd fehérjék. Ennél
a ,,jellemezziik, aztan majd csak talalunk valamit” jelentési megfogalmazasnal elegansabb lett volna
azokat a tudomanyos kérdéseket felvetni itt, amiket a jelolt meg kivant valaszolni ezeknek a
fehérjéknek a jellemzése révén.

Szintén nem tal elegans, hogy az Anyagok és moddszerek fejezetben a ,,Molekuléris bioldgiai
modszereket” egyetlen mondattal elintézi a jel6lt, mondvan standard modszereket hasznalt. Legaldbb
az ezeket a modszereket leird kézikonyvre, vagy néhany alap vagy akar sajat kozleményre
hivatkozhatott volna.

A felhasznalt génkonstrukciok szama (39) impozans. Az immunprecipitaciohoz hasznalt anti-testek
ismertetése hianyzik. A Gélkromatografia modszerének leirdsa szerint mind az RNS mind a fehérje
izolalasa a paros frakciokbdl tortént, ami gondolom elirds. Az MBP fazios fehérje nincs definialva,
nincs a roviditések kozott sem (33. oldal). A qQRT-PCR leirasanal a 2 AACT kitev6jébdl hianyzik a
negativ eldjel.

Az Eredmények fejezet jol attekinthetden, logikusan mutatja be azokat az egymasra épiild
kisérleteket, amelyek az egyes silencing szupresszorok hatdsmechanizmusanak megértéséhez
vezettek. Ugyanakkor a leiras egy-két ponton tartalmaz pontatlansagokat, hidanyossagokat.
Szamomra érthetetlen, hogy a RHBV NS3 szupresszorral kapcsolatos eredmények abrai, és csak
azok, miért kertiltek a fliggelékbe?

A 37. oldalon a p19 protoplaszt rendszert emliti, de nem irja le mit kell ezen érteni.

A 40. oldalon azt irja, hogy ,,rendelkeztiink olyan informacioval, amely szerinta CymRSV p19 siRNS
koté fehérje” majd ezt kovetden a 41. oldalon ,,Ezutdn célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk,
rendelkezik-e a p19 siRNS kot6 tulajdonsaggal”.

Az 51. oldalon a let-7 siRNS, a 81. oldalon az UPF1 fehérje nincs definidlva. A 85. oldalon hibasan
szerepel a szovegben, hogy a P1 triplamutans esetében immunprecipitacioval kimutattdk az AGO1

fehérjét és a siRNS-t. Ez valdjaban a vadtipus P1 esetében sikeriilt és a triplamutans esetében nem
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(vo. E33. 4bra 6. oszlop illetve a kovetkezd mondat ,,Sem a dupla, sem a tripla mutdnsok nem
mutattak AGO1-kot6 képességet”).

Az Eredmények megvitatasa fejezet szintén jol felépitett és megirt, részletesen ismerteti a kutatasi
teriileten a jelolt és munkatarsai, illetve més laboratoriumok altal eddig elért eredményeket. Igy
lehetdség nyilik a jelolt munkéssaganak egy szélesebb nézdpontbdl valod értékelésére. Az esetenként
egymasnak ellentmondé irodalmi, illetve sajat eredményeket megfeleld kritikéval és alapossaggal
elemzi. Ez a fejezet egyetlen Osszefoglald abrat tartalmaz (D1), ami egyrészt igen kisméretiire
sikeredett, az abra aldirds nem azon az oldalon van, mint az abra és az abra a szovegben vald elso
emlitésétol 20 (!) oldalra talalhato.

Altalanossagban is elmondhatd, hogy az abrakkal sok kisebb probléma van, elsésorban az
alairasokkal, a rajuk valo hivatkozasokkal. Egy tudomanyos mi esetében elvart, hogy az dbrak
onmagukban értelmezhetdek, érthetdek legyenek. Ez itt nem valosul meg, az dbraknak szinte csak
cime van, vagy nagyon rovid altalanos leirdsa annak, hogy mit dbrazolnak. Néhany példa: Az 11 dbran
levd roviditések nincsenek az aldirasban megmagyardzva. Az I2 abrara rossz helyen hivatkozik. Az
I3 abra kicsi, pedig a fél oldal alatta iires, és nincs megmagyarazva miért mas szinliek egyes fajnevek.
Az 14 abrara 4. abraként hivatkozik. Az E1 abra azt sugallja, hogy a target RNS-b6l a dsRNS-vel
komplementer rész egyben vagodik ki. Az E8 abran P19 szerepel a GST-P19 helyett. Az E12 dbra
részeire nem sorrendben hivatkozik. Az E16 abra B részére hivatkozik a szovegben a C rész helyett.
E39 é4bra aldirdsa masik oldalra keriilt, az 1-7 oszlopaira nincs hivatkozas. Az E40 abran a
transzkripciot igazold PCR eredmények alig lathatok. Sok abra alairas tartalmaz elirast.

Sajnos a dolgozat egészére elmondhatd, hogy a preciz és pontos kisérleti tervezéssel és kivitelezéssel
¢lesen szemben all a rengeteg elirdst, pontatlansagot, szerkesztési hibat, tartalmazo értekezés. Ezek

olyan szamosak, hogy ezekre a birdlatban konkrétan nem térek ki.

SZAKMAI ESZREVETELEK, KERDESEK

A dolgozat szakmai szempontbdl rendkiviil szinvonalas. A jeldlt sikeresen adaptalt, illetve fejlesztett
ki néhany olyan in vitro, illetve in vivo kisérleti rendszert, amelyeket azutan kivaldan tudott hasznalni
tobb virus silencing szupresszor funkciondlis jellemzésére. A kisérletek kortiltekintéen lettek
megtervezve, logikusan ¢épiiltek egymadsra, ami lehetdvé tette megalapozott kovetkeztetések

levonasat. Ezek a kovetkeztetések gyakran a tudomanyra nézve ujak voltak és jelentdsen
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hozzajarultak a silencing szupresszorok kutatasanak elémozditasahoz, azok hatdsmechanizmusanak

megértés¢hez.

Lakatos Loérant legfontosabb eredményeiként értékelem, hogy
e szamos virdlis silencing szupresszorrol bebizonyitotta, hogy a ds siRNS kotésén alapul a
hatdsmechanizmusuk ¢és az aktiv RISC komplexre nem hatnak.
Tovabba,
e azonositotta a SPMMYV virusnak egy 0j tipusu silencig szupresszor fehérjéjét és részleteiben

feltarta annak az AGOIl/kis RNS komplexhez valé kapcsolédason alapuld egyedi

hatasmechanizmusat.

Konkrét észrevételeim, kérdéseim:

A 23. oldalon azt irja, hogy a DCL-ek sziikségesek lehetnek a virus replikacio fenntartdsdhoz, de nem
fejti ki, hogy hogyan.

Az E8 abran bemutatottak szerint a P19, p21 és Hc-Pro szupresszorok kozott nagysagrendi
kiilonbségek vannak az in vitro target RNS vagasra gyakorolt hatasban. Ismert-e ennek a
magyarazata, meglehet-e ez a kiilonbség in planta is és ha igen, van-e Osszefiiggése a virusok
fertdzoképességével?

A E8 I abra alapjan kijelenthet6-e egyértelmtien, hogy a Hc-Pro fehérje nem gatolja az indirekt
kisérleti beallitasban a target RNS vagast? A hasitasi termék 17%-r6l kb. 12%-ra csokken ¢és a
szorasok nem tiinnek atfedének. Tortént-e statisztikai analizis, ami ezt alatimasztja? Lehet-e ekkora
eltérésnek jelentdsége?

Az E9 ébra alapjan kijelenti, hogy a DICER-R2D2 komplexhez nem kotédik a jelolt target RNS
analdg. De az autoradiogrammon (3. oszlop) latszik abban a tartomanyban egy viszonylag erds jel.
Mi lehet ez?

Az 53. oldalon targyalja a He-Pro szupresszor siRNS-koto képességét. Nem egyértelmil szamomra a
heparin hatdsa ebben a kisérletben. Miért jelenti ez azt, hogy a Hc-Pro fehérjekivonatban
megvaltozott siRNS-kotd tulajdonsaga nem lehet kapcsolatban az RNS silencinggel? A Hc-Pro

fehérje kivonatokban megfigyelt nagyobb komplexe multimerizaciot jelent (vo. 105. oldal)? A
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fehérjegazdag kornyezet lehet barmilyen fehérje pl. BSA dltal is biztositott? Milyen méddon
befolyasolhatja ez a Hc-Pro aktiv frakcidjanak aranyat?

Hogyan magyarazza a Hc-Pro és a p19 eltéré hatasat a siRNS metilaciora (E18 abra)? Mi lehet a
magyarazata ¢és jelentésége annak, hogy a TEV eredetii siRNS-ek 100%-ban metilalatlanok, a CIRV
SIRNS-ek 80%-ban metilaltak a fert6zott névényben?

A Hc-Pro egy proteindz. Van-e ilyen aktivitasa és egyéb szerepe a silencing mellett? A SPMMV P1
fehérjéjének is proteindz doménje van. Ez véletlen, vagy van valamilyen jelentésége annak,hogy
proteinazok valta silencing szuptesszorra?

Mi indokolta az E29 abran bemutatott kromatografias kisérletet, amikor az E30 dbran bemutatott
kisérlettel a kozvetlen kdlcsonhatast is kilehetett mutatni a fehérjék kozott?

Az in planta kisérletekben 35S promoterrel tranziensen kifejeztetett viralis géneket hasznalt. Ez
feltehetéen igen magas fehérjeszinteket jelentett a novényi sejtekben. Mennyire lehet az igy kapott
eredményeket a valos virusfertdzés koriilményeire extrapolalni?

Az E 36. abran az AGO1 DAH ¢és a P1 fehérje egyiittes csendesitd hatdsdnak magas szintjére adott
magyarazat nem egyértelmii. Nem az, vagy az is, lenne varhato, hogy az AGO1 DAH fehérje kivonja
(kititralja) a P1-et az endogén AGO1-vel vald kdlcsonhatasbol?

Szintén ezen az 4bran mutatja be, hogy a P1 AGOI-aktivitast gatld6 hatdsa mellett az AGO2
transzkripcidja és aktivitasa megnovekszik. Elképzelheté magyarazat lehet-e, hogy a ndvény a gatolt
AGOL1 aktivitas kompenzalasaként emeli meg az AGO2 transzkripcidt és aktivitast? Hogyan tudott
az endogén ¢€s a bevitt AGO2 gének expresszidja kozott kiilonbséget tenni?

Még szintén az E36 abraval kapcsolatban azt irja, hogy az AGO2 és P1 egyiittes expresszaltatdsa
megnoveli az AGO2 aktivitast, ami az abra alapjan (B rész 9,10,11 oszlopok) kétséges, hogy
szignifikans kiilonbség-e.

Az E40 abra kapcsan: ha az AGO1 DAH fehérje stabilizalja a target RNS-t, akkor nem kellene a 14
oszlopban transzkriptet 1atni?

A 96. oldalon azt irja, hogy ,,a P1-C88A/C130A mutans megkoti az AGO1 DAH fehérjét, azonban
ez a komplex nem tartalmazza a target RNS-t” ... De az E40 abra 16. oszlop ¢s az ezt megel6z6

mondat alapjan tartalmazza. Ez tehat csak elirds?
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Van arra elképzelés, hogy mi a SPMMYV virus P1 fehérje N-terminalis extenzidjanak az eredete? A
86. oldalon emlit egy 383 aminosavas fehérjét, ami a P1 N-terminalis rész¢ét tartalmazza. Ez lehet az
eredeti szupresszor, ami a nagyobb 759 aminosavas fehérjére keriilt rekombinacioval vagy éppen
forditva, arr6l valt le? Vannak ezzel az N-termindlis szakasszal homolog fehérjék barmilyen
organizmusban az emlitett SPFMV P1 fehérjén kiviil?

Végezetiil, az eredmények lehetséges biotechnologiai alkalmazasaként a transzgén expresszid
stabilizalasat emliti novényekben. A virus korokozokkal szembeni védekezéshez hozzajarulhat-e a
silencing szupresszorok kutatdsa?

Osszefoglalasként megallapitom, hogy Lakatos Lorantnak az értekezésben bemutatott, gondosan
megtervezett és kivitelezett kisérleti munkan alapulé tudomanyos eredményei nemzetk6zi mércével
mérve is igen magas szinvonaliak. Az eredmények jelentdsen hozzijarultak a virdlis silencing
szupresszorokkal kapcsolatos kutatasi teriilet fejlodéséhez. A dolgozat a formai kdvetelményeknek
megfelel, bar sok formai hibaval, de kell6 tudoményos alapossaggal késziilt. Az értekezés alapjan

Lakatos Lorant mélto az MTA doktora cim viselésére, igy javaslom a nyilvanos vita lefolytatatasat.

Prof. Dr. Fehér Attila

egyetemi tanar, az MTA doktora

Szeged, 2018. 10. 07.



