Valasz opponenseim doktori értekezésemrol késziilt biralatara

Elészor is nagyon szeretném megkoszonni opponenseimnek, hogy elvallaltak doktori
értekezésem biralatdt és koszondm elismerd szavaikat szakmai teljesitményemrdl. Igen
restellem, hogy az elkésziilt értekezés mindsége elmaradt az elvarttol.

Az értekezést igyekeztem a lehetd legkoriiltekintébben elkésziteni, ami ugy latszik nem sikertilt
maradéktalanul. Sajndlom, hogy ilyen sok, jogosan kifogasolt hiba (tulz6, sokszor nem
megfeleld mozaiksz6 hasznalat, helyteleniil leirt, rosszul toldalékolt virusnév, az angol
kifejezések nem megfeleléen hasznalt magyar megfelelé hasznalata, a tézisek és a dolgozat
eltéro cime, az ékezetes betiilk nem konzekvens hasznalata, rossz szimbolumokkal irt irodalmi
hivatkozés) benne maradt a végso valtozatban.

Ko6sz6nom, hogy ezen hibék ellenére opponenseim elismerik j tudomanyos eredményeimet és
ezek alapjan javasoljak szamomra az MTA doktori cim odaitélését.

A kovetkezOkben szeretnék opponenseim minden véleményére megjegyzésére, kérdésére
valaszolni.

Lukacs Noémi és Putnoky Péter is megkérdezte, hogy vajon milyen mechanizmus alapjan
lehetne magyarazni a kiilonbozo tipusu VSR fehérjék azonos hatasat a miR168 indukciora?

Sziiletett-e a kisérletek lezardsa ota olyan irodalmi adat, amely a megfigyelésekre magyarazatot
ad?

Ez egy nagyon izgalma és jo kérdés!

A miR168-on keresztiil torténé AGO1 szabalyozas egy alternativ tvonal, mely a VSR-ek
elsddleges géncsendesitést gatld funkcidjan kiviil is képes a gazdandvény valaszreakcidjat
blokkolni. Rendkiviil érdekes nemcsak az, hogy mennyire elterjedt ez a ,,masodlagos” funkcio,
de az is, hogy vajon mi ennek a mechanizmusa.

A miR168 indukcidja a prekurzor transzkripcios aktivitasanak eredménye. Az Arabidopsis
thaliana miR168a prekurzoranak promoterében négy abszcizinsav valasz elem (abscisic acid-
responsive element - ABRE) talalhato. Ezen ABRE motivumoknak, melyek a miR168
promoterében kiilonb6z6 novényfajok esetében is megtalalhatdak, szerepe van az abszcizinsav
sav kezelés és abiotikus stresszek sordn szintén indukalddéo miR168 expresszio kifejezddésében
(doi: 10.1104/pp.111.188789). Ezen szabalyozoelemek jelenléte felveti annak lehetOségét,
hogy a VSR-ek is ezeken keresztiil fejtik ki indukalo hatasukat.

A vizsgalt VSR-ek mindegyike indukalta a miR168 expressziojat tranziens kisérletekben, és a
vizsgalt virusok szintén elérték ezt a hatast kiilonboz6 ndovényi gazdakban. A vizsgalt VSR-ek,
mint fehérjék, azonban nagyon kiilonbozdek, nem talaltunk benniik semmi k6z0s vonast, olyat,
ami a miR168 prekurzor transzkripcidjat esetleg indukalhatnd. Ugyan azt nem tudjuk, hogy a
mMiR168-on keresztiil tortén6 AGO1 gatlas hogyan valosul meg, az biztos, hogy ennek
kulcsfontossagu jelentdsége van a virusfert6zés sordn az antivirdlis géncsendesités gatlasdban.
A mi munkankon kiviil nem taladlkoztunk olyan kutatassal, melyben a VSR-ek miR168
indukcids képességét vizsgaltak volna. Ismert azonban, hogy a VSR-ek mads, tobb kiilonbozo
mechanizmussal képesek az AGO funkcigjat gatolni. Az uborkamozaik virus Fny toérzsének 2b
fehérje az AGO PAZ doménjével 1ép kdlcsonhatasba, a BYV PO fehérjéje a még nem toltott
AGO1 degradaciojat inicialja. A VSR-ek egy masik nagy csoportja (ide tartozik a TCV CP-
(p38) fehérjéje is), pedig a GW motivumaikon keresztiil képesek mimikalni a nem



virusfert6zott sejt endogén, AGO-hoz kotodo fehérjéit, és ennek segitségével kotddnek az
AGO-hoz gétolva annak aktivitasat.

A kisérleteink ota eltelt iddben szamos virus VSR-ét jellemezték. Az irodalmat atbongészve
azonban nem talaltuk nyomat annak, hogy akar a mechanizmust, akar az ujonnan jellemzett
VSR-ek miR168 indukalé tulajdonsagat vizsgaltak volna. Ahhoz, hogy a mechanizmusra
barmilyen hipotézist allitsunk fel, amely meglétét kisérletesen vizsgalni lehet, jo lenne minél
tobb, eltéré funkcidval rendelkez6 VSR miR168 indukald képességét vizsgalni. Terveink
szerint a jovOben vizsgalunk majd fasszartiakat fert6z6 virusokban jelenlevé VSR-eket olyan
szempontbodl, hogy vajon mennyire hasonlitanak, vagy kiilonboznek eltéré gazdandvényekben.
Ezen VSR-ek miR168 indukalo képességét vizsgalva azt is meg lehet majd allapitani, hogy ez
az indukalo képesség fligg-e, vagy fiiggetlen a kiilonb6z6 gazdandvényeken talalhatd variansok
esetében. Az esetleg taldlhatd eltérések segithetnek olyan kisérletek tervezésében, melyek
kozelebb visznek minket a mechanizmus felderitéséhez.

Az tehat, hogy a miR168 indukcié végiil is mennyire elterjedt a VSR-ek kozott és milyen
mechanizmuson keresztiil torténik nagyon érdekes lenne vizsgalni a jovoben.

Egy masik, tobbszor eléforduld kérdés, hogy: ,, Milyen standardizdlasokat ill. bioinformatikai
valtoztatasokat javasolna az sRNS HTS rutin diagnosztikai bevezetésének elosegitésére? A
SRNS HTS technika nem tul munkaigényes és koltséges ahhoz, hogy elfogadott diagnosztikai
rutin eljaras legyen?

Egy adott gazdandvényben az adott foldrajzi teriileten jelenlevd virusok kimutatasara az SRNS
HTS és a nagy-ateresztoképességili RNS szekvenalas kombinacidja ad majd megoldast.
Utobbi esetben a jelenlévd korokozod (virus, viroid) RNS genomjanak szekvenciajat, illetve
DNS virusok esetében a transzkriptalédott mRNS szekvenciajat allapitjuk meg. E modszerek
esetében azonban a probléma sokszor az, hogy a szekvenalt RNS-ek csak nagyon kis %-a
keletkezik a jelenlevd virusokrdl Szerencsére egyre tobb fasszaru ndvényi gazda genomja
ismert, igy a bioinformatikai modszerekkel viszonylag egyszeriien lehet majd sziirni a nem
gazda specifikus RNS-ekre, melyek kozott a virus RNS-eket is keresni lehet majd. Tovabbi
segitség lehet egy specidlis, Un. ,,ribodeplecios” RNS szekvenalasi eljaras hasznalata. Ebben az
esetben egy novényi riboszomalis RNS-ekre specidlis ellenanyaggal a szekvenald konyvtar
készitése eldtt eltavolitjak az igen nagy mennyiségben jelenlevd rRNS-eket, igy a’leolvasott”
szekvenciak nagyobb része lesz szamunkra hasznos informacié. Ebben az esetben azonban a
konyvtarkészités valik bonyolultabbd, ami jelentésen megemeli a szekvenalds koltségét. A
modszerek tovabbi, eddig még nem megoldott problémédja, hogy egyeldre nem sikeriilt minden
virusra és gazdandvényre egyarant megbizhatoan miikodd bioinformatikai munkafolyamatot
,»pipeline”-t optimalizalni . Ugyan vannak probalkozasok a pipeline-ok standardizalasara, de
egyeldre még nem sziiletett optimalis megoldas. Egy nemzetkozi felmérés, melyben mi is részt
vettlink soran 21 csoport kapott 10 SRNS HTS adatszettet, amiben ndévényi virusokat kellett
elérejelezni. Az eredmény azt mutatta, hogy a kiilonb6zé pipeline-ok hasznalata még
ugyanazonon mintadk esetében is nagyon eltérd eredményt eredményezhet (doi:
10.1094/PHYTO-02-18-0067-R).

Mai véleményem szerint az SRNS HTS valdban til munkaigényes és koltséges ahhoz, hogy
rutin diagnosztikai vizsgalat legyen.

Rutin diagnosztikai célokra azt gondolom, hogy a jovében tovabbra is inkabb az RT-PCR-ek,
vagy az izotermalis amplifikécion alapulo, akar a terepen is hasznalhato LAMP modszer terjed
majd el.



A kovetkezokben opponenseim tovabbi kérdéseire adok valaszt. A kovethetdség kedvéért
pontokba szedtem valaszaimat és az adott pontndl idézem az opponensem 4altal felvetett
problémat és ez utan adok ra valaszt.

Valasz Dr. Lukacs Noémi doktori értekezésemrol késziilt opponensi véleményére

Nagyon koszonom Lukacs Noémi elismerd véleményét. Kiilon kdszonom, Burgyan Jozsef
iskolateremt6 munkdjanak hangstlyozasat. Igen szerencsés vagyok nemcsak azért, mert ebben
az iskoldban tanulhattam, hanem azért is, mert Burgyan Jozseftdl folyamatosan kaptam
tamogatast €s lehetOséget az egyre 6nallobb kutatdi 1€t és végiil az 6nallo csoport alakitasara.

Opponensem kérdéseire az alabbi valaszokat adom.

1/ Mit ért Jelolt akut, perzisztens, ill. latens fertézésen? Melyek a perzisztens fertézés
Jjellemz6i, mi a perzisztald virus sorsa? Ertekezésében, tigy tiinik, hogy a perzisztens és ldtens
kifejezéseket szinonimaként haszndlja. Ezt helyesen értelmezem?”

Az akut és perzisztens fertézés nevezéktana orok, visszatérd kérdés. En akut fertézésként a
gyorsan, latvanyos tiinetekkel lefoly6, akar a névény pusztuldsat okozo fertdzést, ezzel szemben
perzisztens fertdzésként a hosszan elnyulo, sokszor tlineteket nem okoz6 fert6zési folyamatot
értem. Latens fertdzésen pedig azt értem, amikor a virus jelen van a névényben, akar jelentds
koncentracioban, mégsem indukal lathato tlineteket, igy valoban eléfordul, hogy szinonimaként
hasznidlom a perzisztens ¢és latens kifejezéseket. A kisérleteink eredményeit értelmezve
belatom, hogy ez a kategorizalds nem helyes. A virusok egy része a gazdandvényt fertézve
abban nagy mennyiségben képes replikalodni és elterjedni. A tiinetek sulyossaga attol fiigg,
hogy a virus jelenléte mennyire valtoztatja meg a gazdandvény génexpresszids folyamatait. Az
altalam perzisztensként nevezett fert6zés esetében a virus 0gy tud nagymennyiségben
felhalmozodni és elterjedni, hogy a gazdandvény génexpresszids rendszerét csak alig, vagy
nagyon kis mértékben valtoztatja meg. Kisérleteink megdobbentd eredménye volt az, hogy ezen
fertézések sordn a virusfertézés jellemzdjeként gondolt stresszfolyamatok indukcidja is
elmaradhat, igy a novény taléli a fertézést akar a virus nagy mennyiségének jelenlétében is.
Lagyszara ndvényekben igy a virus a névény - nem a fertézés miatt bekdvetkezo - pusztulasaig
fennmaradhat a ndvényben. Fasszart, éveld novényekben az ilyen, tiinetet nem okoz6 virusok,
szintén hosszu ideig, altalaban a ndvény pusztulasaig jelen lehetnek. Egy masik, igen izgalmas
kérdés, hogy mi torténik ,,multiplex” fertézések esetében? Vajon az 6ndlldan tiineteket nem
okoz6 virusok milyen kombinacidja, mikor vezethet végiil ahhoz, hogy a gazdandvény
génexpresszioja megvaltozzon? Ezeket a kérdéseket egy most folyd OTKA kutatasi projektben
vizsgaljuk.

2/” Nagyon sok vizsgalat foglalkozik az irodalomban a tiinetek kialakulasaért felelds viralis
komponensek és folyamatok azonositasaval, és ennek itthon is szép hagyomadnyai vannak.
Ezeket és a modern molekularis biologia eszkoztarat ismerve, milyen megkozelitést tartana
kiilonosen igéretesnek?”

A virusfertdzésekkel egyiitt jard betegség tiinetek kialakulasaban fontos viralis komponensek
azonositasdban a rekombinans technikdk megjelenése oOta, valoban igen fontos és érdekes
eredmények sziiletett hazankban is. Az 01j technikédknak kdszonhetden mutans és reasszortans
virusokat lehetett eldallitani, melyek lehetdséget adtak a kulcs fontossagu virdlis elemek
meghatarozdsdra. A rekombindns virusok és a nagy-ateresztoképességli szekvenalasok
kombinalasa biztosan segitheti a tlinetkialakitasban fontos elemek azonositasat. Sok esetben
azonban tovabbi technikai fejlesztések sziikségesek, hiszen sok fasszari ndvény esetében a

fert6zés megvaldsitasa a sziik keresztmetszet, mely sok esteben csak pl. rovarvektorok



hasznalatdval valdsithaté meg. Napjainkban a virologiai kutatasok a nagy ateresztd képeségii
szekvenalasi technologiak elterjedése miatt, Gjbol a leird, €s nem a problémafeltard irdnyba
tolodtak el. Azonban biztos vagyok benne, hogy a nem tul tavoli jovoben a mechanizmusokat
vizsgald kutatdsok iranya 0jbol erdsddni fog. Nehéz kiilonosen igéretes megkozelitést
kivalasztani, valoszintileg sok j modszer kombindacioja lesz az, ami végiil kdzelebb visz ezen
komplex folyamatok megismeréséhez.

Opponensem kérdésére valaszolva azonban elsdsorban a kutatdcsoportomban jelenleg folyo
kutatdsokat szeretném bemutatni, melyekben a mar emlitett egyiittes virusfertézéseket
tanulmanyozzuk. A hipotézisiink az, hogy mivel a kiilonb6z6 virusok VSR-jei az antiviralis
RNSI-t tobb kiilonbdzé ponton képesek gatolni, az egyiittes fert6zés soran azért erdsodhetnek
fel a tiinetek, mert a gazdandvény védekezd rendszere tobb ponton gatlédik. A kérdés
megvalaszolasara gélszlirést kovetd nagy-ateresztoképességli szekvenalast haszndlva, azt
tervezziik vizsgalni, hogy az egyedi fert6zésekhez képest vajon mennyire valtozik meg a
géncsendesités végrehajtokomplexébe €piild viralis SRNS-ek profilja. Ezek a megkozelitések
igéretesnek tlinnek, de csak a kapott eredmények mutatjdk majd meg, hogy valdban azok
voltak-e.

3/” egyben utalok ra, hogy az értekezés 110. oldalan az {j tudomanyos eredmények
felsorolasanal az 5. pontban eliras tortént, mert nem SHMV, hanem BSMV VIGS vektorral
végezték a kisérletet. Az eliras javitasat kérem.”

Nagyon koszondm opponensem javitasat. Sajnos valoban eliras tortént. Remélem lehetséges,
hogy az MTA digitalis depozitoriumaba feltoltott valtozatban is javitsam az elirast.

4/ S. lycopersicum és mas gazdanovényeken PVX-, TMV- és TRV-VIGS vektorok hatasat
vizsgaltdak. Milyen kisérleti megkozelitéssel lehetne a jelenség, a nem-cél gének expressziojanak
megvaltozasat eredményezo folyamat megértéséhez kozelebb keriilni?”

A nem cél gének expressziojanak valtozasat legjobban nagy ateresztd képességli RNS
szekvenalassal lehet azonositani. A legfontosabb az lenne, hogy az ilyen tipusu kisérletekben a
megfeleld kontrolok vizsgélata is megtorténjen, hiszen csak igy lesz megallapithat6, hogy az
adott valtozas vajon a VIGS-el géatolt gén hianyanak, vagy a VIGS-ként hasznalt virus
fertdzésének a hatasa-e.

5/ A 93. oldalon a széveg és a 96. dbra kozott ellentmondast érzek (11. minta), ill. feltételezem,
hogy a szovegben a 12. szamu mintaknal eliras toérténhetett (valojaban 15, 16?).”

A 93. oldalon a 96.4bra eredményeit értelmezd szovegbe valdban elirds tortént. A 12_TC-ként
jelzett minta valdjaban a 16-os minta volt, ahogy azt opponensem (a paranyi, sajnos valoban
nem jOl olvashat6 abrafeliratokbol) helyesen kovetkeztette.

6/ A fertozottség kimutatasanal also hatarként megadja, hogy egy 8-10 néveny kivonatdabol
kevert mintaban legaldbb egy fertozott novénynek kell lennie a kimutathatosagi hatar
eleréséhez. Tudhato-e, hogy ebben a novényben alacsony ill. magas multiplicitasban jelenlévo
virusok esetén van-e eltérés?”

Tapasztalataink szerint valéban ugy talaltuk, hogy 10 névény kivonatainak keverékében akkor
tudtunk kimutatni egy virust, ha egy fert6zott volt. De ez a hatarérték is véltozott virusonként,
mert pl a GRSPaV esetében az SRNS HTS nagyon sok esetben nem mutatta ki a jelenlevd virust,
ami szintén a rutin felhasznalhatdsag ellen szol.



A virusok eloszldsa a novényekben nem egyenletes, ahogy az RNSi aktivitisa sem.
Fasszaruakban a hosszu vegetacios id6 soran is folyamatosan valtozik a viruskoncentracié. Ha
aktiv a védekezési folyamat kevés virus genomikus RNS lesz a névényben, de ezzel
parhuzamosan megn6 az ugyanarrél a virusrol keletkezé SRNS-ek szama. Az RNS HTS-sel igy
esetleg a kimutathatdsag ala csokken az adott virus kimutathatosédga, mig sSRNS HTS-sel éppen
ebben ez esetben éri el a kimutatasi limitet. A két médszer kombinéciéja pont ezért lehet
eredményesebb, de a koltségek miatt nagy szdmu minta tesztelésére nem lesz alkalmas. Az
alacsony koncentraciéban jelenlev virusok kimutatdsa problémés lehet, ez esetben a
kimutathat6sag novelhet6 az olvasatok szamanak névelésével, de ekkor az egy mintdra eso
szekvenalasi koltség n6 meg.

7/" Megdllapitja, hogy a fertézések eredete valdsziniileg a szaporitéanyagban keresends.
Lagyszdru névényeknél megfigyelték, hogy a szigorian patogénmentes kornyezetben tartott
novények szabadfoldi korilmények kozé keriilve viszonylag gyorsan virusokat fognak be.
Hogyan alakul ez fas szdriak iiltetvényeiben, figyelembe véve azok hosszii élettartamdt?
Szdrmazhat-e a 6.4.2.10. fejezetben leirt GRVFV izoldtumok egy iiltetvényen beliil megfigyelt
variabilitasa utélagos fert6zésbal?

A szabadban, potencidlis vektorokat tartalmazo kozegben, fejlddé névények folyamatosan ki
vannak téve a virusfertozés veszélyének. A virusfertdzés az évtizedekig fenntartott
gytimdlestak, sz016 esetében sokszor a kornyezé tiltetvényekrdl, természetes kornyezetbél ered,
a virust terjeszteni képes vektorok kozvetitésével. Szamos tanulmany vizsgalta egy-egy adott
virus iiltetvényen beliili terjedésének dinamikajat, de ez a legtobb esetben nem volt gyors és a
fert6z6tt egyedek eltavolitasaval meg lehetett akadalyozni a virus teljes elterjedését. A fertézott
szaporitoanyag esetében alapvetden mas a helyzet. Ha a fiatal iiltetvény nagy része fertézott, a
novények a ndvekedésiik kezdeti szakaszaban is hétranyt szenvedhetnek, nehezebb az eredés,
sériilékenyebb, betegségekre fogékonyabb lehet az oltvany. Az esetlegesen megjelené vektorok
viszonylag hamar elterjeszthetik az iiltetvény teljes egészén a virust, igy a terjedés
kontrolalhatatlanna valik. gy tehat a virusmentes, egészséges szaporitdanyag hasznalata
valoban alapvetden fontos és a jol eredd, hamar termére fordulé iiltetvény zéloga. A GRVFV
egy igen elterjedt és nagyon variabilis virus. Az, hogy egy iiltetvényen beliil kiilonbdz6
variansokat talaltunk valoban felveti annak a lehetdségét, hogy a fertdzés tsbb, egymastol
fiiggetlen id6pontban tortént. Egy masik, talan valdszin(ibb alternativa azonban éppen az, hogy
e variabilis virus tobb varidnsa is jelen volt az iiltetvény telepitésénél, és ezek az egy
tltetvényben, vagy akédr egy ndvényben levé varidnsok a telepités ota eltelt hosszi id6 alatt
tovabb mutalddnak, illetve rekombinalodtak, és igy tobb Uj varians éppen az iiltetvényen
keletkezett. Ez egy rendkiviil érdekes, €s a tymovirusok esetében, gyakorinak ting folyamat. A
GRVFV klénok elemzése sorén talaltunk olyan varianst is, ami a kzeli rokon a GSyV1 egy
darabjat tartalmazta, ami nemecsak a virusevoliicié, hanem a diagnosztika szempontjabél is
fontos kérdés és mindenképpen érdemes lenne a jév6ben tovabb vizsgélni.

Végill szeretném ujra megkoszonni Lukacs Noéminek, hogy elvallalta és elkészitette
dolgozatom biralatat. Remélem a vélaszaira adott kérdéseimet elfogadja és tovabbra is
tamogatja szamomra az MTA doktori cimének odaitélést.
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