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.

Lukacs Noémi ¢és Putnoky Péter is megkérdezte, hogy vajon milyen mechanizmus alapjan
lehetne magyarazni a kiilonboz6 tipusit VSR fehérjék azonos hatasat a miR168 indukciora?

Sziiletett-e a kisérletek lezarasa 6ta olyan irodalmi adat, amely a megfigyelésekre magyarazatot
ad?

Ez egy nagyon izgalma és jo kérdés!

A miR168-on keresztiil torténd AGO1 szabalyozas egy alternativ utvonal, 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 transzkripcids aktivitasanak eredménye. Az Arabidopsis
thaliana miR 168a 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 €s abiotikus stresszek sordn szintén indukalodé miR168 expresszio kifejez6désében
(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 expresszidjat tranziens kisérletekben, és a
vizsgalt virusok szintén elérték ezt a hatast kiilonb6z6 ndvényi gazdakban. A vizsgalt VSR-ek,
mint fehérjék, azonban nagyon kiilonbozdek, nem talaltunk benniik semmi k6zds vonast, olyat,
ami a miR168 prekurzor transzkripciojat esetleg indukalhatna. Ugyan azt nem tudjuk, hogy a
mMiR168-on keresztiil torténé AGOI1 gatlas hogyan valdsul meg, az biztos, hogy ennek
kulcsfontossagu jelentésége van a virusfertdzés soran az antiviralis géncsendesités gatlasaban.
A mi munkankon kiviil nem taladlkoztunk olyan kutatdssal, melyben a VSR-ek miR168
indukcios képességét vizsgaltak volna. Ismert azonban, hogy a VSR-ek mas, tobb kiilonbdzo
mechanizmussal képesek az AGO funkcidjat gatolni. Az uborkamozaik virus Fny torzsének 2b
fehérje az AGO PAZ doménjével 1ép kolcsonhatasba, a BYV PO fehérjéje a még nem toltott
(p38) fehérjéje is), pedig a GW motivumaikon keresztiil képesek mimikalni a nem
virusfert6zott sejt endogén, AGO-hoz kotédd fehérjéit, és ennek segitségével kotddnek az
AGO-hoz gatolva annak aktivitasat.



A kisérleteink 6ta eltelt idében szamos virus VSR-¢ét jellemezték. Az irodalmat atbongészve
azonban nem talaltuk nyomat annak, hogy akar a mechanizmust, akar az ujonnan jellemzett
VSR-ek miR168 indukald tulajdonsagat vizsgaltak volna. Ahhoz, hogy a mechanizmusra
barmilyen hipotézist allitsunk fel, amely meglétét kisérletesen vizsgalni lehet, j6 lenne minél
tobb, eltérd funkcioval rendelkez6 VSR miR168 indukéld képességét vizsgalni. Terveink
szerint a jovoben vizsgalunk majd fasszaruakat fert6z6 virusokban jelenlevé VSR-eket olyan
szempontbol, hogy vajon mennyire hasonlitanak, vagy kiilonboznek eltérd 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 talalhato eltérések segithetnek olyan kisérletek tervezésében, melyek
kozelebb visznek minket a mechanizmus felderitéséhez.

Az tehat, hogy a miR168 indukci6 végiil is mennyire elterjedt a VSR-ek kozott és milyen
mechanizmuson keresztiil térténik nagyon érdekes lenne vizsgalni a jovOben.

Egy masik, tobbszor el6forduld kérdés, hogy: ,, Milyen standardizalasokat ill. bioinformatikai
valtoztatdasokat 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 gazdanovényben az adott f6ldrajzi teriileten jelenlevd virusok kimutatasara az sSRNS
HTS ¢és a nagy-ateresztoképességii RNS szekvenalds kombindcidja ad majd megoldast.

Utobbi esetben a jelenlévé korokozod (virus, viroid) RNS genomjanak szekvenciajat, illetve
DNS virusok esetében a transzkriptalddott mRNS szekvencigjat allapitjuk meg. E modszerek
esetében azonban a probléma sokszor az, hogy a szekvenalt RNS-ek csak nagyon kis %-a
keletkezik a jelenlevd virusokrol Szerencsére egyre tobb fasszari 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. ,,ribodeplecidos” RNS szekvendlasi eljaras hasznalata. Ebben az
esetben egy ndvényi riboszomalis RNS-ekre specidlis ellenanyaggal a szekvenald konyvtar
készitése eldtt eltavolitjak az igen nagy mennyiségben jelenlevdé rRNS-eket, igy a’leolvasott”
szekvenciak nagyobb része lesz szamunkra hasznos informaci6. Ebben az esetben azonban a
konyvtarkészités valik bonyolultabba, ami jelentdsen megemeli a szekvenalds koltségét. A
modszerek tovabbi, eddig még nem megoldott problémaja, hogy egyeldre nem sikeriilt minden
virusra és gazdandvényre egyarant megbizhatéan miikodd bioinformatikai munkafolyamatot
,»pipeline”-t optimalizalni . Ugyan vannak probalkozasok a pipeline-ok standardizalasara, de
egyeldre még nem sziiletett optimalis megoldés. Egy nemzetkdzi felmérés, melyben mi is részt
vettiink sordn 21 csoport kapott 10 SRNS HTS adatszettet, amiben névényi virusokat kellett
elérejelezni. Az eredmény azt mutatta, hogy a kiilonb6zd pipeline-ok hasznalata még
ugyanazonon mintdk esetében is nagyon eltér6 eredményt eredményezhet (doi:
10.1094/PHYTO-02-18-0067-R).

Mai véleményem szerint az SRNS HTS valoban tul munkaigényes és koltséges ahhoz, hogy
rutin diagnosztikai vizsgélat legyen.

Rutin diagnosztikai célokra azt gondolom, hogy a jovOben tovabbra is inkabb az RT-PCR-ek,
vagy az izotermalis amplifikécion alapul6, akar a terepen is hasznalhato6 LAMP moédszer 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. Putnoky Péter doktori értekezésemrol késziilt opponensi véleményére

Nagyon koszondm Putnoky Péter figyelmes ¢és érdeklédd biralatat. Kérdéseire a kovetkezo
valaszokat adom.

1/” Mi lehet a tiinetek kozotti drasztikus kiilonbség oka? Ahogy a bevezetoben lattam, példaul
az akut fertozest mutato CymRSV és crTMV, valamint a perzisztens TCV virusnak is van VSR
fehérjéje. Esetleg ez utobbindl a represszor nem elég hatékony?

A tovabbi, pl19 VSR hianyos tombusvirusokkal végzett vizsgadlatok is azt mutatjak, hogy a
haztartasi gének tomeges lekapcsoldasa a nekrozis elmaradasakor is bekovetkezik. ”

Az altalunk akut és perzisztensnek nevezett virusfertdzések kozotti drasztikus eltérés okat
pontosan nem ismerjiik. Pont a VSR hidnyos p19-cel kapott eredményeink azok, ami miatt azt
gondoljuk, hogy az RNSi-nek elsésorban a virus elterjedésében és nem a kialakuld tiinetek
stlyossaganak meghatarozasaban van szerepe. A TCV VSR-e, az el6z8 pontban citalt p38 ami
hatékony szupresszor. A TCV fert6zott novények klorofil fluoreszcencidt jellemzé mutatdi a
kontrolhoz képest kicsit emelkedtek, ami arra utal, hogy a virus jelenléte akar kedvezd is lehet
a gazdandvényre nézve. A nagyfoku eltérések kialakulasanak oka esetleg Osszefiigghet azzal,
hogy az akut fertdzésekben a metilacios folyamatokat szabalyoz6 AGO4 ¢és a
metiltranszferazok expresszids szintje is megvaltozik. Ezek a sejtmagban zajlé szabalyozo
folyamatok befolyasolhatjak a haztartasi gének expressziojat mar traszkripcids szinten, de a
konkrét okok feltarasa tovabbi szisztematikus kisérletet és vizsgalatot igényel.

2/” Az eddigiek alapjan lehet-e olyan tovabbi fejlesztéseket javasolni, melyek hatékonyabba
teszik az SHMV VIGS vektorokat? A szimbiotikus génekkel kapcsolatban tortént-e probalkozas
a vektorok hasznalatara?”

Az SHMV VIGS vektorok hatékonysaganak novelésével nem foglalkoztunk. Ennek féként az
volt az oka, hogy az SHMV alapu VIGS vektor molekularis modositasa kiilonésen nehéz.
Ugyan egy helikalis tobamovirus, de mindharom ORF-je atfed — egyes virusszakaszok kddolo
fehérje darabok és szubgenomikus RNS promoterek, vagy transzlacios iniciacios pontok is
egyidejlileg. A virus a TMV-hez képest kiilonosen nehezen viselte egy-egy 0 szakasz,
klonozohely, vagy riporter géndarab beépitését. A pillangésok funkcionalis genomikai
vizsgalatara késziilt egy masik: Pea early brown virus (PEBV) alapt vektor is (doi:
10.1094/MPMI-21-6-0720). Nodulacios kisérletekben a nodulacioban fontos gének
térképezésére ezt az utobbi PEBV vektort hasznaltdk, de legjobb tudomésom szerint csupan az
elébb citalt kozlemény az egyetlen, ami megjelent rola. VIGS vektorok szimbiotikus gének
térképezésére vald hasznalatarol nem talaltam kdzleményt a szakirodalomban. Ennek lehet az
az oka, hogy a VIGS vektorként hasznalt virus versenghet a baktériummal, mint patogén, igy
nem idedlis ilyen biotikus valaszok térképezésére. Egy masik lehetdség, hogy a
genomszerkesztési technologidk kiszoritottdk a viszonylag nehezen hasznalhatd, és talan nem
is egyértelmiien értelmezheté VIGS-et, mint eszkozt a funkcionalis genomikai vizsgélatok
eszkozei kozil.

3/ A szovegbol nem egyértelmii, hogy valoban a TaMlolB szekvencia 3’ végét hasznaltak a
kisérletekben. Van-e folytatisa a sikeres kisérleteknek? Esetleg alkalmazhato-e ebben a



bonyolult genomban a CRISPR génszerkesztés? (Ez utobbi kérdésemre a ,,8. Kovetkeztetések,
Jjavaslatok” fejezetbol mar megkaptam a valaszt.)”

Igen, valoban a TaMlo 3’ vége volt a legsikeresebben hasznalt szakasz az RNSi kisérleteinkben.
Azota valdban sikeres genomeditalast hajtottak végre blizan tobb esetben és ebben taldn volt
egy kis szerepe a ,,proof of concept” kisérleteinknek, hiszen ezt a cikket 31-szer hivatkoztak.

4/” Kell-e tudnunk rutin szinten (nem alapkutatas szinten), hogy az adott novényben milyen
virusszeri szekvenciak fordulnak elo?”

A viralis sRNS-ek kimutatdsa véleményem szerint nemcsak alapkutatds szinten fontos.
Alapkutatasként ez a moddszer felhasznalhatd metagenomikai vizsgalatokra. Segitségével,
ahogy azt mar tobbszor bizonyitottuk, olyan virusokat taldlhatunk, melyek eléforduldsa az adott
ndvényen, vagy foldrajzi régioban eddig nem volt ismert. A sz616 és kajszi eredményeink Ota
kolesen https://doi.org/10.3390/plants9080954 és dszibarackon (Barath Daniel PhD dolgozat)
azonositottunk 2-2 hazankban eddig nem leirt virust. Ezen ismeretek fontosak a rutin
diagnosztika szamara is, hiszen ezen felmérésekre alapozva lehet az aktualizalni az adott
ndvény, szaporitdbanyag vizsgalatakor kotelezden tesztelendd virusok korét.

A viralis sRNS-ek eléfordulasanak ismerete azért is fontos lehet, mert meglétiik jelzi, ha egy
virus aktivan jelen van a novényben. Ha a novény védekezd rendszere hatékonyan mitkodik,
akkor kevés lesz a genomi RNS és a kopenyfehérje, és akar az RT-PCR, vagy ELISA
detektalasi hatara ala csokkenhet, ami alnegativ allapotot mutat. A viralis sSRNS-ek azonban
ekkor is kimutathatoak, igy egy-egy torzsiiltevény telepitésekor, vagy anyafa kivalasztasakor
vald hasznélata megtériilhet.

5/ Az, hogy az azonos helyrdl szarmazo egyes virus variansok jelentosen eltérnek egymdastol,
jelentheti azt, hogy a szaporitoanyaggal keriilhettek be a teriiletre. Kérdés, hogy a variansok
egy fajta kiilonbozo egyedeirol szarmaznak, vagy kiilonbozo fajtakban azonositottik azokat? Ez
utobbi talan jobban magyardzza, hogy a fertézés forrasa a kiilonbozo foldrajzi eredetii
szaporitoanyag volt.”

A kiilonbozd virusok filogenetikai elemzésekor altaldban az orszag kiilonb6zd régidiban,
kiilonboz6é fajtdkon talalhatd variansok szekvenciait hasonlitottuk ossze. Mivel a legtobb
esetben ezek a varidnsok kiilonb6z6 foldrajzi eredetli variansokkal klaszterezddtek, ezért
kovetkeztettiink arra, hogy a fertézés a szaporitdanyaggal torténhetett. Ennek egy extrém
példaja a sz616 termd lltetvények felmérésénél targyalt 14-18-as MK jelzésti konyvtarak. Ezek
esetében egy iiltetvény kiilonb6zd sorainak, kiilonbozd fajtaji egyedeibdl késziiltek a
konyvtarak. GLRaV3 virust az MK 1-ben és az MK3-ban azonositottunk, és ezek a variansok a
filogenetikai fa kiilonb6z6 again helyezkedtek el (73.4bra), ami egyértelmilien bizonyitja
kiilonbozo, €s igy a fertdézott szaporitdbanyagbol szarmazo eredetiiket.

6/” Elemezték-e utolag a GLPV szekvencidk meglétére az iiltetvényekrdl szarmazo HTS
adatokat?”

Igen, elemeztilk, de nem talaltunk GLPV eredetli kis RNS-t egyik sz6l6bdl szdrmazd
konyvtarunk adataiban sem. A GLPV szekvencidjanak ismeretében olasz kollegaink RT-PCR-
rel tesztelték a Bariban taldlhaté mediterran sz616 gyiijteményt, de abban sem talaltak GLPV
pozitiv egyedet.

A meglévd szekvendlasi adatok ujra elemzése azonban nagyon fontos, és érdekes kérdés, hiszen
az adatbazisban folyamatosan jelennek meg ujabb virusok. Eppen ezzel a technikaval


https://doi.org/10.3390/plants9080954

vizsgéltuk Gjra a szol6iiltetvények adatait és irtuk le a sz616 virus T (GVT) eléfordulasat hazai
sz6lbiiltetvényeken (https://doi.org/10.3390/v13061119).

71" A GLPV esetében hogyan lehetne igazolni, hogy a felfedezett cirkuldris RNS valéban egy
silencing represszor molekula? Esetleg az egyik ismétlédd szekvencidt meg lehet vdltoztatni
alternattv kodonokat alkalmazva?”

A cirkularis RNS VSR-ként valé miikddését legegyszeriibb modon tranziens rendszerben, a
VSR-eknél szokasos protokoll alapjan lehetne vizsgélni. Amennyiben a cirkularis RNS-t
expresszaltatva az arr6l keletkezd nagy mennyiségli sSRNS telitené a gazda RISC komplexeit,
cs6kkenne az ugyancsak tranziensen expresszalt GFP-re hat6 represszié, és a GFP expresszo
erbsddne. Az ismétlddo szakaszoknak a cRNS érésében lehet szerepe. Ennek vizsgalatara elsé
lépésben az ALIMMV virus RNS-ét szeretném megvizsgalni, hogy vajon abban az
anulavirusban keletkezik-e az altalunk prediktalt cRNS? Amennyiben ez sikeriil, akkor tovabb
lehetne vizsgalni a keletkezés mechanizmusat, aminek egyik médja éppen az opponensem 4ltal
javasolt mutaciés modszer lehetne.

Végill szeretném ujra megkdszonni Putnoky Péternek, hogy elvallalta és elkészitette
dolgozatom biralatdt. Remélem a vélaszaira adott kérdéseimet elfogadja és tovabbra is
tamogatja szamomra az MTA doktori cimének odaitélést.

" o
s L A )
Go6dolls, 2021. jalius. 21. bt o o \
s Gy W /smb\ WL
: Dr. Varallyay Eva



