Dr Havelda Zoltan MTA Doktori Ertekezésének Szakmai Biralata

Dr Havelda Zoltan tobb mint masfél évtizede kutatja a kompatibilis virus-gazdanovény
kapcsolatok molekularis hatterét. Jelen akadémiai doktori értekezésében a PhD fokozat
megszerzését kovetden elért tudomanyos eredményeit foglalja 6ssze, melyek négy 0 teriiletet
érintenek. Az elsé teriilet egy technikai fejlesztés, amely lehetdvé teszi az Gin. kis RNS-ek
specifikus és hatékony kimutatasat novényi szovetekben. A mdsik harom teriilet, a
virusfertézésnek a novényi gének mitkddésére gyakorolt hatdsanak (,,shut off” jelenség), a
defektiv interferald (DI) RNS-ek és a miR168 mikroRNS hatdsmechanizmusanak a
vizsgalata, nagymértékben tdmaszkodik erre a technikai fejlesztésre, amelyet azota is
elterjedten hasznalnak szerte a vilagon.

Havelda Zoltan a fenti teriileteken szdmos eredeti felfedezést tett, melyeket rangos
nemzetkozi szakfolyoiratokban tett kozkinccsé. Az értekezéshez kozvetleniil felhasznalt 13
biralt kozleményének atlagosan 5,7-es impakt faktora rendkiviil imponald, kiilondsen, ha
hozzatessziik, hogy ezekben a kozleményekben kettd kivételével a jelolt elsd vagy utolso
szerzO. Ezek az adatok onmagukban is jelzik, hogy Havelda Zoltan nemzetkdzi mércével
mérve is elismert, kivalo kutatod, aki jelentds eredményekkel jarult hozza a tudomanytertilet
fejlodéséhez.

Ez azt is jelenti, hogy szakmai szempontbol a benyujtott értekezés is igen magas szinvonala
¢s a logikusan felépitett, gondosan kivitelezett kisérletek valamint a bel6liik levont
kovetkeztetések nem sok teret adnak a kritikénak.

Sajnos ez nem mondhato el a dolgozat formai kivitelezésérél. A dolgozatban nagyon sok az
elirds, a pontatlansdg. Ezeket természetesen itt nem részletezem de véleményemet
alatdmasztand6 néhanyat egy mellékletben Osszegyiijtottem a jelolt szamara. A sok elirdst
latva az embernek az az érzése tamad, hogy a dolgozat rendkiviil kapkodva az utolso6
pillanatban késziilt el. Erre utalhat az is, hogy ,,A Felhasznalt anyagok €s modszerek™ fejezet
a jelolt teljesen kihagyta és e tekintetben egyszeriien a megjelent publikacidkhoz iranyitja az
olvasot. Véleményem szerint ez nem szerencsés megoldds. Mind a birdlatot, mind az
egyszerti szakmai tdjékozddast rendkiviil megneheziti, ha a kisérletek egyes részleteinek nem
lehet kozvetleniil utdnnanézni. Javaslom a jelolt szamara, hogy, ha még megteheti, csatoljon
egy, a legfontosabb specifikus moddszereket leird kiegészitést legalabb az akadémiai
konyvtarban megdrzendo értekezéséhez.

Bar ahogy korabban mar emlitettem, az értekezés szinvonalas nemzetkozi publikdciokon
alapul, a dolgozatban bemutatott eredmények kapcsan meriiltek fel bennem kérdések,
megjegyzések. Ezeket az alabbiakban ismertetem:

1. A 13. oldalon tett sommas allitas, miszerint ,,A természetben nem fordul el6 DI RNS”
természetesen nem igaz. Gondolom arra szertett volna utalni a jelolt, hogy
onmagukban, helper virus nékiil, nem fordulnak el6, nem replikaloédnak ezek az RNS-ek
az ¢l6lényekben.

2. Az 5., 6., és 7. abrakon mas-és-mas az LNA oligdk hibridizacios homérseklete (37, 42,
illetve 45 °C) miért, és mi az elfogadott, altalanosan alkalmazhatd hdmérséklet, ha van
ilyen?

3. Szintén ehhez, illetve az Anyag ¢s mddszer fejezet hidnyadhoz kapcsolodva: a 8. dbra
cimében koncentracio fliggést emlit, de az abran proba mennyiségek (pmol)
szerepelnek. Mik voltak az aktualis illetve optimalis koncentraciok?

4. A 34. oldalon az miRNS-ek kifejezddésének tér- ¢és idObeli szabalyozéasaval
kapcsolatban jelzi, hogy ezt mas csoportok is kimutattak parhuzamosan az altala végzett
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kisérletekkel, de ezeket nem diszkutalja. Miben rejlettek a parhuzamok illetve
kiilonbségek?

A 35. oldalon emliti egy mikroRNS in situ hibridizaciés adatbazis felallitasanak
megkezdését. Hogyan 4ll ez az adatbazis ma? Elérhet6-e mas laboratoriumok szamara
1s?

A 39. oldalon a GapA mRNS kifejezOdésének mintazatdt a korai virus fejloddési
szakaszban is mutatni kellett volna, hiszen fontos kovetkeztetést von le beldle.

Mi alapjan keriiltek kivalasztasra a ,,shut off” jelenséggel kapcsolatban vizsgalt gének
(pl. 14. 4bra)?

Mi adhatja a ,shut off’ jelenség specifitdsat, azaz miért pont az adott gének
kapcsolddnak ki? Vizsgéltak-e a jelenséget Arabidopsisban, és ha igen ki tudtak-e
mutatni k6zos szabalyozasi 1épést (pl. azonos transzkripcids faktor) ezeknek a géneknek
a szabalyozasaban? Szerepet jatszhat-e a ,,shut off’ jelenségben a kromatin-medialt
géncsendesités mechanizmusa?

Az 58. oldalon azt irja, hogy a DI RNS jelenléte nem szoritja vissza a pl9 fehérje
,mennyiségét”, ami nem egészen pontos, mert a pl9 mennyiségét a virus RNS
mennyiségével egylitt visszaszoritja, amit a 24. abra B-része is mutat, a virus RNS:p19
fehérje arany (feltehetden a p19 fehérje szintézis ratdja) az ami valdjaban nem valtozik.
Tobb helyen, igy a 25. abran (58. oldal) is, kvantitativ kdvetkeztetéseket von le in situ
hibridizacios kisérletek eredményeibdl pl. a virus RNS-ek felszaporodédsara. Miért ez
volt a legmegfelel6bb megkozelités erre a problémara?

A 26. dbran (60. oldal) a relativ siRNS/p19 arany szamszerlsitése bator vallalkozas két
eltérd érzékenységli megkozelitéssel (Western blot, Northern hibridizacio) kapott
jelintenzitas alapjan. Pontosabb lett volna az dbran az értékeket pusztan a detektalt jelek
intenzitasdnak az aranyaként feltlintetni, ami a tényleges helyzet. Ebbdl természetesen
lehet kovetkeztetni az siRNA/p19 aranyban meglevo relativ kiilonbségekre.

A 30-31. abrakon (64-65. oldal) 15 °C-on 7 nappal a fertézés utdn a DI RNS
mennyisége joval kisebb (ellentétben a szoveggel, ahol azt allitja, hogy a DI RNS-ek
minden homérsékleten €s idépontban nagy mennyiségben halmozédtak fel), mint a
magasabb homérsekleteken, de a genomi RNS mennyisége mégis csokken. Mi ennek a
magyarazata? Nem lehet ennek a csokkent kezdeti DI RNS mennyiségnek a
kovetkezménye, hogy a virus felhalmozddédsa ezen a hdmérsékleten csak atmenetileg
gatlodik? Anndl is inkabb, mert a 24. 4bran a transzfektalt protoplasztok esetében
szintén az lathatd, hogy a korai (24 6ras) idopontban a DI RNS szintje alacsonyabb 15
°C-on a tobbi hdmérséklettel dsszevetve, szemben a késébbi (48 6ras) id6ponttal, és a
genomi RNS szintje is hasonloan valtozik, mint a 30. 4bran a teljes novények esetében.
Tobb bemutatott kisérleti eredmény is azt bizonyitja, hogy a DI RNS véddé hatédsa
elsdsorban nem a virus replikacid szintjén, hanem jelentds mértékben a fehérje szinten
nyilvanul meg, ugyanakkor a pl19 fehérjének ebben nincs kdzvetlen szerepe. De mi a
helyzet a tlinet megjelenéséért szintén felelds p33 fehérjével? A DI RNS kolesonhat-e a
p33 fehérjével, befolyasolja-e annak szintjét €s/vagy a p19-vel valé kolcsonhatasat?

A DI RNS-ek hatdsara elmarado6 tiineteket okozhatja-e a ,,shut off” jelenség valamilyen
szintli gatlasa?

A 83. oldalon nem artott volna hivatkozni arra, hogy miért szolgalhat a virdg pozitiv
kontrolként az miR168 RNS érése kapcsan.

A 49. abra B részén (94. oldal) a miR168 szint lényegesen magasabb a GFP-t
tartalmazo, mint az iires vektorral transzformalt ndvényekben. Mi ennek az oka?

Az 50. abran (96. oldal) a C-panelen, a zll mutansban, mivel a zIl muticioval érintett
AGOI10 fehérje az AGOI transzlacid negativ regulatora, megemelkedett AGO1 fehérje
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szintet varnék, viszont az dbra alapjan ez inkabb alacsonyabb. Kifejezddik-e nem
fertdzott levélben az AGO10 fehérje €s gatolja-e ott az AGO1 transzlaciot?

Szintén ehhez kapcsolodva, a C panelen mutatott fert6zott és mock kezelt mintak fehérje
mennyiségében nagyon nagy az eltérés, amit a Ponceau festés és az aktin western is jol
mutat. Az dbrabol egyértelmiien ugy tlinik, hogy ha egyforma lenne a fehérje menyiség,
akkor az AGO1 fehérje szintje joval magasabb lenne a fert6zott, mint a mock mintaban,
ami jol tiikrozné az AGO1 mRNS szintekben meglévo kiilonbséget, azaz a transzlacios
gatlas alol valo felszabaduldst. Van-e arra adat, hogy virus fert6zés hataséara levelekben
az AGO10 transzkript €s fehérje szintje is megnd, €s igy tudja a megndvekedett AGO1
transzkript mennyiség transzlaciojat gatolni?

Végezetiil egy altalanos kérdés: miRNS/AGO rendszer a ndvényi egyedfejlodés
szabalyozasaban is alapvetd szerepet jatszik. Véleménye szerint az evolicié soran mi
volt ennek a rendszernek az elsddleges funkcidja: az ¢10skodé RNS-ekkel, virusokkal
szembeni védekezés vagy a génkifejezddés szabalyozasa?

Havelda Zoltan 0j tudomanyos eredményeit az értekezés végén egy rovid osszefoglalasban 13
pontban sorolja fel. Ezekkel ¢én alapjaban véve egyetértek, de praktikus szempontokbdl az
alabbi négy pontban foglalom ezeket dssze:

I.

Kifejlesztett egy rendkiviil hatékony és specifikus kis RNS detektalasi modszert,
amelyet elterjedten hasznalnak azota is szerte a vildgon a teriileten dolgozo
laboratoriumokban. Ennek a moddszernek a segitségével igazolta a novényir mikro
RNS-ek kifejezddésének szigoru tér- és idobeli szabalyozottsagat.

Igazolta, hogy bizonyos virusok képesek a gazda sejtek transzkripcios aktivitasat
specifikusan megvaltoztatni nemcsak a fertdzott, de a szisztemikus levelekben is.
Eredményei alapjan ez az n. ,,shut off” jelenség fontos szerepet jatszik a virus okozta
tiinetek kialakulasaban.

A virus fertdzés tiineteinek elmaradasit okozd6 DI RNS-ek hatdsmechanizmusat
vizsgalva megallapitotta, hogy a hatds Osszefligg a pl19 fehérje siRNS-ekkel valo
telitésével €s ezen keresztiil a virus sejtrél-sejtre torténd terjedésének gatlasaval, de azt
is kimutatta, hogy ezen kiviil egyéb specifikus faktorok is szerepet kell, hogy
jatszanak a folyamatban. A tiinetek kialakuldsaval kapcsolatban vizsgalta a kiilonb6z6
virusok DI RNS-einek a specifitdsat ¢s egyes régidiknak a szerepét is. Eredményei
alapjan megalkotta a DI RNS-ek tlinetcsokkentd hatasdnak egy atfogd modeljét.
Igazolta, hogy a kompatibilis virus fert6zés egyiittjar a novényi sejtben a miR168 RNS
szint megemelkedésével, ami transzlaci6 gatlason keresztiil kozvetleniil felelds az
AGOI1 fehérje szintjének csokkenéséért. Kimutatta, hogy a folyamatban szerepet
jatszik a virus altal termelt géncsendesitési szupresszor fehérje (a vizsgalt esetben a
pl9), amely igy tobb ponton is képes a ndvény védekezd mechanizmusainak a
gatlasara. Kisérletei alapjan megalkotta az miR168 alapu virus-medialt ndvényi
védekezési reakciok modeljét.

Ezek az eredeti, nemzetkozileg is elismert, jelentds kisérleti eredmények messzemenden
elégségesek a MTA Doktora cim elnyeréséhez. Eppen ezért az értekezést, fentebb emlitett
formai hidnyossagai ellenére, alkalmasnak tartom a nyilvanos vitara és javaslom Dr Havelda
Zoltan szdmara az MTA Doktora cim odaitélését.
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