Valaszok Dr. Boros Imre Miklos biralatara.

Szeretném megkoszonni Dr. Boros Imre Miklosnak a dolgozat részletes értékelésére forditott

idejét és a helytallo kritikai és gondolatébresztd megjegyzéseit.

Vilaszok a megjegyzésekre:

"...egy altalanosabb 0Osszefoglaldo ¢és kiilondsen az eredmények elhelyezése és Osszevetése a szakirodalom

kapcsolodoé ismeretei kozott, ill. azokkal, a pontokba szedett ismertetés helyett, szerencsésebb lett volna."

Jogos a birald kritikdja. Visszatekintve, egy 0nalldé "Eredmények értékelése és megvitatasa"
fejezet létrehozésa bizonyosan segitette volna az olvasd szdmara a kozolt adatok
Osszefliggéseinek megértését és elhelyezését a szakirodalom ismeretei kozott. Sajnélatosan én
az olvas6 szamara a bonyolultabb megoldas hasznaltam az eredmények ismertetését €s azok

megvitatdsanak Osszekapcsolasat egy fejezetben beliil.

"...Kivételnek talalom pl. azt a néhany esetet amikor mennyiségi megallapitast tesz hisztokémiai festés fotojan,
vagy gélrdl késziilt képen alapulva, anélkiil, hogy ezek kvantitalasa ill. a hasznalt médszer kvantitativ

hasznalhatosaganak hatarai emlitésre keriilnének...."

A kérdéses technikdk nem lettek elég részletesen leirva a dolgozatban. Tokéletesen egyet
értek a biraloval, hogy az in situ hibridizalas soran kapott jelek elsdsorban kvalitativak. DI
RNS jelenléte a fertdzésben vagy pl19 defektiv virus fertézése esetén a virus terjedése gatolt,
ami a virus mozaikos felhalmozodasat idézi el6. Az altalanos mintavételi eljaras, a fertézott
levelek begytijtése, ezért nem ad moddot a sejtszintli valtozasok nyomon kdvetésére. Ezért
n¢hdny esetben, mdés lehetdség hijan, valdoban vontunk le kozelitd mennyiségi
kovetkeztetéseket az in situ hibridizacid soran kapott jelekbdl. Ezekben az esetekben az in situ
hibridizaci6 soran a szignal kialakulds folyamatat kiilonbozo, egymast kovetd idopontokban,
leallitottuk és a szinreakci6 kialakuldsanak dinamikajat hasonlitottuk 6ssze az azonos lemezen
talalhat6 kiilonb6z6 mintak kozott. Ezt a biralok elfogadtdk mint (durva) becslést a kvantitativ

jellegre.



Azokban az esetekben, amikor szamszerlien adtunk meg mennyiségi paramétereket Northern
vagy Western blottok esetén, akkor az Analysis programot hasznaltuk (version 2.0, Soft-
Imaging Software GmbH) a jelek kvantitalasara.

A gélkép alapjan tett becslések valoban pontatlanok. Azokban az estekben éltiink csak
becsléssel, ahol a kiilonbségek olyan mértékiiek voltak, hogy egyértelmiinek tlintek a
mennyisé€gi viszonyok. Elegéansabb lett volna ezekben az esetekben is kvantitalni az adatokat

¢s szamszerlien megadni a jelek relativ kiilonbségét.

"... Tobb kifogasoland6 hibat talaltam a szdveges részben...."

A dolgozat formai kivitelezése sordn elkovetetett elirdsokra, pontatlansdgokra ¢és
kovetkezetlenségekre nincs mentség csupdn elismerhetem a birdlok jogos kritikdjat. A
dolgozat készitése soran az angol nyelvl cikkek "visszaforditdsa" magyar nyelvre a vartnal
nagyobb gondot okozott a szerzonek. Ez azonban csak menteget6zés és a legtobb amit
tehetek, hogy elnézést kérek a birdloktol az elkovetett formai hibdkért, amelyek
megnehezitették a dolgozat olvasésat, birdlatdit. A megfogalmazasi pontatlansdgokra
vonatkozo kritika is teljes mértékben jogos ¢és elfogadom. Sajnalom, hogy a nem
koriiltekintéen megfogalmazott mondatok akar értelemzavard modon is nehezithették a birdld

munk4jat.

Vialaszok a szakmai kérdésekre:

1. "A dolgozat elsé részében ismerteti a kis RNS molekulak kimutatasara alkalmas hatékony modszert, aminek

alapja LNA-modositott oligonukleotidok probdk hasznalata. Az ismertetés rovid és nem tér ki arra honnan
szarmazik a probak alkalmazasanak otlete, nincs dbra a modositott nukleotidok szerkezetének bemutatasara és

nem emliti a mdédositott oligonukleotidokat tartalmaz6 probak eléallitasanak lehetdségeit."

Az Egyesiilt Kiradlysdgban toltott éveim soran in situ hibridizélassal vizsgaltam kiilonb6z6
gének expresszids szintjének valtozéasait virusfertézés hatisara. Hazatérésem utan, Dr.
Burgyén Jozsef csoportjahoz csatlakoztam ahol az RNS csendesités kutatasa volt a kisérletek
fokuszaban, amelyet tobbek kozott egy EU palyazat is timogatott. A miRNS-ek funkciojanak
megértése érdekében szerettiik volna a miRNS-ek felhalmozodasat is in sifu hibridizalassal
vizsgalni. A DNS probak miRNS Northern blot hibridizacidhoz, korlatozottan ugyan, de

felhasznalhatéak, azonban in situ hibridizaciora nem bizonyultak alkalmasnak. Felmertilt,



RNS oligonukleotidok vagy 2'-O-metil RNS oligonukleotidok felhaszndldsa azonban ezekkel
dolgozni technikailag nem konnyli, az RNS oligonukleotid érzékeny a degradéciora és
meglehetdsen draga is. A csoportot tdmogaté EU konzorcium egyik tagja az Exiqon dan cég
volt, amely birtokolta az LNA modositds szabadalmat, amit szerettek volna hasznositani.
Ismert volt, hogy az LNA moddositas végsd eredményeként bekdvetkezd konformécio valtozas
fokozza a bazisparosodas erdsségét, jelentésen emelve az olvadaspontot. A modositas végso
eredményeként bekovetkezé konformacié valtozds fokozza bazisparosodas erdsségét,
jelentésen emelve az olvadédspontot ezért logikus volt a céggel felvenni a kapcsolatot. Az
LNA-k biciklusos RNS analogok, amelyekben a cukor-foszfat gerinc furandz gytiriije egy

extra metilén hidat tartalmaz 2'oxigén és a 4' szén kozott (Abra).
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Az LNA-DNS és LNA-RNS duplexek vizsgalata azt mutatta ki, hogy az LNA szerkezete az
RNS-hez hasonld, A-tipusi duplex geometridt mutat [1-3]. Az LNA moddositasban rejld
potencialis lehetdséget kihaszndlasara probakat terveztink leirt endogén miRNS-ek
kimutatasara. A probakat az Exiqon cég gyartotta le a kisérletekhez, mi pedig kiprobaltuk a
probak alkalmazhatdsagat, specifitasat és optimalizaltuk a felhasznalés koriilményeit.

Az eredmények meghokkentden hatékony hibridizaciot és specifitdst mutattak és az LNA
modositott oligoknukleotidok rendkiviil stabilnak bizonyultak.

Az LNA prébakat eléallitani csak az Exiqon cég jogosult, mert 6 birtokolja a szabadalmi
jogokat. fgy LNA probakat csak vasarolni lehetséges, és sajnalatosan meglehetésen magas
aron. LehetOség van, a céggel targyalva, kiilonb6z6 LNA oligonukleotidok legyartasara is,
kiilonb6z6é szdmu és elhelyezkedésii LNA modositds beépitésére a kivant szekvencidba az

adott kisérlet igényeinek megfelelden.

2. "A DI RNS-ek hatésa elvileg alapja lehet a virusfertdzés kdrosito hatasanak kivédésére szolgalé modszernek.

Van ilyen probalkozas?"



Sziilettek olyan kisérletek, amelyek soran DI RNS-ek védoéhatasat probaltak kihasznalni
virusfert6zések esetén. Kollar és mtsai. beépitették egy tombusvirus DI RNS szekvenciajat a
35S konstitutiv promotert tartalmazo expresszids kazettaba és ezzel Nicotiana benthamiana
novényeket transzformaltak [4]. Ezek a transzgénikus novények alacsony szinten kifejezték a
DI RNS-t. A transzgénikus novények tombusvirussal torténd fertdzése kivaltotta az
expresszalt DI RNS-ek hatékony replikaciojat és a novények a DI RNS-ek jelenlétére
jellemz6 enyhébb tiineteket mutattak. Azonban mivel DI RNS jelenlétében kialakuld enyhébb
tiinetek is meglehetdsen sllyosak, ezért ez technologia nem keriilt bele az igéretes

technoldgiak korébe.

3. " Shut off jelenség vizsgalatakor viszonylag kis szamu gén miikddésvéltozasat vizsgalta. Miért ezeket

valasztotta? Tortént masok altal, vagy sajat laboratoriumaban teljes transzkriptom analizisre kiterjedd vizsgalat?"

A gének egy részét (GapA, tubulin) mar hasznaltak a virusfertdzés indukalta shut-off jelenség
vizsgalata soran, ezért ezeket mint referencia géneket valasztottuk a kisérleteinkhez. A gének
masik része stressz kapcsolt gének (HSP90, GST) és kivancsiak voltunk, hogy ezeknek az
altalaban stressz hatasokra indukciot mutatd géneknek a kifejezddésére milyen hatassal van a
virusfertézés indukalta shut-off jelenség. A tobbi vizsgalt gént dnkényesen valasztottuk ki. A
kivalasztas soran tobb olyan gént is vizsgaltunk, amelyeket altaldnosan hasznalnak qPCR
kisérletekben referencia génként (Cph, Cox, Hle, Ef2, GapA, TubA). Az eredményeink
megmutattak, hogy ezeknek a referencia géneknek a tobbsége a shut-off hatdsa al4 esik, ezért
hasznalatuk qPCR kisérletekben (virusfert6zott ndvényben) torzitd hatast lehet.

A virusfertdzés hatasara bekovetkezd génexpresszids valtozasokat elsGsorban véletlenszeriien
kivalasztott gének példajan mutattuk be. A kisérletek logikus folytatasa lett volna a jelenség
transzkriptom szintli vizsgalata. Azonban ezek a vizsgalatok financialis okok miatt késtek.
Laboratériumunkban most késziiltek az els6é microarray a vizsgalatok két shut-off jelenséget
indukalé (CymRSV, crTMV) és egy nem indukal6 (TCV) virus felhasznalasaval. A kisérletek
sordn Nicotiana benthamiana ndvényeket fertéztiink a virusokkal, majd a szisztemikus
tiineteket mutatd levelekbdl és a kontroll nem fert6zott levelekbdl készitett RNS kivonatokat
hasznalunk fel a microarray kisérletekhez. Az adatok elézetes elemzése alatdmasztotta azt a
megfigyelést, hogy egyes virusok rendkiviil hatékonyan indukalnak véltozasokat a gazda
génexpresszids rendszerébe, mig masok képesek azonos szinten replikalédni a ndvényben
anélkiil, hogy erdsen interferdlnanak a gazda génexpresszidjaval. Ha csak azokat a géneket
vessziik alapul, amelyek legaldbb 10x-es valtozdst mutatnak a virusfertdzés hatdsira a

kontroll novényhez képest akkor a shut-off indukald virusok koziil a ctrTMV 1576 gén esetén



indukal valtozast (amelybdl 1261 mRNS kifejezddés gatlas, 315 pedig mRNS indukcio), a
CymRSV 1469 gén esetén indukal valtozast (amelybdl 1032 mRNS kifejezodés gatlas, 437
pedig mRNS indukcio). Az mRNS kifejezodés gatlasa meglehetdsen nagy atfedést mutatott a
két virus kozott (879 gén esetében kozos). Ezzel szemben a TCV, amely nem indukal shut-off
jelenséget, csupan 40 esetben mutatott legalabb 10x-es valtozast (amelybdl 4 mRNS
kifejezodés gatlas, 36 pedig mRNS indukcid). Ezek az eredmények jol korrelalnak az eddigi
eredményeinkkel, és alatdmasztjak, hogy shut-off jelenség kialakulasa a virusfertézés soran
fontos komponense lehet a tiinet kialakuldsnak, hiszen 1000-es nagysagrendli gének esetében
okoz stlyos mRNS hidnyt. Tovabba, a shut-off jelenséget kiséré markans indukcios
valtozasok is befolyasolhatjak a tlinet kialakulas végsé eredményét. Az eldzetes eredmények
azt mutatjak, hogy a shut-off jelenséget mutaté ndvények esetében transzkripcios faktorok is

¢érintettek, azonban ezek bioldgiai szerepének tisztdzasa a folyamatban még varat magara.

4. "Van miR168 mutins ndvény, és ha igen milyen annak a fenotipusa a virusokkal szembeni ellendllé képesség

¢s altalaban a ndvény fejlodése tekintetében?"

Az érett miR168 két forrasbol keletkezhet a novényben (Arabidopsis thaliana) mivel két
kiilonb6z6 miRNS gén (MIR168a és MIR168b) is kodolja a miR168 prekurzor RNS-ét.
Mindkét prekurzorrol keletkezd érett miR168 részt vesz az AGO1 mRNS szabalyozasdban,
azonban a MIR168a génrdél nagyobb mennyiségben keletkezik érett miRNS [5]. A MIR168b
génre nem lelhetd fel "loss of function" mutins. A MIR168a génre létezik egy olyan
transzpozon inszercids mutans (mirl68a-2) mutans ahol miR168 mennyisége a normalis szint
15%-ra csokkent. Ebben a mutansban az AGO1l mRNS szintje a haromszorosara nétt és a
novények erds fejlodési defektusokat mutattak, de életképesek voltak. Azok a transzgénikus
novények, amelyek olyan modositott AGO1 mRNS-t fejeztek ki ahol a miRNS felismerd hely
csendes mutaciokkal el lett rontva, rendkiviil sulyos abnormalitadsokat vagy letalitast mutattak
[6]. Ez arra utal, hogy az AGO1 mRNS teljes kivondsa a miR168 regulacié alél nem
lehetséges. Az érett miR168 tultermeltetése transzgénikus novényekben szintén fejlodési
abnormalitasokat okoz. Ezeknek a mutansoknak a viselkedése virusfertézés esetén nem
ismert. Jelenleg olyan transzgénikus ndovények vizsgalatat tervezziik a virusfertézések soran
ahol a MIR168a ¢és b gének promodteréhez a GUS riporter gén van kapcsolva (Herve
Vaucheret laboratériumabol szarmazé novények). Ezekkel a marker konstrukciokkal ellatott
novényeket fertézve ¢és a GUS felhalmozodast vizsgalva reményeink szerint valaszt
kaphatunk arra, hogy a virusok valéban a MIR168 gén(ek) transzkripcionalis aktivalasaval

idézik eld az érett miR168 fokozott felhalmozodasat. A terveink kozott szerepel, a mirl68a-2



mutans bevonasa a virusfertdzési kisérletekbe, tovabbd egy olyan transzgénikus ndvény
eléallitasa is, amelyikben egy "target mimicry" konstrukcidval szeretnénk gétolni az érett
miR168 aktivitadsat és vizsgalni ennek hatasat az AGO1 mRNS és fehérje regulacidjara, a

novény fejlédésére és a virusfertézések kimenetelére.
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