Papp Istvan:

A génkifejezodés, szdrazsdgtiirés és vigvesztés egyes mechanizmusai és osszefiiggései modell

és haszonnovényekben.

Akadémiai Doktori Ertekezés biralata.

Altalanos megjegyzések

Papp Istvan a MTA doktori értekezésében 20 év kutatasainak eredményeit foglalja
0ssze. A doktori értekezés tematikailag tobb részre oszthatd, ami tiikkrozi a szerzo széleskorii
érdeklodését, illetve a munkassaganak egyes allomésait. Ennek megfeleléen az értekezés
eléggé heterogén, tobb kutatasi teriiletet ismertet, ezek sokszor csak kozvetve kapcsolodnak
egymashoz.

Az értekezés jo stilusban irddott, hibat, elirast keveset taldltam benne. Néhany
stilisztikai, formai megjegyzés a birdlat végén talalhato. Az értekezés 83 oldalt tesz ki, amit
23 oldalas hivatkozasi lista egészit ki. Az egy oldalas Bevezetés utan az Irodalmi attekintés
18 oldalon irja le a kutatdsok hatterét, amit 8 abra egészit ki. A Kutatasok célkitlizései (1
abra) utan az Anyagok és Mddszerek 8 oldalon keresztiil ismerteti a legfontosabb felhasznalt
modszereket. Az Eredmények és megvitatasuk a dolgozat leghosszabb fejezete (52 oldal) ami
részletesen, 42 abra segitségével ismerteti a jelolt legfontosabb kutatasait, eredményeit. Ezek
utan az Uj tudomanyos eredményeket 10 pontban foglalja ossze (2 oldal), majd a
Koszonetnyilvanitassal zarja a dolgozatot (1 oldal). Az értekezés alapjaul szolgalo
kozlemények listdja 17 tudomanyos publikdciot sorol fel, amelyek koziil tobb neves
tudomanyos folyodiratban jelent meg (pl. Plant J., Plant Physiology, Plant Mol. Biol.), illetve
egy szabadalmi bejelentést tartalmaz.

A dolgozatot olvasva és a hivatkozasokat atnézve megallapithatd, hogy a jeldlt
legeredményesebb kutatoi korszaka az 1990-es évek masodik és a 2000-es évek elsé felére
esik, amikor a legfontosabb, legtobbet idézett publikaciok lattak napvilagot. Szamomra a
transzkripcios géncsendesités illetve az ABA jelatvitel és a mRNS metabolizmus, a “Cap

Binding Complex” kapcsolatanak kutatasa volt a jeldlt munkassaganak legizgalmasabb része.



Az értekezés részletes biralata

A transzkripcios géncsendesités (TGS) vizsgalataba a szerzdé az ausztriai Matzke
laborban kapcsolodott be, ami a TGS tanulmanyozasanak viszonylag korai szakaszat
jelentette. A 1990-es években a jelenség molekularis hattere még nem volt ismert, a
génesendesités  felfedezése, a promoter metilaci6 legfontosabb tulajdonsagainak,
kovetkezményeinek leirasa erre az idészakra esik. A jeldlt igy egy izgalmas idészakban jarult
hozza a géncsendesités kutatasahoz, tobb fontos felfedezésben vett részt, ami tobb, jeles
folyoiratban megjelent, magasan idézett publikaciot eredményezett. Az Eredmények és
megvitatasuk fejezet els6 részében ezen kutatasi korszak legfontosabb eredményeinek
osszefoglald leirasat olvashatjuk. Az epigenetikai szabalyozds ma is egy nagyon divatos,
gyorsan fejlodé tudomany teriilet. Ezért, az eredmények értékelésénél talan hasznos lett
volna, ha a korai eredményeket a mostani tudasnak, az Ujabb informaciok szerint, a mai
modelleknek a tiikrében is értelmezi, magyarazza. Erre van némi szandék, de egy korszer{ibb
elemzéssel, esetleg ujabb modell(ek) kidolgozasaval jobban aktualizalni lehetett volna a

korabbi eredményeket, felfedezéseket.

- Melyek azok a teriiletek, ahol a géncsendesités mechanizmusanak, szabalyozasanak
korabbi és mostani modellje eltér illetve egyezik. Vannak-e olyan teriiletek, ahol az
ujabb ismeretek fényében alapvetoen ujra kellett gondolni az korabbi adatok

értelmezéseét?

A dolgozat masodik része az RNS kotd Cap Binding Complex (CBC) és az ABA
jelatvitel illetve a szarazsagtiirés szabalyozasanak kapcsolatardl szol. Az Arabidopsis cbp20
inszerciés mutans izolaldsa és jellemzése vezetett ahhoz a felismeréshez, hogy RNS koto
fehérjéknek, benne a CBC alegység CBP20 fehérjének is szerepe lehet az abszcizinsav
(ABA) jelatvitel kozvetitésében, modositasaban. A mutans fokozott ABA érzékenysége
meggatolta a gyors vizvesztést, és ez bizonyos mértéki szarazsagtiiréshez vezetett. Hasonlo
fenotipust mutatott az abhl/cbp80 mutans, amiben a CBC nagyobb alegységét (CBP80)
inaktivalta a mutacio. A CBC complex ¢s az ABA szabalyozas illetve szarazsag tlirés kozotti
kapcsolat még ma sem teljesen ismert, toObbféle modon is magyarazhatdo. A dolgozatban
megemlit néhany elképzelést, ilyen példaul a CBC complex lehetséges ABA kotd szerepe, a
foszforilacio/defoszforilacidé modositdsa, a splicing mechanizmusdnak szabalyozasa, a
miRNS (vagy siRNS?) képzddés befolyasolasa révén a géncsendesités lehetséges
szabalyozasa, illetve a hosszii nem kodolé RNS fajtak szintézisének befolyasolasa, a kutikula

szerkezetének, vastagsaganak, és ezaltal a parologtatas modositasa.



- A mai ismereteink alapjan hogya lehet magyardzni a CBC complex (illetve az RNS
koto fehérjék) szerepét az abszcizinsav jelatvitel modositasaban, és ezen tul a

szarazsagtiirés szabalyozasaban, mi lehet a legvalosziniibb mechanizmus?

- A szarazsagtiires mellett a CBC complex befolydsolja-e masféle kérnyezeti
stresszhatasokkal  (hideg, meleg, so, feny, nehéz fém, stb.) szembeni

ellendlloképesseget?

A dolgozatdban megemliti, hogy a cbp20 mutans fokozott szarazsagtiirése a hozzaférhetd
vizért vald versengés soran kevésbé szembetiind, a vegyes iiltetés esetén a kiilonbdzo
szarazsagtlirést mutatd novények egyforma iitemben szaradnak ki. Ezt a vizért valo
kompeticioval magyarazza, ami szerinte azzal jarhat, hogy a szant6foldi koriilmények kozott
az ilyen mutansok, fajtak nem foltétlen elénydsek. Nem arrél van sz6, hogy mivel a vegyes
iiltetéses kisérlet cserépben tortént, a rendelkezésre allo, korlatozott foldmennyiséget a
gyorsabban parologtatd novények gyorsabban szaritottak ki, ezért a viztakarékos mutansok
elénye nem tudott megnyilvanulni? Ebben az esetben viszont elképzelhetd, hogy
szant6foldon, ahol nem sziik, korlatozott viztartalmu cserépben nevelt ndvényekrdl és ezen
kiviil monokultarardl van szd, egy hasonl6 stratégiaval rendelkezé mutans, fajta felmutathat
bizonyos szarazsagtlirést, hisz a csokkentett parologtatas, vizfelhasznalds segitheti a

novények talélését.

- Van-e kisérletes adat a vizsgalt mutansok vagy hasonlo stratégiaval rendelkezo

novények szantofoldi eredményeirol?

A jelolt a CBC complexet mas novényfajokban is tanulmanyozta. A CBC complex
szerepének felismerése egy szabadalmi bejelentést is eredményezett, ami egy, a
szarazsagtlirés javitasat célzo eljarast irt le. Gén csendesitéssel probaltak a paradicsom CBP20
illetve a burgonya CBP80 génjeinek miikodését gatolni. Az eldallitott vonalak
szarazsagtiirése azonban nem tért el lényegesen a vadtipusi ndvényekétdl. Részletes

eredményeket, hivatkozasokat azonban a dolgozat nem tartalmaz.

- Milyen mértékii volt az eloallitott paradicsom illetve burgonya vonalak CBP20
valamint CBP80 génjeinek csendesitése? Milyen modszerekkel mérték a kapott
vonalak szarazsagtirését? Elképzelheto-e, hogy egy alacsony transzkript szint
elegend6 a CBC aktivitasanak fenntartasdahoz, és emiatt nem kaptak az Arabidopsis

mutansokhoz hasonlo eredményt?



- Mas laboratoriumok tudtak-e bizonyitani a CBC komplexel kapcsolatos genetikai
modositasok hasznosithatosagat? A modellnévényeken kapott, a CBC-vel kapcsolatos
ismeretek alapjan milyen stratégiaval, modszerrel lehetne a haszon névények

szdrazsagtiiresét javitani?

A jelolt érdeklodése az utdbbi években az alkalmazott kutatasok fel¢ fordult, a
haszonnévényeken végzett vizsgalatok csak kozvetve kapcsolodtak a  korabbi,
modellnévényeken végzett kutatdsokhoz. Megértem ha a munkahely elvarasai vagy a
palyazati/finanszirozasi rendszer sajatossagai, korlatai miatt egy igéretes kutatasi teriilet nem
folytathato, és a gyakorlathoz kdzelebb allo feladatok megoldasa lesz egy szakember feladata.
Az is érthetd, ha egy kutatd érdeklédése idével mddosul, és idérdl idore témavaltasokhoz
vezet. A tudomanyos szempontokat figyelembe véve Uigy érzem, hogy talan szerencsésebb
lett volna ha lehetséges a jelolt korabbi munkassaganak folytatdsa, esetleg a géncsendesités
vagy ABA jelatvitel, RNS metabolizmus teriiletén tud alkalmazott kutatdsi programokat

megvalositani.

A dolgozat masodik része két kutatasi teriilet eredményeit foglalja Gssze, ami az alma
kutikula fejlodésének jellemzése illetve a buza szarazsagtiirésének vizsgalata, kiilonds
tekintettel a kutikula fejlédés szerepére. Ez a viszonylag kevésbé ismert teriilet mind fejlodés
biologiai szempontb6ol, mind a dehidratacié és ezéltal a szarazsagtiirés szempontjabol is
érdekes. Az alman végzett munkat segitette, hogy az alma genom ismertté valasaval lehet6ség
nyilt a kutikula képzddéséért, a viasz képzodésért felelés gének bioinformatikai eszkdzokkel
torténd azonositasa. Az Arabidopsis modellen kapott informaci6 segitségével tobb mint tiz
olyan alma gént sikeriilt azonositani, amelyek valamilyen modon a kutikula fejlédéshez
kapcsolhatok. A gének vizsgalata elsésorban szekvencia és expresszids analizisre terjedt ki,
ami soran igazoltak tobb gén gyiimodles héj specifikus transzkripcidjat. A gének funkcionalis
analizisét az alma specifikus cDNS-ek Arabidopsis-ban valé thltermeltetésével kivanjak

vizsgalni, az eredmények egyeldre nem ismertek.

- A dolgozat megirdasa, beadasa ota eltelt idoszakban sziilettek-e olyan eldozetes
eredmények, amelyek alapjan valosziniisitheto, hogy az Arabidopsis rendszer

alkalmas lesz az alma kutikula gének funkcionalis analizisere?

A dolgozat utolsé fejezete a buza szarazsagtiirésének vizsgalataval kapcsolatos. Ez a
kutatasi program annyiban kapcsolddik az el6z6 munkakhoz, hogy elsésorban a kutikula

szerepét vizsgalta. FErdekes megfigyelés, hogy az Arabidopsis-szal ellentétben, a buza



kutikula matrix vastagsdga nem valtozott a szaritasi stressz soran, ¢s nem foltétlen fliggott
0ssze az adott fajta szarazsagtirésével. A szarazsagtiirés szempontjabol a kutikula vastagsaga,
szerkezete tehat egy fontos, de nem foltétlen minden névényfajban egyforman meghatarozo
jelentségili morfoldgiai sajatossag. Az ABA érzékenység kiilonbségei a buzaban is fontosak a
szarazsagtlirés szempontjabol, ami hasonlé mas novények, pl. az Arabidopsis vizsgalata soran

kapott adatokhoz.

- Az irodalmi adatok, esetleg sajat megfigyelések alapjan meg lehet-e hatdarozni, el
lehet-e kiiloniteni olyan novény rendszertani csoportokat, amelyeknél a kutikula

szerepe meghatdrozo a stressztiires szempontjabol?

A vizsgalatok soran klonoztak és jellemezték a buza TaeSHNI1 génjét, ami nagyfoku
hasonldsagot mutat az Arabidopsis kutikuldjanak kialakulasat szabalyozé WIN/SHN
transzkripcios faktorokhoz. A gén expresszidjanak vizsgalatakor kiemelik, hogy csak a
viradgzatban talaltak transzkriptet (81. oldal), ugyanakkor a 44. 4bra arrél tantiskodik, hogy a
3. levél hiively altal takart régioban is van gén kifejezddés. Ez az ellentmondas némi
magyarazatra szorul.

A TaeSHNI1 gének funkcionalis analiziséhez Arabidopsis-ba jutattak és expresszaltattak
egy teljes hosszsagu cDNS-t. A transzgenikus novények vizsgalatakor az Arabidopsis SHN1
tultermeltetésénél nem tapasztalt morfologiai valtozasokat (pl. kutikula dezorganizacid) is
megfigyeltek, ami a heterolog expresszios rendszer korlataira, vagy a TaeSHNI illetve
AtSHNI1 eltér6 funkcidjara utal. A TaeSHNI1 tultermeld transzgenikus novények vizvesztése
nagyobb volt mint a vadtipusu Arabidopsis vonalaké, ami pont ellentétes az Arabidopsis sajat

WIN/SHNI1 génjének taltermeltetése soran kapott eredményekkel.

- Az Arabidopsis WIN/SHNI illetve a buza TaeSHNI tultermelo vonalakat egy
kisérletben hasonlitottak ossze, vagy ezek fiiggetlen irodalmi adatok? Valtozott-e az
Arabidopsis sajat WIN/SHN1 génjének transzkript szintje a TaeSHN1 gént tultermelo
vonalakban? Elképzelheté-e hogy a tapasztalt fenotipus valamilyen géncsendesités,

interferencia kovetkezménye?

- A kapott eredmények alapjan ugy tinik, hogy a buza TaeSHNI gének funkciojat
buzaban, vagy legalabbis egyszikii fiifelekben (pl. rizs, brachipodium) célszerii
vizsgalni. Van-e ilyen kutatasi programjuk esetleg eredményiik? A rizs vagy
Brachipodium mutans gytijteményekben hozzaferheto-e SHNI mutans? Ha igen, van-

e a mutdciohoz kapcsolhato funkcionalis adat?



A dolgozat legvégén az eredmények lehetséges hasznosithatosagardl talalhatunk egy
masfél oldalas leirast. Ez a rész természetesen kicsit spekulativ, ami a jovobe mutato
terveknél természetes. A felvazolt lehetéségek ugyanakkor az ismertetett eredmények illetve
a hozzaférhet6 irodalmi adatok alapjan realisak. A jelolt felkésziiltsége, tudoményos hattere,

tapasztalata lehetové teszi a tervezett programok megvalositasat.

- A haszonnévényekben is alkalmazhato modszerek koziil milyen technologiak azok
amelyek célszertiek lehetnek a vizsgalt tulajdonsagok megvaltoztatasa céljabol? A
klasszikus GMO alkalmazdsa nemesitési célokra politikai okokbol jelenleg kizart.
Ugyanakkor tobb olyan ujabb modszer is rendelkezésre dll, ami genetikai
transzformacio nélkiil is alkalmazhato alkalmazott kutatasok céljaira (TILLING, Eco
TILLING, Genom editing, etc.). Véleménye szerint milyen stratégia, technologia
alkalmazasa lenne célszerii illetve redlis a vizsgalt, gazdasagi szempontbol is jelentos

tulajdonsagok javitasa érdekében?

Tovabbi megjegyzések, kérdések.

A dolgozatban tobb helyen hivatkozik nem kozolt vagy publikalt adatokra, anélkiil
hogy bemutatna azokat (pl. 52., 58., 73., 81. oldalakon). Egy ilyen, &sszefoglalo jellegii
dolgozatnal nem értem miért van sziikség a nem publikalt adatokra valo hivatkozasra. Ha
azok fontosak, a dolgozatban lehetdség van az ismertetésiikre. Nem lényeges adatok, az
érthetdséget alapvetden nem befolyasold eredmények viszont nyugodtan kihagyhatok.

Tobb helyen talalkoztam az “anellalas”™ kifejezéssel, ami az angol “annealing” furcsa
magyaritdsa. Szerintem nyugodtan lehetett volna haszndlni a mar elfogadott “hibridizalas”
kifejezést.

A 20. oldalon az Arabidopsis LACERATA gén altal kodolt CYP86A8 enzim
1évé 6. abra a lacerata mutans fenotipusat mutatja be, viszont az emlitett zsirsav oxidacioé
illusztracioja hianyzik.

A 47. oldalon a P19 fehérje citoplazmatikus illetve sejtmagi valtozatdnak hatasat
hasonlitja 0ssze. A P19N (sejtmagi valtozat) mind a siRNS-ek, mind a MIR159 mennyiségét
csokkentette, mig a P19C (citoplazmatikus valtozat) esetében a kontrollnadl magasabb siRNS
¢s miRNS szint lathatd. Mi lehet ennek a jelenségnek az oka? A szovegben csak a sejtmagi

valtozat negativ hatasardl van szo.



Az 51. oldalon bemutatott 20. abra szerint a DCL1 fehérje a sejtmagban
lokalizalodik. Van-e arra nézve adat, hogy a tobbi DCL fehérje (DCL2-4) a sejten beliil hol
talalhato?

A 62. oldalon a CBC komplexnek a kis RNS fajtakra (siRNS, miRNS) val6 hatasat
illetve az ABA szabalyozas kapcsolatat ismerteti. A cbp20 illetve cbp80 mutansokban
kimutatott valtozasok csak az ABA szabalyozassal kapcsolatba hozhato miRNS és siRNS
tipusokra igazolhatoak, vagy ezen mutaciok hatasa nem szelektiv, a CBC complex mas kis
RNS-ek szintjét is befolyasolja. A szovegben ezzel kapcsolatban van egy utalds a Table S1-
re, ezt viszot nem talaltam.

A 74-75. oldalon talalhaté 38-39. abrakon feltiintetett génekrdl hianyzik egy-egy
rovid Osszefoglald. A jobb érthetdség kedvéért egy-két mondatban le kellett volna irni, hogy
mi a tesztelt gének funkcidja, milyen fehérjét kodolnak, és miért érdekesek a kutikula fejlodés
szempontjabol.

A 44, abran mi a “b” és a “m” jelolés?

A 84. oldalon talalhaté 47. abra a viaszkristalyok megjelenését mutatja be a TaSHN1
tultermelé novényeken. Mi a bizonyiték, hogy a megfigyelt struktirdk valdéban viasz

kristalyok? Vannak erre vonatkoz6 biokémiai, analitikai adatok?

Osszefoglalas, vélemény

Papp Istvan doktori értekezésében tomoren, magas szinvonalon foglalja 6ssze a két
évtizedes, tobb teriiletet feldleld kutatdéi munkassagat. A mi szinvonala, valamint az értekezés
alapjaul szolgalo publikaciok alapjan javaslom a nyilvanos vita kitlizését, valamint az MTA

Doktora cim elnyerését.

Szeged, 2015.05.30.
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