Opponensi Vélemény

Dr. Mészdros Tamds: ,,Diagnosztikai felhaszndldsra alkalmas aptamerek fejlesztése és

vizsgdalata* c. MTA doktori értekezésérol

A modern bioldgiai tudomany utdbbi nyolcvan évének torténete a folyamatos modszertani
forradalom iddszakaként jellemezhet6, amely a biologiai rendszerek tébbszintli és atfogd,
rendszerszintli tanulmanyozasat tette lehet6vé. A korai id@szakban a kilénbozd
megbetegedések terapias megoldasait azonnal kovette a diagnosztika, a betegség megbizhatd
kimutatdsa, a kezelés hatékonysagianak nyomonkdvetése. Az elmult iddszakban a
diagnosztika a terdpiaval egyiddben, vagy megel6zve azt fejlédik, az Un. teranosztikai
moédszerekkel. Ennek sordan nem csak a kimutatdsra, hanem a gyogyszercélpontok
felderitésére is sor kerlil. Az ilyen megkézelitések leginkabb ismeretes molekulai a
monoklonalis antitestek, amelyek nagy affinitassal és szelektivitassal képesek kimutatni
és/vagy neutralizalni az adott betegségre jellemz0, ott megjelend, tultermelt vagy hibasan
kifejez6d6 fehérjéket. A nukleinsav alapu diagnosztikai modszereket szinte kizardlag az adott
patogén, patologias szovet, sejt adott nukleinsav szekvencidjanak a kimutatasara alkalmazzak.
Az aptamerek kifejlesztése a nukleinsavak egy merdben 1j alkalmazasit jelentették a
kismolekulak, fehérjék detektalasara képesek specifikus kotodésiik altal. Bar a mddszertan
alapjait kozel harminc éve dolgoztak ki, és néhany kezdetleges probalkozas volt a Szegedi
Biologiai Koézpontban RNS aptamerek szintézisére, Mésziros Tamds Uttor6 volt a DNS
aptamerek €s a spiegelmerek létrehozéasaban. A kiilonb6zd diagosztikdban is felhasznalhato

aptamerek magyarorszagi bevezetésében vitathatatlan érdemei vannak.

A jelolt az értekezésben Osszefoglalt eredményeit 16 nemzetkézi dolgozatban kozolte,
amelyek kozil 11 utolséd szerzés munka. Az értekezéshez 10 tovabbi kdzlemény kapcsolddik,
melyek koziil 1 els6 €s 2 utolsod szerzds, valamint tovabbi 3 utolso szerzés dolgozat. A jeldlt
eredményeihez  kapcsolodé  publikacioi  els6sorban  modszertanok — kozlésére  és
novénybiologiai témakra specializalodott folyoiratok jelentek meg, melyek koziil 1 Plant Cell

¢s 1 EMBO Journal kozlemény. A megjelent kozlemények mellett fontos megjegyezni, hogy



a dolgozatban bemutatott eredmények nagy része ipari munka keretén beliil valésult meg, igy

azok publikacidja nem torténehetett meg.

A dolgozat nyelvezete kivalo, csak kevés, hibat, eliitést tartalmaz, melyeket felsorolok, de
ezek abszolut nem csorbitjdk a dolgozat mindségét:

- 29. oldalon PCC helyett helyesen POC

- 38. oldalon Sosztak helyett Szostak (lengyel szarmazédsa miatt a kiejtéssel nekiink

ellentétes s-s7)

- 41. oldalon részletekbemenden helyett részletekbe menden

- 53. oldalon voltammetria helyett voltametria

- 56. oldalon szem6besiiltiink

- 57. oldalon ezek az adottak

- 106. oldalon az tény helyett az a tény

- 108. oldalon szintetizaltatuk

Megfogalmazasban tilzas a 38. oldalon irt ,in vitro evoluciéval barmilyen molekulara
elballithat6é aptamer”. Ez természetesen olyan értelemben nem igaz, hogy specifikus aptamer,
mert vannak olyan extrém tulajdonsaggal (méret, hidrofobicitds, oldhatésag) rendelkezd

molekuldk, amelyre ez nem igaz (szénhidrogének, alacsony moltémeg( alkoholok, zsirsavak).

Az irodalmi attekintés részletes, jo értelemben vett tankényvszerd, érthet6, amely lefedi mind
a diagnosztikailag fontos fehérjecélpontok termelésének és tisztitdsanak modozatait, az
ellenanyagok diagnosztikai alkalmazasait, az aptamerek torténetét, szelekciojat, aptamer-
ligand kolcsohatasok molekuléris hatterét. Kiillon 6rém volt latni a kiilfoldi eredetii szavak és
kifejezések magyarban meghonosult vagy meghonositnd6 precizen hasznalt szakszavait.

Az anyagok ¢és modszerek fejezet kurta (mindéssze 3 oldal), de az akadémiai doktori
dolgozatba nem is valék a kézleményekben megtalalhatd, ott részletezett modszerek. A
felsoroltak koziil a birdld nem érti, hogy miért pont az ASPV burokfehérje-specifikus
aptamerek szelekcioja talalhaté csak, és a kardidlis troponinra és RSV-re specifikusakra

vonatkozo modszertan miért nincs legalabb roviditett formaban jelen.

Az abrak, tablazatok jo mindségliek, konyvbe illoek, csak azért nem tékéletesek, mert néhany

abrarész homalyos (pl. 6.30, 6.34.B, 6.44).



Dr. Mészaros Tamas akadémiai doktori értekezésében fontosabb 1j tudoméanyos eredményei
a kovetkezok:
1. in vitro transzlacié technikdt alkalmazta és tovabbfejlesztette, ehhez 1ij buizacsira
kivonathoz alkalmazhat6 vektorcsaladot hozott l1étre
2. Modszertani fejlesztéseket végzett kiilonboz6 DNS és spiegelmer aptamerekhez,
melyek koziil kiemelendé a primerblokkolt aszimmetrikus PCR és a modositott
nukleotidokat elfogadd polimerazok alkalmazasa
3. Alma torzsgddrosodés (ASPV) és léguti Oridssejtes virus (RSV) virusszelektiv
aptamerek kifejlesztése és tesztelésiik
4. Kardialis troponin I-re szelektiv spiegelmerek kifejlesztése és alkalmazasa spiegelmer-

antitest és spiegelmer-spiegelmer szendvics rendszerrel.

Kérdéseim, megjegyzéseim els6sorban a  jelolt eredményeinek  diagnosztikai

alkalmazhatosagaval, technoldgiai megoldasokkal kapcsolatosak.

1. A detektalhatdé markerként hasznalhaté plazmafehérjék esetében 6ridsi koncentracio
kiilonbségek miatt fontos a magas szelektivitas, amely a kiépitendé diagnosztikai teszt
érzékenységet is befolyasolja. Kell-e vagy hasznéltak-e depletalt plazmat a kardiélis
troponin I-vel kolesonhatd spiegelmerek tesztjei sordn, vagy ez a megkozelités pont az
érz¢kenység karara térténne?

2. A dolgozat kivételes elonye, hogy az alkalmazott és ipari kutatisban is felhasznalhato
Uj virusdiagnosztikai megoldasokat fejlesztett. A dolgozat aktualitasat és fontossagat mi
sem bizonyitja jobban, mint a korunk 0j pandémidja, a COVID-19. Pont az aktualitas
miatt nagy hidnyérzete van a biralonak, mert sem az irodalmi bevezetésben, sem a
targyalasban nem tekint ki az aptamerek vagy a spiegelmerek esetleges Sars-Cov-2
van-e olyan informécioja, hogy masok kifejlesztettek-e aptamer alapt diagnosztikai

eszk6zt? Ha nem, akkor mi lehet ennek az oka?

Kiemelendé a jel6lt alapos, minden részletre kiterjedd moddszertani stratégidja, ami az
alkalmazott kutatdsok sordn kritikusan fontos. Munkaja azért is eredményezett tobb
diagnosztikai jelent6ségli aptamert, mert tobb kontrollt méar a szelekcid soran is beépitett (pl.

kontra-szelekcid). Az aptamer szelekcidk utan kapott szekvenciak szama esetében azonban a
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birdloban felmertilt, hogy miért csak (maximum 100) szekvencia meghatirozésa tértént — ez
tobb esetben joval kevesebb volt. (3) Miért klonozast és baktériumkolénidk elemzési
modszertanat kovette, és miért nem alkalmazott szekvendldst az egyedi, mér szelektalt
szekvencidk sorrendjének meghatarozésara? Bizonyara a tobb szekvencia adatbol, és a
nagyobb meritésb6l t6bb, hasonlé vagy jobb szelektivitasu vagy kotédésii aptamer is
kikeriilhetett volna. Bar az eredmények magukért beszélnek, és igy is kapott minden egyes
alprojekt esetében tobb diagnosztikailag alkalmazhaté aptamert, néhany esetben azonban csak
parat, ami a szerencsenek is betudhatd. A nagyobb szekvenciaszambol részletesebb populcio
analizist, bioinformatikai elemzést is ¢l lehetett volna végezni, és tobb szerkezeti elemre,

kolcsonhatd motivumra is felhivhatta volna a figyelmet.

A szekvencia informacidval kapcsolatos, jovébe mutatd kérdésem (4), hogy a jeldlt realisnak
tartja-e azt a teljesen in silico megoldast, melynek soran az adott célmolekula nagyfelbontasu
(mondjuk rontgenkrisztallografiai) adatok ismeretében josolhatdk-e a jovében potenciélis
aptamer molekulak. Mivel az aptamerek épitékovei egyszeriibbek a fehérjéknél, ezért elvileg
kisebb szamitasi kapacitassal specifikus aptamer szekvencidk a jel6lt szerint szelekcié nélkiil,

pusztin szamitasokkal azonosithatéak lehetnek-e?

5. Az aptamerek szelekcidja soran vagy mar ismert szekvencidk ismeretében érdemesnek
latja-e a jelolt t6bb mutacié beépitését a szekvenciakba, akar véletlenszeriien is egy
utolsé fazisban, és ezek utan Uj szelekcioval hatékonyabb aptamereket nyerni? Van-e
erre irodalmi hivatkozds és milyen mddszereck johetnek széba a mutaciok

létrehozasara?

A technikai fejlesztések, a sikeres alkalmazéasok, és az 1Uj tudomdinyos problémék
felvetése alapjan elmondhatjuk, hogy a dolgozat magas tudomanyos értéket képvisel, és
tartalmi szempontbol is megfelel a doktori kévetelményeknek. Kiilon kiemelendé a
dolgozatban bemutatott eredmények nemcsak lehetséges felhasznalasa keriilt igazolasra, ami
egy alapkutaté végillomasa szokott lenni, hanem a befejezett munkak soran kidolgozott
aptamerek mar igazoltan kdzvetlen ipari alkalmazast is nyertek. Ezt a jeldlt szdmos példan
keresztiil bizonyitotta.

A jelolt tobb helyen is utalt a kiillonb6z6 fajta aptamerek hatrdnyaira és azokat célzo

megoldasokra, a birdloban még is maradt egy kismértékii kétely azzal kapcsolatban, hogy az



aptamerek jelenlétének b6 két évtizede alatt miért eredményezett csak egy klinikai megoldast
€s a COVID-19 pandémia idején miért nem nyultak az aptamerekhez a fejleszték akar a
diagnosztika, akdr a terapia teriiletén. Kivéncsi lennék a jeldlt kritikai véleményére (6),
mik6zben kitérne arra, hogy milyen uj, aptamerekkel kapcsolatos stratégiak, wjitasok (akér
sajat, akar irodalmi) vannak, amelyek alternativ megoldast jelentenének a
virusdiagnosztikdban ¢s terapiaban. Részben ehhez kapcsolodoan megkérdezném (7), hogyan
latja a jelolt a diagnosztikai aptamerck szabadalmaztathatosdgat? Mivel az alapmoédszerek
tobbsége mar tébb mint hisz éve tortént, ezért a technoldgia mellett maguk a szelektalt

aptamerek és azok szekvenciai védhetdk-e szabadalommal?

Az utobbi kérdések nem érinti a dolgozat tudomanyos értékét, de a birald ezt kiilondsen
fontosnak tartja az 0j biomarkerek diagnosztikai alkalmazaséra irdnyuld fejlesztésekben, és

azok klinikai hasznalhatésagaban.

Biralatomat Osszefoglalva megallapitom, hogy Dr. Mészaros Tamas doktori
disszertacidja mind formai, mind tartalmi szempontbdl teljes mértékben kielégiti, az MTA
doktori cim megitéléséhez sziikséges kritériumokat. Ertekezésében bemutatott munka szamos
izgalmas €s fontos technolégiai Ujitast tartalmaz, és egy olyan kutatdsi sorozatot ir le,
amelynek szertedgazdan eredményes szeletei kivaldan bizonyitjdk a jeldlt munkassaganak
diagnosztikai alkalmazhatdsigat, és szamos eredeti és tudoményos eredményhez vezetd
eredményességét. Ezek alapjan javaslom a nyilvanos vita kitlizését, és a sikeres védést

kovetéen az MTA doktori cim megadasét.

Szeged, 2022. marcius 22.

Dr. Puskas L48z10, az MTA doktora



