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Megtiszteltetésnek vettem és 6rommel vallaltam Toéth Judit MTA doktori értekezésének
biralatat. A Vértessy Beata altal vezetett csoport dUTP-azokat vizsgald kutatdsait mar igen régota
figyelemmel kisérem, mivel leny(gozott az a szertedgazo, mindenre kiterjedé érdeklédés és
szemlélet, ahogy a ,hiba, vagy jel?” alapkérdéstdl a genomszintl szabalyozasokig feltérképezték a
dUTP-hez, dUTP-azokhoz kapcsolédd bioldgiai informaciot. Toth Judit ebben a csoportban dolgozva
épitette és fejlesztette sajat csoportjat gy, hogy kézben végig aktiv része maradt a ,nagy egésznek”.
Ez a hozzaallas igen sikeres startégianak bizonyul, ami szamtalan igen nivos cikk megsziletését és
komplex biologia kérdések megvalaszolasat tette /teszi lehetGveé.

Az értekezés 12 szakcikk (Ossz IF:61,835) eredményeit foglalja 6ssze. A kézlemények mind rangos,
altalaban D1-es folydiratokban jelentek meg, Téth Judit mindegyiknek levelezészerzdje (8 esetben
megosztva), eqy esetben elsd, g esetben utolso szerzdje. Ezen cikkekre 6sszesen 260 alkalommal
hivatkoztak, ami j6l mutatja eredményeik fontossagat.

Toth Judit szakmai felkésziltsége, kutatdi teljesitménye elismerést érdemld, és az, hogy a
habitusvizsgalat zold utat engedett a dolgozat biralatanak is ezt bizonyitja.

A doktori értekezés tézis alapu, egy rovid bevezetd utan harom oldalon kapunk szakmai
hattérinformaciot. Ezt kdveti a célkitizések rész, 10 megfogalmazott céllal, melyek teljesilése a rovid
anyagokat, moddszereket targyald rész utdn kovetkezik, alapvetéen a cikkekre lebontva. Az
eredmények ismertetése soran kitekintést kapunk a jovobeli kutatdsi iranyokrdl, majd az Uj
tudomanyos eredményeket felsorolé fejezet zarja az érdemirészt. Eztk&Vetve, réviditésjegyzéket
(nagyon kevés tétellel) és irodalomjegyzéket (162 hivatkozott irodalommal, melybdl 42 a csoport
publikdcidja). Az értekezést ezutan az alapjat képezd 12 szakcikk és azok kiegészitd informacioi
kovetik.

A bevezetd, szakmai alapismereteket tartalmazé (nagyon szikszavy) és a tovabb gondolkodast
tartalmazod fejezetek igen olvasmanyosak, gordilékenyek. A publikacidk ismertetésének
szOvegezése nem siker(lt ilyen jol. Ennek oka lehet az, hogy az absztrakt tukorforditasaiként
szilettek (az értést sokszor nehezitd nem magyaros szdorend is ezt sugallja), kiegészitve egy-egy
fontos kérdés részletes magyarazataval, ami viszont az egészb6l kiragadva nagyon nehezen érthetd.
A tézis alapU dolgozat vallalasa nehéz mUfaj, nincs ra bevalt recept. Jelen értekezést olvasva azt
gondolom, hogy taldn Osszefoglaldként, a dolgozat irdsdig 0sszegyllt eredményeket egylUttesen
targyalva harmonikusabbra sikerilhetett volna.

Tézis alapu disszertacio opponensének lenni sem egyszer( feladat, hiszen a dolgozat tudomanyos
értékét az elfogadott, megjelent szakcikkek adjak, ami adott. Az ezeket kontextusba helyezd, réviden
bemutatd, Uj miként elkészitett értekezés viszont, mivel nem célja, nem is lehet alkalmas a kutatasok
részletes ismertetésére. A beadott doktori értekezés javitdsadra utdlag nincs lehet6ség, igy a



nyelvhelyességi és egyéb szerkesztési javaslatokat sem fogalmaznék meg. Opponensi véleményem
elkészitésekor ehelyett inkabb az olvasaskor felmeril6 kérdéseimre koncentralnék.

A dolgozat alapvetden harom kérdéskort dlel fel. Az elsé rész hét, a masodik harom, mig az utolsoé két
szakcikk eredményeit mutatja be.

A human dUTP-3z enzimatikus mechanizmusat ismertetd részben:

1/A human dUTP-3z, a csoport altal meghatdrozott térszerkezetének ismeretében, a mobilis C
terminalis karaban iranyitott mutagenezissel létrehoztak egy olyan mutanst, ami lehet6vé tette az
aktiv centrumba bekdtddd szubsztratok megkulonboztetését és igy a katalizalt reakcid enzimatikus
lépéseinek azonositasat. Megoldottak a quenched flow kisérletekhez szikséges radioaktivan jeldlt
szubsztrat szintézisét, aminek a hasznalataval meg tudtak allapitani azt is, hogy mi a reakcid sebesség
meghatdrozo lépése. A Ilétrehozott kinetikai modszertarral azt is tisztdzni lehetett, hogy a
kemoterapiaban hasznalt 5-fluoro-dezoxiuridin szarmazékokat a dUTP-az hidrolizélni tudja, igy a
terapia hatékonysagat névelné, ha egyidejileg a dUTP-az aktivitasat is gatolni lehetne.

Vajon a cikket hivatkozd munkak kozott van olyan, ami ez utobbi felhasznalds soran hasznalta a
csoport altal tisztdzott mechanizmust?

2/ A PDB adatbazisban talalhaté nukleotidokat hidrolizalé enzimek térszerkezetének vizsgalatakor
azt talaltdk, hogy ezek aktiv centrumaban gyakran fordulnak el aromas oldallancok. A humén és a
Mycobacterium tuberculosis dUTPazanak homoldg helyeit F158 és Hi45 W-re cserélték. A mutansok
térszerkezetének vizsgalataval arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az aromas oldallancoknak nem
aszubsztrat kotésre, hanem a kémiai Iépés sebességi allanddjara voltak hatassal.

Az el6z6 kisérleteikben human dUTP-dzban pont ezt a poziciét Fi58 mutdltdk W-re. Mivel
magyaraztak, hogy ennek a mutacionak magara a katalizisre nem volt hatasa?

3/ A dUTP-az C terminalisaban azonositottak egy P-hurokszerl motivumot, amiben mutansokat
hoztak létre. Ezeket kristalyositva és a térszerkezetet meghatarozva arra a kovetkeztetésre jutottak,
hogy a P hurokszer(i motivum szerepe kettds: A szubsztrat gamma foszfatjaval kialakitott H kétésen
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lehetdvé teszi a szubsztrat-nem szubsztrat dUTP és dUDP megkilonboztetgsét.
Felhasznaltdk-e, vagy tervezik-e hasznalni ezeket a mutédnsokat mas kisérletekben?

4/A dUTP-az, ellentétben a dCTP deaminazzal és a bifunkcids dCTP-deaminaz-dUTP-azzal csak a
dUTP-t tudja kotni, igy elveszik a termékként keletkez6 dTTP alloszterikus szabalyozasanak
lehetdsége. A monomerek aktiv helyének vizsgalata utan a trimerként aktiv dUTP-dzokban vizsgéltak
az egyes alegységek potencialis alloszterikus hatasat. Ehhez egy a trimert egy molekulaként kédold
rekombinans fehérjét hoztak létre, melynek alegységeit kildnb6zé kombinacidkban muténsokra
cserélték. Ezen mutansok, vagy képtelenek voltak az uracil kdtésre, vagy azok elhasitasat nem tudtak
katalizalni, vagy a katalitikusan kompetens konformaciot felvételét nem tudték segiteni. A kiméra
dUTP-azok vizsgalata azt mutatta, hogy az alegységek egymastol figgetlentl mukédnek, a dUTP-
azokban nincs allosztéria, viszont a hidrolizis hatékonysaga tébb nagysagrenddel nagyobb, mint a
Dcd-ben, vgy DcD-dut-okban.

A mutansok mindegyikében legalabb két aktivan mikodé alegység volt jelen. Vajon mikdddképes
lenne egy csupan egy, funkcionalisan aktiv monomert tartalmazoé dUTP-az trimer?

5/ A C terminalis kar funkcidjanak vizsgalatdra olyan M. tuberculosis dUTPaz (ez jobban
krisztalyosodik) mutansokat készitettek, melyekben vagy csak az aromas pi-pi kélcsonhatas szint



meg, vagy a teljes pi-hurokszer( motivum hianyzott. A mutansok térszerkezetének vizsgalataval arra
jutottak, hogy a hurok jelenléte felelds a foszfathasitasi és pronotatviteli 1épés 6sszekapcsolasaért,
hidnya két lépés szétvalasat, és egy megvaltozott nagy energiagattal rendelkez6 reakcid utat
eredményez.

A Mycobacterium tuberculosisban a dUTP-az melletta DcD_DUT is jelen van. Vajon az, hogy van egy
masik, a dCTP-dUMP atalakitast végzé enzim ebben a fajban hatadssal van-e a dUTPazanak
mUkodésére?

6/A vizsgalt dUTP-azok C terminalis karanak allapotardl a krisztallografiai és fluoreszcesn-
spektroszkopiai adatok ellentmondasosak voltak A csoport altal optimalizalt RAMD maodszerrel
viszont sikerilt kimutatni, hogy a C terminalis kis amplituddju mozgasokkal csak lokalisan nyilik fel,
és enged utat a nukleotidok mozgasanak. A vizsgalat soran a C termindlis egy Ujabb interakcisjat (a
21-es AS-sal) is azonositottak.

7/A dUTP-azok aktivitasahoz szikség van Mg2+-ra. A szakirodalom viszont nem ért egyet abban,
hogy hianyaban teljesen, elveszik, vagy csak felére csokken az enzim aktivitdsa. A teljes
aktivitdsvesztést megallapitd csoportok a Mg2+ eltdvolitasara EDTA-t hasznaltak, mig Toth Juditék
dializissel tavolitottak el azt. Megvizsgalva az EDTA dUTPazra vald hatdsat azt allapitottak meg, hogy
az EDTA versengve a szubsztréttal, be tud kétédni az enzim aktiv centrumaba. Ezt a kétdést mas
dNTP-az aktivitasu enzimek esetében is megtortént ezért felmeril a lehetéség, hogy ezen enzimek
specifikus gatlasara EDA alapu inhibitorokat lehet fejleszteni. Az eredmények masik igen fontos
Uzenete az,hogy az enzimreakciok vizsgalatkor hasznalt EDTA, a kelatképzés mellett okozott hatasa
miatt az eredmények félreértelmezéséhez vezethet.

Megfelelének taldltak a dializist az EDTA helyettesitésére a kétéreték( kationok eltavolitasara? Nem
okozta-e ez a mddszer a vizsgdlandd oldat nagymértékd higitasat? Van-e esetleg valami mas
madszer, ami ennek a gyors, egyszer( szernek a kelatképzd hatasat kivalthatja?

A dUTP-4zok élettnai szerepének vizsgalata soran:

&

8/ A dUTP-az térszerkezetének és a katalizalt reakcido mechanizmusanak feltérképezése utan z enzim
élettani szerepének vizsgalatara forditottak figyelmiket. Ennek tanulmanyozasat a human dUTP-az
helyett a TBC kérokozojanak dUTP-azanak vizsgalataval folytattak. A Mycobacterium tuberkuldzis
azonban amellett, hogy patogén, lassan nd, ezért egy ezt helyettesité, nem patogén, gyorsan névé
Mycobacterium smegmatis rendszert honositottak meg. A két baktérium timidilat bioszintézis
Utvonaldt megegyezdnek talaltak, igy kisérleteiket ez utobbin végezték. A dut gén kiltése letalis volt,
és csak olyan Mycobakterium specifikus dUTP-azzal volt komplementalhatd, melyben megtalalhato
volt a Mycobaktériumokra jellemz8 5 aminosavbél &llé inzert a C termindlis d loopjaban. Ez az
eerdmény azért nagyon fontos, mert a dUTP-az optimalis patogén elleni gydgyszercélpont de a
human és a korokozd dUTP-aza nagyon hasonld, de ennek az enzimszakasznak a meglétében
kilénbdznek. Mivel ez esszencidlis a patogén életfolyamatihoz, optimalis gydgyszercélpont lehet.

A Mycobaktériumok bifunkciés Dcd:dut enzimben is jelen van ez a loop- specifikus inzert?

A munka talan még fontosabb eredménye, hogy ezzel egy olyan modellrendszert teremtett egy,
melyben a M smegmatisban, annak dUTP-azat kiutve egy olyan rendszert hozott létre, melyben az
episzomalisan bevitt dUTP-az hatasa koézvetlenil vizsgalhato.

9/Ezt a rendszert felhasznalva egy sor kil6nb6z6 funkcidkban mutans és csékkent dUTP-az aktvitasu
dut és Dcd:dut-ot expresszald M. smegmatist hoztak Iétre. Sajnos a bemutatott tablazatbdl nem
pontosan érthetd, hogy az adott mutacioval mely funkcidk elvesztését kivantak vizsgalni. A kinetikai



paramérereken kivil a mutdcios ratdt a genom uracil tartalmat is vizsgaltak. Eredményeik azt
sugalljak, hogy a Mycobactérimban a dUTP-az két funkcidja: a dUTP hidrolizise, és a dUTP/dTTP
arany alloszterikus szabalyozasa szétvalt. A dUTP hidrolizise szabalyozza a sejt alacsony dUTP
szintének beallitasat, igy akadalyozva meg annak DNS-be épilését, mig azg utdbbi funkcié a
pirimidin épitékovek optimalis aranyanak fenntartasaért.

Ha a bifunkcids enzim csak az Archedkra jellemzd, akkor vajon milyen mas enzim veszi &t a
finomhangolas feladatat emberben és mas fajokban? Errdl van egy tablazat az eredeti kozleményben,
de annak jelmagyarazataban nem talaltam meg hogy vajon a Dctd milyen enzimet jel6l?

10/ A Staphylococcus aureus patogenitasi szigetének beépilésérdl szolo publikacio alapan kezdték
vizsgalni az Stl és a Staphylococcust ferté6z6 helper fag dUTP-azanak kapcsolatat. In vitro
rendszerben mutattdk ki hogy a dUTP-dzhoz vald kétodésben a dUTP és a Stl verseng. A
Staphylococcus nem kodol dUTP-azt a fag fert6zése soran annak dUTP-aza az, ami a baktérium dUTP
szintjét lecsokkenti. A dUTP-k hidnyaban a dUTP-az koétni tudja az STI-t, eltavolitva azt a genomrdl,
ami igy hozzaférhetdvé valik a patogenitdsi szigetek atviteli folyamatira. Ez a szabalyozas azt is
biztositja, hogy a mobil elem uracil mentes legyen és igy nagy hatékonysaggal beépiljon majd be a
genom mas részeire.

A leirds ebben az esetben kiiléndsen nehezen volt kévethetd. Az eredeti Nature kézleménynél a sajat
eredmények abraja lett hivatkozva, de annak leirasa, hogy a vizsgalatok pontosan milyen fehérjéken
és in vitro rendszerben torténtek hidnyzott. Az EMSA eredmények leirasanal az eredeti kézlemény
modell abrajara torténik a hivatkozas, annak ellenére, hogy ez az abra a hivatkozas alatt 25-abraként
szerepel.

Az irdnyok, tervek fejezetben az derll ki, hogy a 2014-es cikk 6ta nem nagyon taldltak tovéabbi
kélcsénhato partnert, igy azt célzottan kezdték két-hibrid rendszerrel keresni. Milyen szervezetben
végezték esetleg ezeket a kisérleteket és a homoldg rekombinacidban résztvevé nukledz/helikaz
jelolton kivil esetleg taldltak-e még tovabbi potencidlis dUTP-az kdlcsénhatd partnert?

Az értekezés harmadik részében azokat a munkakat foglalja 6ssze, méiye_kben a sejtekben talalhatd
dNTP készlet mennyiségi meghatdrozasat végezték.

11/Mddszeriik alapvetéen egy szintézis alapy médszer tovabbfejlesztése, a szintézis kinetikajanak
analizisét végz6 (automatizald) software fejlesztésével. Ennek hasznalataval kikiszobolték a
modszer alapjaul szolgald eredeti assay problémas pontjait. Ugyan a leirasanal azt megtudjuk, hogy
a nem megbizhatd adatok a Taq lassu, nem specifikus exonukledz aktivitasa, a nukleotidok eltérd
beépuilési sebessége, és a mintaban jelenlevé egyéb, a Taq aktivitasat befolydsold tényezdk voltak.
Arra azonban nem kapunk kézvetlen vélaszt, hogy ezeket a problémakat hogyan sikerilt megoldani.
A Taq mellett rengeteg mas, rekombinans DNS polimaraz hozzaférhetd. Esetleg nem probaltak a
teszthez mas, pl exonukledz aktivitdsban mutéans DNA polimerazt hasznalni?

12/ A NTP meghatarozason kivil egy szisztemiatikus review alapu adatbazisfejlesztésben kezdtek,
osszegyUjtve az Osszes irodalomban fellelheté informaciét a kilonbozé fajokban mért dNTP
szintekrdl és az ehhez tartozo informaciokrél. A munka volumenét mutatja, hogy ehhez 1200
publikaciébdl indultak ki. Sajnos a 30. abrardl lemadart a beosztas az y tengelyen igy nem tudni hogy
vajon végul hany cikk alapan készil az adatbazis, és az sem tudjuk meg pontosan, hogy milyen
adatokat (timidin anyagcserét kodolo enzimek aktivitasa az adott mintaban, mutaciok a genom ezen
enzimeket kodold részén, stb) sikeriilt a dNTP szintekkel egyUtt régziteni.

Hany fajra vonatkozdan sikerUlt adatokat taldlni, és régziteni az adatbazisban?



A dNTP szintek mérési adatainak mennyisége folyamatosan né. Van-e arralehetdség, illetve tervezik-
e a létrehozott adatbazist naprakészen tartani?

A 7. fejezetben &sszefoglalt Uj tudomanyos eredményekkel egyet értek, azokat Ujként és a jeldlt
eredményeiként elfogadom.

Altaldnos kérdéseim:

A dUTPazok maximalizaltak a szubsztrat kotést és a hidrolizis hatékonysagat. Latszodik-e eza dUTP-
azok konzervalt szerkezetében? inkabb a dUTP-azok aminosav sorrendje, aktiv centruma, vagy
inkabb azt ezt kialakitd szerkezet konzervalt a kilénb6z6 fajokban?

Tudunk-e valamit arrdl, hogy a ndvényekben mennyire konzervalt, vagy valtozé a dUMP
keletkezéséhez vezeto Ut?

A genomban levd informaciét meghatarozé nagy-ateresztoképesséqgu szekvenalasok kémiaja jorészt
valtozatlan, az eredeti szintézis.alapu Sanger szekvenalason alapul. Vajon a nem szintézisen alapulo
nanopore szekvenalds azonositani tudja-e a genomban levé U-t, és ha nem, vajon lehet-e majd a
jovében olyan szekvenalast varnunk, ami ezt az informacidt is azonositani tudja?

EzUton nyilatkozom arrdl, hogy Téth Judit MTA doktori értekezésében megfogalmazott Uj
tudomanyos eredményeit, elfogadom. A jeldltet és a munkajat elegenddnek tartom a cim
megszerzéséhez, a doktori értekezés nyilvanos védésének kitlzését javaslom. Sikeres védés esetén
pedig a legmesszebbmenden tdmogatom szamara az MTA doktori cim odaitélését.

/

G6dollS, 2022 majus 23. 1

\;ﬁwh’\p )q\

Varallyay Eva



