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Szeretném megkoszonni Opponensemnek a dolgozat részletes biralatat. Koszonom kritikai

észrevételeit, amelyekkel egyetértek és elfogadom.

Mi az oka, hogy Drosophila rendszerben vizsgaltak a P19 funkciojat, a silencing szupressziot?
Mi az elonye a heterolog rendszer alkalmazasanak?

Tobb megfontolds alapjan valasztottuk a Drosophila melanogaster in vitro rendszert.
Dontéstlink egyik fontos oka az volt, hogy a 2000-es évek elején nem allt rendelkezésiinkre
ndveényi in vitro rendszer. A késébbiekben két kiillonbdz6 novénybdl szarmazo in vitro rendszert
is bemutattak. A kukorica embriobol kialakitott in vitro rendszer alkalmazhatoésaga azonban
limitaltnak bizonyult. A rendszer nem alkalmas exogén siRNS é&ltal indukalt target RNS
hasitasara valdszinlileg azért, mert a kukorica embri6 extraktumban nincs jelen olyan AGO
fehérje, ami nem tartalmaz kis RNS-t. Szekvenciaspecifikus RNS hasitést is csak bizonyos
miRNS kotohelyeket tartalmazd target RNS-ek esetében sikeriilt detektalni. Ennek az lehet a
magyarazata, hogy azok a bizonyos miRNS-ek egyszalii formaban az AGO fehérjébe toltve
vannak jelen az embrioban. A masodik ndvényi in vitro rendszer kialakitasahoz a dohanybdl
szarmazd BY-2 sejt kultarat hasznaltak fel. Ugyan ez az extraktum sem rendelkezett sajat target
RNS hasit6 aktivitassal, azonban in vitro szintetizalt AGO mRNS hozzaadasa utan az extraktum
transzlacios kapacitasa miatt funkcionalis AGO fehérjét lehetett eldallitani.

A D. melanogaster in vitro rendszer segitségével mutattdk be el0szor a szekvenciaspecifikus
target RNS hasitast eredményezd folyamat alapvetd biokémiai Iépéseit. Az RNS silecing els6
1épését végzd DICER enzim hatékonyan alakitja at az un. hosszi dsRNS-t siRNS-ekké. A
kukorica embriobol kialakitott in vitro rendszerrel szemben a Drosophila extraktumban nagy
mennyiségben van jelen a kis RNS-t nem tartalmazé AGO2 fehérje, igy a rendszer konnyen
,programozhat6” az extraktum altal eldallitott vagy a hozzaadott siRNS segitségével. Tovabba
a siRNS indukalta RNS silencing folyamataban részt vevd fehérjekomplexek kialakulasa is
viszonylag kdnnyen nyomon kdvethetd. Ezért azt feltételeztiik, hogy a siRNS kotd aktivitassal
rendelkezd p19 fehérje funkciondlis vizsgalatara a Drosophila in vitro rendszer sziikségesnek
¢s elégségesnek bizonyul majd.

A Drosophila rendszerrel végzett kisérleteink idejében mar tobb bioldgiai modell-¢él61ényben
azonositottak az RNS silencing folyamataban részt vevd géneket és az RNS silencing kozponti
molekulait, a kis RNS-eket. Biokémiai aktivitdsuk ¢és elsddleges szerkezetiik alapjan azt

gondoltdk, hogy a szekvenciaspecifikus RNS degradici6 hasonldé modon zajlik az



eukariétakban. fgy a heterolog rendszer hasznalata nemcsak a p19 részletes vizsgalatat tette
lehetdvé, hanem arra is rdmutatott, hogy a p19 és a hasonl6 aktivitassal rendelkezd fehérjék

potencialisan minden kis RNS éaltal irdnyitott folyamat blokkolaséara alkalmasak.

Mennyire altalanos jelenség a silencing szupresszio a névenyi virusoknal? Mindegyik virusnak
van silencing szupresszor rendszere, ez inkabb kivételes mechanizmusnak mondhato vagy
bizonyos virusokra jellemzo?

Az elmult 20 évben legaldbb 70 virus silencing szupresszorat irtdk le, ezek az eredmények
legtobbszor a virusnemzetségek tipustagjainak vizsgalata soran sziilettek.

A virdlis szupresszorok az RNS silencing utvonalak kiilonb6z6 1épéseit gatolva végiil a ndvényi
antiviralis védekezés elsd vonalaba tartoz6 AGOI és -2 aktivitasat blokkoljadk. Azonban az
AGOL1 aktivitas (legalabb részleges) gatlasa miatt nemcsak az antiviralis védekezés, hanem a
miRNS vezérelte génszabalyozas is alacsonyabb hatékonysaggal miikodik. A miRNS indukalta
génszabalyozas vizsgalata sordn megéllapitottak, hogy a folyamatban résztvevd gének hianya
okozza a mutans novények morfoldgiai elvaltozésait, igymint torpiilés, levélfodrozodas. A
virusfertézés soran a gazdanovények részben hasonlé morfologiai elvaltozasai is
megfigyelhetdk, valamint a ndvényi virusfajok elnevezése utal az altaluk okozott tlinetekre,
ezért véleményem szerint a tiineteket okozo virusok nagy valoszinliséggel silencing szupresszor
fehérjéket kodolnak. Szeretném megjegyezni, hogy a szakirodalomban 6ridsi mennyiségii adat
utal arra, hogy a ndvényi virusok RNS silencing szupresszor aktivitdssal nem rendelkezd
strukturalis és nem-strukturalis fehérjéi is fontos szerepet jatszanak a tiinetek kialakitasaban.
A Partitiviridae csaladba sorolt szegmentalt genommal rendelkezd kriptikus virusok sok
novényfajban, koztiik gazdasagilag fontos novényekben is el6fordulnak. Tiineteket nem
okoznak és nagyon alacsony szinten vannak jelen a ndvényi sejtekben, ezért is nevezték el dket
kriptikus virusoknak. Partitiviridae csaladbol szdrmazo virusok esetében nem azonositottak
silencing szupresszor aktivitasu fehérjét. Elképzelhetd, hogy a gazdandvény RNS silencing

crer

a virus pl. kompartmentalizalodéssal keriili el az RNS silencing hatasat.

Mi lehet a silencing szupresszor fehérjék eredete? Eredetileg mi lehetett a szupresszor fehérjék
oseinek a funkcioja? Mibdl differencialodhattak?



A RNS silencing szinte az §sszes eukariota ¢lélényben megtalalhato szekvenciaspecifikus RNS
degradacios mechanizmus. Az RNS silencing folyamata hasonloképpen jatszodik le, a magas
szekvencia homoldgia miatt a folyamatban résztvevd enzimek konnyen azonosithatok a
rendszertanilag tavol all6 ¢él6lényekben is.

Azonban bizonyos eukaridta fehérjékben 1évé funkcionalis doménekhez hasonld motivumok
né¢hany RNS silencing szupresszorban felismerhetdk.

Példaul a Poleovirusok PO silencing szupresszora egy un. F-box motivumot tartalmaz, de a PO
ezen kiviil nem hasonlit a ndvényekben talalhatdo F-box fehérjékre. A PO hatdsdra az AGO1
fehérje ubiquitindlodik és a 26S proteoszoman keresztiil lebomlik. Az F-box domén egy 42-48
aminosav hosszisagu oligopeptid az eukaridta fehérjékben, azonban a PO fehérjében csak egy
Ot aminosavas régid hozhatd Osszefliggésbe az F-box doménnel. Ezért véleményem szerint
szerint a PO F-box doménje egy F-box ,,core” doménnek felel meg.

Szamos eukaridta fehérjében azonositottak un. glicin-triptofan ismétlédéséket (WG/GW, vagy
,»AGO hook™) tartalmazo fehérjéket, amelyek a AGO PIWI doménjéhez kapcsolddva pozitiv
hatassal vannak a transzkripcionalis és poszt-transzkripciondlis silencing-re. Ismert néhany
virdlis RNS silencing szupresszor, amelyek egy vagy tobb WG/GW domént tartalmaznak. A
Tomato ringspot virus kdpenyfehérjéje egy WG/GW domént tartalmaz és egy eddig nem
azonositott mechanizmuson keresztiill meggatolja a transzlacids represszidt a fertdzott
sejtekben. Jelen dolgozat tartalmazza a harom WG/GW domént tartalmazé SPMMV Pl
fehérjével kapcsolatos eredményeimet. A P1 a WG/GW motivumok segitségével kapcsolodik
az AGOl-hez, de a silencing szupresszor aktivitast a P1-ben 1évé Cs cink ujj motivumot
tartalmazo régid fejti ki. Szeretném megjegyezni, hogy a Schizosaccharomices pombe-ban, a
novényekben ¢&s az allatokban azonositott AGO-hook fehérjék legaldbb 25 WG/GW domént
tartalmaznak. Az Arabidopsis thaliana-ban 1évé ismétlddd WG/GW domént tartalmazéd
fehérjék a transzkripcionalis silencing (TGS) kialakitdsdhoz sziikségesek ¢€s szintén a TGS
folyamatdhoz elengedhetetleniil sziikséges AGO4-hez kapcsolodnak, de a poszt-
traszkripcionalis silencing-ben részt vevd - szintén Arabidopsis thaliana - AGO1 fehérjéhez
nem mutattak affinitast. Sajat munkam sordn is hasonl6 eredményre jutottam. Az SPMMV P1
mint 30 GW/WG doménjébdl kivalasztott hdrom WG/GW doménjére cseréltem ki, de a
hibridfehérje nem mutatott az AGO1-hez kapcsolhatdo RNS silencing szupresszor aktivitast. A
SUO (’shuttle’ in chinese) fehérje aktivitasa hatékonyabbd teszi a miRNS indukalta RNS
silencing-et Arabidopsis thaliana-ban. Bar a SUO két WG/GW domént is tartalmaz, fizikai
kapcsolatot eddig még nem mutattak ki az AGO1 ¢és a SUO fehérjék kozott. A HESO (Henl

Suppressor 1) fehérje egy WG/GW domént tartalmaz és uridilil-transzferaz aktivitdsa



segitségével poli-uridilalja a kis RNS-ek 3’ végén levé nem metilalt nukleotidot, igy a miRNS-
ek fél-¢letidejének szabalyozasaban jatszik szerepet. A HESO1 az AGO1 fehérjébe to1todott
miRNS-eket is elfogadja szubsztratjanak, ezért konnyen elképzelhetd, hogy az AGO1-hez
kapcsoldédva a HESO1 hatékonyabban miikodik.

Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az AGO4 és AGO1 kozvetitette RNS silencing
utvonalak elvaltak az evolucid soran. Az AGO4 a WG/GW doméneket sokszoros
ismétlédésben tartalmazéd fehérjékre, mig az AGO1 a maximum kettd6 WG/GW domént
tartalmazé endogén fehérjékre specializalodott. Valdsziniileg ez lehet a magyarazata annak,
hogy a AGOI1 target RNS hasitasat gatlo SPMMV P1 fehérjében hairom WG/GW domén
talalhat6, ezek koziil legalabb kettd sziikséges €s elégséges a silencing szupresszor aktivitashoz.
Biralom kérdésére nem konnyti valaszolni. Elméletileg a ,,mini” F-box és a P1 fehérjében 1évo
WG/GW domének az eukariota fehérjékkel parhuzamosan is kialakulhattak. Elképzelhetd az
is, hogy az F-box vagy a WG/GW domént kddolo névényi mRNS szakaszok egy rekombinéacios
esemény kovetkeztében a virus genom részéve valnak és a pozitiv szelekcié hatasara
stabilizalodnak. Ez a lehetdség egy kozos Os 1étét feltételezi.

Erdemes megemliteni, hogy rendszertanilag tavoli virusok esetében a szupresszor fehérjék
kozott nincs sem nukleotid sem aminosav szinten homoldgia. Ennek ellenére, példaul a
Tombusvirus (Tombusvirideae), Tobamovirus (Virgavirideae), Potyvirus ¢€s Ipomovirus
(Potyvirideae) csaladokba tartozéd fajok is siRNS kotd silencing szupresszorokat kodolnak.
Ezek a fehérjék funkciondlis analdogoknak tekinthetdk, mivel a kis RNS-ek kiilonb6z6
szerkezeti elemeit, igymint a duplaszali régidt kovetden a 3’ végen 1évo kettd talnytlo
nukleotidot, az 5” végiikon 1év6 foszfat csoportot, vagy a kis RNS-ben 1évd duplaszala régiot

ismerik fel, ezért nagy valdsziniiséggel parhuzamosan alakultak ki az evolucié sordn.

Ismertek-e olyan novényi fehérjék amelyek viralis szupresszorokhoz hasonloan gatoljak a kis
RNS-ekhez kapcsolodo silencing-et?

Az RNS silencing folyamatdban résztvevdé Un. ,.core” gének, ugymint DICER és AGO
azonositdsa utdn szamos mas génrdl deriilt ki, hogy fontos szerepet jatszanak a kiilonb6zd
funkcidt betoltd RNS silencing Gtvonalak mitkodésében. A legtobb gén pozitivan hat az RNS
silencing folyamatara, de legalabb négy gén fehérjeterméke negativ hatast fejt ki erre.

Az A. thaliana SQUINT (SQN) gén mutacidja az AGO1 fehérje szintjének csokkenését okozza,
a Sqn génterméke homeosztatikus koriilmények kozott feltehetéen az AGO1 fehérjét
stabilizélja. A sqn mutdns mutagenizalasaval talaltdk egy olyan revertdns vonalat (fbw2), ami

nem allélikus a Sqn lo6kusszal. Az FBW2 (F-box w2) fehérje az SCF (Skpl, cullin, F-box)



ubiquitin ligaz komplex egyik alegysége, igy az FBW2 az AGO1 ubiquitindlodasat és a 26S
proteoszoman keresztiili lebomlésat segiti eld. Ezért az FBW2 fehérjét az AGO1 negativ
regulatoranak tekintjiik.

A Hua Enhancher 1 (HEN1) gén metildz enzimet kodol, amely a kis RNS-ek 3° végén 1évo
nukleotidot metilalja. A henl mutans névényekben az érett miRNS-ek mennyisége lecsokken,
azonban a még detektalhatdé miRNS-ek mérete néhany nukleotiddal megné. A henl/hesol
(Henl Suppressorl) kettds mutansban a miRNS-ek stabilabbnak mutatkoztak, mint a henl
mutansban. A HESO1 gén egy nukleotidil-transzferaz fehérjét kodol, ami a 3’végen nem
metilalt kis RNS-eket poli-uridilalja. Ez a 3° végi mddositas a kis RNS-ek degradacidjat inditja
el, ezért a Hesol gén is az RNS silencing negativ regulatoranak tekinthetd.

Az AGO fehérjék nemcsak a target RNS hasitasaban, hanem a kis RNS-ek stabilizasaban is
fontos szerepet jatszanak. Az AGO1 és -10 fehérjék a miR165/6 miRNS-eken keresztiil vesznek
részt a novények merisztémainak fenntartasdban. Azonositottak egy exonukledz aktivitassal
rendelkezd enzim csaladot (Small RNA Degrading Nuclease, SDN), amely az AGO1 ¢és -10
fehérjékhez kotott kis RNS-ek (a merisztémaban a miR165/6) degradéciojat inditja el. Azonban
az AGO10-ben 1év0 kis RNS-ek joval érzékenyebbek az SDN enzimek altali degradaciora, igy
az SDN fehérjék és az AGOI1- 10 ardnya fontos szerepet jatszik a merisztéma fenntartasdhoz
szlikséges miR165/6 szintjének kialakitdsdban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
AGO10 ¢és az SDN enzimcsalad az RNS silencing negativ regulatoraiként mitkddnek.

Erdekes modon két viralis RNS silencing szupresszort irtak le napjainkig, amelyek hasonld
modon gatoljak a kis RNS indukalta silencing folyamatat, mint az altalam emlitett RNS
silencing-et negativan szabalyozé novényi fehérjék.

A Poleovirusok PO silencing szupresszora az A. thaliana FBW22 fehérjéhez hasonloan egy F-
box motivumot tartalmaz, mely az AGO1 destabilizalasat és 26S proteoszéman keresztiili
lebontasat inditja el.

A Sweet potato chlorotic stunt virus (SPCSV) altal kodolt p22 fehérje a kis RNS-ek
a ds kis RNS-eket hasitja el, ezzel szemben az 3’ vég RNS exonukleaz aktivitassal rendelkezd
SDN nukledzok az AGO1 és -10 fehérjékben 1€v6 egyszalu kis RNS-eket bontjak le.
Szeretném megjegyezni, hogy a PO és p22 fehérjéket hamarabb irtdk le és jellemezték, mint a

hasonlo hatasu, ezért funkciondlis analdgnak tekinthetd ndvényi fehérjéket.



Van-e olyan (névényi) mechanizmus, ami a silencing szupresszort gatolja? Van-e kévetkezo
lépése a “‘fegyverkezési versenynek”? Lehetséges-e szupresszor gatlassal javitani a
haszonnovények virusrezisztencidajat? Van-e erre példa?

Elméletileg az evolicid soran megjelenhetett olyan névényi mechanizmus, ami kdzvetleniil
gatolja a viralis szupresszorok miikddését. Ismertek olyan silencing szupresszorok, amelyek
dimer vagy oligomer formaban vannak jelen a sejtekben. Ezért az alegységek
Osszekapcsolddasanak meggatlasa egy miikodo stratégia lehetne. A virdlis fehérjék a legtobb
virus esetében akar nagysagrendekkel is nagyobb koncentracidban vannak jelen, mint a
gazdasejt fehérjéi, ezért ez a stratégia nem tekinthetd versenyképesnek.

Bizonyos ndvényi rezisztenciagének képesek a szupresszor fehérjék felismerésére és a
virusfert6zés tovabb terjedésének megakadalyozasara.

A ndvény-patogén kapcsolat leirasara jelenleg a cikk-cakk modell a legelfogadottabb. A modell
szerint a ndvény felismeri a korokozé felszinén talalhaté bizonyos molekuldkat (Pathogen
Associated Molecular Pattern, PAMP). Virusfertdzés esetében a virusok replikdcios
intermedierje (dsRNS) és a virusok altal kodolt strukturdlis és nem-strukturalis fehérjék
egyarant PAMP-ként viselkedhetnek. A dsRNS novényi receptorai, a DCL (Dicer-like)
enzimek beinditjdk a gazdandvény nukleinsav alapu antivirdlis RNS silencing folyamatat (PTI,
PAMP Tiggered Immunity). Az RNS silencing egy nagyon hatékony szekvenciaspecifikus
antiviralis valaszreakci6, igy a virus-gazda ko-evolucié soran szamtalan virusfajban
megjelentek olyan fehérjék, az tin. RNS silencing szupresszorok (effektor molekuldknak
felelnek meg), amelyek képesek blokkolni az antiviralis RNS silencing-et. A cikk-cakk modell
masodik 1épésében a virusok altal kifejtett szelekcidos nyomas kovetkeztében a ndvényekben
megjelentek a kiilonbozd viralis fehérjéket - koztiik RNS silencing szuppresszorokat -
felismerni képes rezisztenciagének. A rezisztenciagének altal felismert effektor molekulak igy
valnak avirulencia génekké (Avr). A rezisztenciagének direkt vagy indirekt modon felismerik
az Avr géneket, majd hiperszenzitiv reakciot (HR) valtanak ki. Ennek soran a fertdzott sejtek
erdsen toxikus szabadgyokoket termelnek, ami a sejt pusztuldsdhoz vezet, igy gatolva meg a
patogén tovabb terjedését. Amennyiben a patogén-ndvény ko-evolicio kovetkezd 1épésében a
virus mutacion esik at, ennek kovetkeztében egy olyan megvaltozott effektor fehérje alakulhat
ki, amit a rezisztenciagén mar nem képes felismerni. Igy keriilhet a virus ,,lépéselénybe” a
gazdandvénnyel szemben, és a ,,fegyverkezési verseny” folytatodik tovabb.

Két viszonylag egyszeri modszer segitségével konnyen megallapithato, hogy egy virus adott
génterméke — beleértve a silencing szupresszor fehérjét is - Avr faktorként viselkedik-e egy
adott novényben. Egy szemléletes példat szeretnék megemliteni ezzel kapcsolatban. A TBSV

(Tomato bushy stunt virus) pl9, kopeny- ¢és mozgasi fehérjéje egyarant Avr faktorként



viselkedik bizonyos ndvényekben. A pl9 fehérje szisztémikus HR-t okoz Nicotiana
benthamiana-ban és Nicotiana clevalendii-ben. Hét p19 mutans hatasat vizsgaltak, hat esetében
tapasztaltak gyengébb HR indukalé képességet. Erdekes modon azok az aminosavak okoztak
HR intenzitas csokkenést, amelyek a kis RNS végének, a kis RNS gerincén 1évé foszfat
csoportok kotésében, valamint a pl9 dimer stabilizdldsdban vesznek részt. Ugyanakkor a
mutans fehérjék siRNS kotd képessége jelentdsen csokkent. Ezért nagy valosziniiséggel a két
ndvényben 1€v0 rezisztenciagén(ek) a stabil kis RNS-p19 RNS fehérje komplexet ismerik fel.
Jelen dolgozat eredményei is azt mutatjak, hogy a virusfert6zott sejtekben, legalabbis a NV.
benthamiana-ban, a p19 fehérje szinte kizardlag RNS-fehérje komplex formaban talalhaté meg.
A virusok altal kodolt strukturalis és nem-strukturalis fehérjéit felismerd novényi rezisztencia
gének régota ismertek. Amennyiben a rezisztencia gén nem ismert, akkor ezt a keresztezéssel
at lehet vinni at lehet vinni a gént a gazdasagilag fontos novényfajtadkba. Ez egy hosszabb
folyamat, amelynek soran tobb visszakeresztezési 1épés (amennyiben lehetséges) és szelekcio
szlikséges a rezisztencia ¢és az elit fajta kedvezd tulajdonsagainak megdrzéséhez. JO példa erre
az un. N-gén ami a dohany nekrdzis virussal szemben biztosit rezisztenciat a Nicotiana tabacum
Xanthi fajtdban is. Azonban a TMV-ob torzse attori az az N-génnel szembeni rezisztenciat. A
rezisztencia attdrésében szerepet jatsz6 aminosavakat a TMV RARP (RNA dependent RNA
Polimerase) génjének helikdz doménjében azonositottak. Amennyiben ismert a rezisztencia
gén, akkor az akkor az R gén stabil transzgenikus expresszaltatdsaval rezisztens elit fajta

hozhato létre.

Torténtek-e lépések az eredmények, a kidolgozott technologiak gyakorlati alkalmazasara?
Milyen lehetoségeket lat a biotechnologiai célu fejlesztések teriiletén?

Tobb tudomanyteriiletre és az alkalmazott biotechnologiai kutatasokra is oriasi hatassal volt a
p19 fehérje siRNS kotd aktivitasat és 3D szerkezetét bemutatd két tanulmany (Silhavy et al.,
2002; Vargasson et al., 2003). Azota szamos viralis RNS silencing szupresszort ismertiink
meg, de a legtdbb ilyen irdnytl eredményt mégis pl9 fehérjével kapcsolatban sziiletett. A
silencing szupresszorokat eddig legalabb négy kiilonboz6 teriileten hasznaltak fel.
1. RNS silencing Gtvonalak térképezése modell é161ényekben.

A ndvényekben harom kiillonbozé méretti (21, 22 és 24 nt), de nagyon hasonlo szerkezetii kis
RNS iranyitja az RNS silencing folyamatat. Transzgenikus Arabidopsis thaliana ndvényekben
Ot silencing szupresszor hatasat vizsgaltdk meg. Megallapitottdk, hogy mindegyik fehérje
gatolta a siRNS alapt silencing-et, azonban csak harom szupresszor volt hatdsos a miRNS

indukalta RNS silencing-gel szemben. Sziilettek azonban ennek ellentmond6 eredmények is.



Tulajdonképpen az eddig ismert dsszes kis RNS kotd silencing szupresszor kisebb-nagyobb
mértékben gatolja a miRNS irdnyitotta RNS silencing-et. A hatékonysagbéli kiilonbségnek az
lehet a magyardzata, hogy ezeknek a fehérjéknek kisebb az affinitdsa miRNS-ekhez, mint a
duplaszali régioban 100%-ban homoldg siRNS-eknek.
A novényi virusok ,sikeressége” terjedésiik hatékonysagan is mulik. Az RNS silencing
aktivalodasaval parhuzamosan a sejtekbdl egy tn. mobilis szignal indul el, ami a virusok rovid
¢és hosszutavu terjedését hivatott meggatolni. A p19 fehérje virdlis és transzgenikus hattérben
megakadalyozta mind a rovid és hossztdvi mobilis szignal terjedését, amibdl arra
kovetkeztettek, hogy a 21 nt siRNS-ek kapcsoljdk be a ndvény tavoli részeiben az RNS
silencing folyamatat.
A p19 hatdsat emberi sejttenyészetekben is vizsgaltak. A citoplazmaba €s a sejtmagba lokalizalt
p19 viszonylag hatékonyan kotétte meg a kiilonboz6 kis RNS-eket. Erdekes médon leginkabb
G-C nukleotid parokban gazdag kis RNS-eket izolaltak, valdsziniileg azért, mert a magas G-C
arany a kis RNS duplaszalt formé;jat stabilizalja.

2. Transzgének expresszidjanak ndvelése silencing szupresszorok alkalmazésaval
A vad tipusu virdlis RNS silencing szupresszorokat termeld transzgenikus ndvények sokszor
erds fejlodési rendellenességeket mutatnak. Ennek oka az lehet, hogy a szupresszor fehérje
legalabb részlegesen gatolja a miRNS vezérelte RNS silencing-et. Ismertek a p19 fehérjének
olyan mutédns valtozatai, amelyeknek kisebb a kis RNS-ekhez mutatott affinitdsa. Bizonyos
mutans valtozatok stabil transzgenikus expresszidja nem okozott sulyos fejlodési
rendellenességeket, azonban még mindig hatékonyan tamogatta a kifejezni kivant fehérje
expresszigjat.

3. Kis RNS-ek dusitasa
Kis RNS kotd képességgel rendelkezé fehérjék alkalmazasaval a duplaszali kis RNS-ek
specifikusan izolalhatok és nagy ateresztd képességli szekvenalassal azonosithatok. Ennek
akkor van jelent0sége, ha kizardlag a duplaszali formdban 1évé kis RNS molekuldkkal
kapcsolatos problémaval foglalkozunk. A sejtekben és az RNS prepardtumokban is a miRNS-
ek jelentds hanyada egyszalu formaban van jelen az AGO fehérjékhez kotve. A New England
Biolabs napjainkban is forgalmaz egy a p19 rekombinans fehérjét tartalmazo kis RNS dusitd
kit-et.

4. Kis RNS-ek bejuttatdsa emlds sejtekbe
A RNS silencing egy szekvenciaspecifikus RNS degradaciés folyamat, ezért nagy lehetdséget
lattak a klinikumban val6 alkalmazasara. A kutatasok legalabb két kiilonbozd irdnyban indultak

el. A kis RNS prekurzorokat virdlis vektorokkal bejuttatjadk a sejtekbe vagy kémiai

crer



ezirdnyl felhasznalasa. A p19 stabil komplexet alkot a kis RNS-sel, azonban maga a komplex
nem jut at a sejtmembranon. A HIV (Human Immunodeficiency Virus) Tat fehérje egy pozitiv
toltésti peptidjét fuzionaltattdk a pl9 fehérjével és ez a modositas jelentés mértékben
megnodvelte a membranon valé athaladas hatékonysagat. A masik fontos kérdés az volt, hogy
hogyan keriil 4t a kis RNS a p19 komplexbdl az RNS silencing végrehajté fehérje komplexébe
a RISC-be. A pl19-siRNS komplex egy viszonylag szilk pH tartomdnyban stabil, igy az
endoszomaban 1évé alacsony pH hatdsara destabilizalodik, ezért a kis RNS eljuthat a
citoplazmaba ¢és kifejtheti hatasat. Ez a rendszer emlds sejtekben hatékonyan mitkddik, azonban
a siRNS alapt terdpianak (is) jelenleg limitalt az alkalmazhatdsdga, mert egyelére nincs
megnyugtaté moéodon megoldva a terapids molekula adott szovetekbe, szervekbe, tumorba vald

célzott bejuttatasa.
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