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Ko6szondm Birdlom elismerd szavait dolgozatomban bemutatott eredményeimrdl és eddigi

munkéssagomrol. Koszondm kritikai észrevételeit is, amelyeket elfogadok.
Biralom konkrét kérdéseire adott valaszaim:

A 23. oldalon azt irja, hogy a DCL-ek sziikségesek lehetnek a virus replikacio fenntartasahoz,
de nem fejti ki, hogy hogyan.

Az eddig vizsgalt legtobb novényben, koztiikk az Arabidopsis thaliana-ban négy DICER-szerli
enzimet azonositottak. A DCL1 a ds miRNS-ek kialakitasaért felelés, a DCL3 a
heterokromatikus régiok csendesitésében résztvevd kb. 24 nukleotid hosszusdgu siRNS-ek
éréséhez sziikséges. A DCL2 és DCL4 enzimek az egyszalt DNS és az egyszali RNS virusok
elleni védekezésben jatszanak fontos szerepet.

A rizsben azonban hat DICER-szerli enzimet kodold 1okuszt talaltak, ezekbdl ketté az
antiviralis valaszban szerepet jatsz6 DCL2-h6z mutat magas szintli homologiat. A két DCL2
16kuszrél képz6dé mRNS nukleotid sorrendje is tobb, mint 98%-ban megegyezik

Az idézett publikdcidban a rizs DCL2 hatasat vizsgaltdk az Oryza sativa endornavirus
replik4ciojara. Az Oryza sativa endornavirus egy gy(rli alaka plazmid-szeri dsRNS virus, ami
viszonylag alacsony szinten replikalodik a rizs ndvényben. Transzgenikus ndvényekben a
DCL2 expressziot RNS silencing-gel csokkentették le.

Meglepve tapasztaltdk, hogy a DCL2 hianya nem az Oryza sativa endornavirus szintjének
megemelkedését eredményezte, hanem pont ellenkezdleg, a virus szintjének drasztikus
csokkenésével jart.

Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a DCL2 a virus replikdciojahoz sziikséges lehet. Az is
elképzelhetd, hogy a DCL2 indirekt modon csokkenti a gytirti alaki dsRNS virusok elleni RNS
silencing hatékonysagat, ezért lett magasabb az Oryza sativa endornavirus szintje a vad tipusu

rizs novényben a géncsendesitett transzgenikus vonalakhoz képest.

Az E8 dabran bemutatottak szerint a P19, p21 és Hc-Pro szupresszorok kozott nagysagrendi
kiilonbségek vannak az in vitro target RNS vagdsra gyakorolt hatdsban. Ismert-e ennek a
magyardzata, meglehet-e ez a kiilonbség in planta is és ha igen, van-e dsszefiiggése a virusok

fertozoképességével?



A polipeptidek harmadlagos szerkezete a transzlaciohoz kapcsolddva spontdn vagy mads
fehérjék pl. chaperonok kozremiikddésével (folding) alakul ki. A rekombinans DNS
technologian alapuld fehérjetermelés soran elfordulhat, hogy a rekombinans gén olyan nagy
mennyiségben termelddik, hogy tulterheli a sejtek folding kapacitasat. Ezért a rekombinans
fehérje nagy része oldhatatlanna valhat és kicsapodik, vagy oldhaté marad, de nem rendelkezik
az aktivitdshoz sziikséges térszerkezettel.

In vitro kisérleteimhez a silecing szupresszor fehérjéket rekombinans technologidval allitottuk
eld.

A pl9ésp21 fehérjéket E. coli-ban, a Tobacco etch virus HC-Pro fehérjét TEV fert6zott dohany
novényekbdl allitottuk elé. Mindharom fehérjét viszonylag nagy mennyiségben tudtuk
eléallitani, majd eldkisérleteink alapjan hatdroztuk meg a hatdsos koncentracid tartomanyt a
preparatum fehérjekoncentracigja alapjan. Elképzelhetd, hogy az altalunk eldallitott
rekombinans fehérjék esetében alacsony volt a a megfeleld modon feltekeredett fehérjék aranya
a fehérjepreparatumban.

Tovabba nagy kiilonbség lehet a szupresszor fehérjéknek a kis RNS-ekhez vald affinitadsaban
is. A CIRV pl19-siRNS komplex disszociacids allanddja K¢=0.2 nM. Munkdm sordan GST
(glutation-S transzferdz) fuzids fehérjéket (is) vizsgaltam. A GST fuzios fehérjék esetében nem
lehet meghatarozni a fuzids fehérje-siRNS komplexben a fehéje és a siRNS molaris aranyat,
ezért csak latszolagos disszociacios konstanst (Ka) mértiink. Ha ennek ellenére 6sszehasonlitjuk
a CIRV pl9 K4 és a GST-p21 K, értékét, akkor kb. két nagysdgrendnyi kiilonbséget
tapasztaltunk. Ezért a masik lehetséges magyarazat az lehet, hogy a fuzids fehérjék alacsonyabb
gyengébb siRNS-kotd képességgel rendelkeznek.

Véleményem szerint az in vitro rendszer, ebben az esetben egy heterolog in vitro rendszer nem
alkalmas a silencing szupresszorok direkt Osszehasonlitasara. Egy szupresszor fehérjét
vizsgalva azt a kdvetkeztetést lehetett levonni, hogy hasonlé modon és koncentracidban gatolja
meg a RISC kialakulésat és a target RNS vagasat.

Azonban a mi munkank publikdldsa utdn megjelentek olyan eredmények, amelyek mar in
planta vizsgalatokat is tartalmaztak. A Zucchini yellow mosaic virus egy kevésbé virulens
torzsében a HC-Pro fehérje egy aminosavban kiilonbozik a sulyos tiineteket okozd torzs
megfeleld régidjatol. Amikor a virulens térzs HC-Pro-t kodold cisztronjanak Phe-Arg-Asn-Lys
akkor a mutans virus virulencidja nagymértékben lecsokkent. Ugyanakkor in vitro
vizsgalatokkal kimutattak, hogy a mutdns HC-Pro fehérje esetében nem detektaltak siRNS kot

aktivitast. Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy szoros Osszefiiggés van a ZYMV



virulencidja és a HC-Pro siRNS kotd képessége, azaz aktivitdsa kozott, ezért a silencing

szupresszorok virulencia faktoroknak tekinthetdk.

A E8 I abra alapjan kijelentheto-e egyértelmiien, hogy a He-Pro fehérje nem gatolja az indirekt
kisérleti beallitasban a target RNS vagast? A hasitasi termék 17%-rol kb. 12%-ra csokken és a
szorasok nem tiinnek dtfedonek. Tortént-e statisztikai analizis, ami ezt alatamasztja? Lehet-e
ekkora eltérésnek jelentésége?
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emelésével hasitott termék mennyisége jelentésen, kb. 30%-kal, csokkent, ami
megkérddjelezheti a kisérletbdl levont kovetkeztetést.

A lehetséges hibakat tobbféleképpen igyekeztem elkertilni.

-A kisérletek végrehajtdsdhoz sziikséges jelolt, jeloletlen siRNS-eket, az 5°végén radioaktivan
megjelolt egyszalu target RNS-t standard moddon allitottuk eld, majd meghataroztuk a
koncentraciojukat.

-A fehérje extraktumok nem specifikus RN-4z aktivitdsabol eredd hibat is igyekeztiik elkertilni.
Egy target RNS szal egységnyi jelolést tartalmazott, ezért a hasitasi termék 5’ vége és a nem
hasitott target RNS 0sszege reprezentalta az egyes reakcidkban 1év6 dsszes RNS mennyiségét.
A hasitott termék szdzalékban kifejezett értékét az Gsszes radioaktiv jelolést tartalmazo RNS
mennyiségére vonatkoztatva adtam meg.

- Egy kisérletsorozathoz ugyanazt a preparatumot hasznaltuk, beleértve ebbe a prepardtum
aktivitasanak tesztelését is. Ennek megfelelden a kisérletek ismétléséhez mas-mas idében
készitett embrid extraktumot hasznaltunk. Véleményem szerint a RISC aktivitas dusitasa
kisebb szorast eredményezett volna, am részletes statisztikai vizsgalatokat nem végeztiink.
Ezért kizarolag ennek a kisérletnek az eredményébdl egyértelmilen nem lehet azt a
kovetkeztetés levonni, hogy a HC-Pro fehérje nem rendelkezik aktiv RISC-et gatl6 aktivitassal.
Ugyanezt a direkt és indirekt megkozelitést hasznéltuk szintén a dolgozatban szerepld in vivo
kisérleteinkben is, és az in vitro €és in vivo kisérleteinkbdl szdrmazd eredményeink alapjan
levont kdvetkeztetést, miszerint a HC-Pro nem rendelkezik aktiv RISC-et gatld aktivitassal,

bizonyitottnak fogadtam el.

Az E9 abra alapjan kijelenti, hogy a DICER-R2D?2 komplexhez nem kotodik a jelolt target RNS
analog. De az autoradiogrammon (3. oszlop) latszik abban a tartomanyban egy viszonylag eros
jel. Mi lehet ez?

-Az E9. é4bran is hasznalt modszert Erik Sontheimer laboratériumdban fejlesztették ki és

alkalmaztdk a Drosophila silencing komplexek bemutatasahoz. Radioaktivan jeldlt siRNS



hatasara a Drosophila extraktumban harom siRNS-t tartalmazé fehérjekomplex alakul ki. A
legkisebb méretli komplex duplaszali siRNS-t, a DCR2 ¢és R2D2 fehérjéket tartalmazza. A
legnagyobb méretii a RISC komplex, amelyben a DCR2, R2D2, MOV 10, FMR fehérjék mellett
az Argonaute 2 fehérjét is azonositottdk. A Drosophila RISC-bdl kizarolag egyszalti siRNS-t
tudtak kimutatni. A DCR2-R2D2 ¢s a RISC komplexek kozott talalhaté RLC (RISC Loading
Complex ) komplex nem volt elég stabil ahhoz, hogy részletes analizisnek vessék ald. Azonban
az RLC komplexrdl meg tudtak allapitani, hogy ez egy a DCR2-R2D2 ¢és a RISC komplexek
kozott egyfajta dtmeneti RNS-fehérje komplex, ami mar biztosan tartalmaz egyszalt siRNS-t
is. Az E9. abran azt szerettem volna bemutatni, hogy a legnagyobb méretli komplex megfelel-
e a RISC-nek. Ehhez egyszall, 2’-orto-metil nukleozidokbol all6 35 bazis hosszsagu un.
target analog RNS-t hasznaltunk radioaktivan jeldlve. Az volt az elképzelésiink, hogy az
egyszalu siRNS-t tartalmaz6 RISC-hez kotddo target analog RNS egyértelmiien kijeldli a RISC
markans jelet, azonban megjelent egy ,.extra” jel is a DCR2-R2D2 és az RLC komplexek
kozott.

Erre két lehetséges magyarazatot talaltam:

-Bar a RISC komplex egy viszonylag stabil RNS-fehérje komplexnek tekinthetd, de a
gélelektroforézises szétvalasztas soran destabilizalodhat és kisebb egységekre eshet szét.
Véleményem szerint a kisebb méretli komplex egy parcidlis RISC komplex is lehet, amely a
target RNS analdg mellett a siRNS-sel t6ltott Argonaute fehérjét is tartalmazza.

-A Drosophila melanogaster embri6 extraktumban hdrom siRNS-t tartalmazé komplex
detektalhatd. Ezek koziil a RISC és az RLC komplexek tartalmaznak egyszalti siRNS-t.
Elképzelhetd az is, hogy a 2’-orto-metil target RNS analdggal nem csak a RISC-et, hanem az
RLC komplexet is detektaltuk. Az autoradiogramm alapjan a target RNS analdggal detektalt
masodik komplex nem egyértelmiien feleltethetd meg az RLC komplexnek. Ennek lehetséges
magyarazta az, hogy az RLC komplexhez kapcsolodo target RNS analdg olyan mértékii negativ

toltés tobbletet jelentett, ami a komplex nagyobb vandorlasi sebességét eredményezte.

Az 53. oldalon targyalja a Hc-Pro szupresszor siRNS-koto képességét. Nem egyértelmii
szamomra a heparin hatisa ebben a kisérletben. Miért jelenti ez azt, hogy a Hc-Pro
fehérjekivonatban megvaltozott siRNS-koto tulajdonsaga nem lehet kapcsolatban az RNS
silencinggel? A Hc-Pro fehérje kivonatokban megfigyelt nagyobb komplexe multimerizdaciot
jelent (vé. 105. oldal)? A fehérjegazdag kérnyezet lehet barmilyen fehérje pl. BSA altal is
biztositott? Milyen modon befolydsolhatja ez a Hc-Pro aktiv frakciojanak aranyat?



Munkank sordn megvizsgaltuk a HC-Pro fehérje hatdsat a Drosophila RNS silencing
komplexek kialakuldsdra. A siRNS-t tartalmaz6 RNS-fehérje komplexeket nativ
DCR2-R2D2 komplex kozvetlen kdrnyezetében egy markans jelet detektaltunk. Eredményeink
alapjan nem lehetett egyértelmiien eldonteni, hogy az ujonnan keletkezett RNS-fehérje
komplex kizarolag HC-Pro fehérjét vagy a Drosophila DCR2-R2D2 fehérjét is tartalmaz. A
dsRNS kotd fehérjék aktivitasa heparin alkalmazéasaval hatékonyan gatolhato.

Ennek megfelelden, a heparin meggatolta az RNS silencing komplexek kialakulasat, azonban
nem volt hatdssal az eddig nem azonositott komplex kialakuldsara. Eredményeink arra utalnak,
hogy az DCR2-R2D2 komplex kdzvetlen kdrnyezetében megjelent RNS fehérje komplex nagy
valosziniiséggel a HC-Pro fehérjét tartalmazza. Megprobaltam az ,,0j” fehérjekomplexben a
HC-Pro fehérjét azonositani ellenanyag alkalmazéasaval, de nem jartam sikerrel. Azonban
felmeriilhet az a kérdés, hogy a heparin miért nincs hatassal a ds siRNS-HC-Pro kotés
kialakuléasara.

A dsRNS kotd fehérjék a helikalis szerkezetti dsRNS kis- és nagyarkanak feliiletén taldlhaté
negativ toltéssel rendelkezd cukor-foszfat gerinchez kapcsolodnak. A heparin negativ feliileti
toltése miatt a dsSRNS kotés kompetitiv inhibitora, azonban a HC-Pro a siRNS-ek 3 végén 1évo
két-két tulnyulo nukleotidhoz kapcsolddik.

A Tobacco etch virus HC-Pro expresszaltatasahoz és izolalasahoz hasznalt cDNS klont és
tisztitasi protokollt Juan José Lopez-Moya bocsajtotta rendelkezésiinkre, amit HC-Pro fehérje
szerkezeti vizsgéalata céljabol fejlesztettek ki. Analitikai ultracentrifugélassal és krio-
elektronmikroszkopos vizsgalatokkal a HC-Pro dimer, tetramer és oktamer formait is
azonositottak.

A HC-Pro siRNS kot képességének vizsgalata soran, amikor nem hasznaltunk stabilizalo

crer

------

Nativ gélelektroforézissel véleményem szerint nem lehet egy RNS-fehérje komplex méretét
meghatarozni, ezért gélsziiréssel is probalkoztam, de a komplex még igy sem volt elég stabil.
Az Arabidopsis thaliana-bdl izolalt extraktum mellet a BSA hatdsat is megvizsgaltam, azonban
a BSA hatasa gyengébb volt.

Véleményem szerint a fehérjegazdag kornyezet a HC-Pro feltekeredését (harmadlagos
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szerkezet) akadalyozta meg.



Hogyan magyardzza a He-Pro és a pl9 eltéré hatasdat a siRNS metilaciora (E18 dbra)? Mi
lehet a magyardzata és jelentosége annak, hogy a TEV eredetii siRNS-ek 100%-ban
metilalatlanok, a CIRV siRNS-ek 80%-ban metilaltak a fertozott novényben?

A kis RNS-ek metilacigja a ds RNS érése utdn, de az AGO fehérjébe valo beépiilésiik eldtt
kovetkezik be. A HENI enzim a ds kis RNS 3° végén 1évd utolsd nukleotidot metilalja.
Metilacio hidnyaban a kis RNS-ek uridildlodnak és lebomlanak. Ezért a HEN1 metilaz a kis
RNS félélet idejének szabalyzasaban jatszik fontos szerepet.

A TEV és a CIRV két olyan modell virus, amelyek a virdlis siRNS-ek megkdtésével blokkoljak
a gazdanovény antiviralis védelmi rendszerét. Oriasi kiilonbség van a TEV-vel és a CIRV-vel
fert6zott novények metilacids allapotaban, mely legalabb két okra vezethetd vissza:

-A CIRV a mitokondrium kiilsé membranjaban replikaldédik, mig a TEV az endoplazmas
retikulumban, de a CIRV-vel szemben, a TEV replikdcidjanak helyszine kozvetlen
kapcsolatban van a citoplazmaval. Elméletileg a kompartmentalizacio kovetkeztében a CIRV
genomi RNS-rdl képzddott siRNS-ek eldszor metilalddnak és csak utana kertilnek kapcsolatba
a p19 fehérjével. Szintén a kompartmentalizacio jatszat szerepet abban, hogy a CIRV fertdzott
novényekben nemcsak a virdlis siRNS-ek, hanem a miRNS-ek is kb. 80%-ban vannak
metilalva.

-A CIRV pl9 ¢és a TEV HC-Pro kiilonb6z6 moddon koti a siRNS-eket. A pl19-siRNS
haromdimenzios térszerkezetének ismeretében megallapitottdk, hogy a p19 a siRNS 5’ végén
1év0 foszfat csoporttal 1ép kapcsolatba. Ezért az is elképzelhetd, hogy a HEN1 metildz azoknak
a kis RNS-eknek a metilacidjara is képes, amelyek mar a p19 fehérjével kapcsolatba 1éptek.
Ezzel szemben, a TEV HC-Pro a siRNS-ek 3’ végein 1év6 utols6 két nukleotidhoz kotddik és
elfedi a siRNS utols6 nukleotidjat, a HENI1 metildz felismerdhelyét. Valdsziniileg ez a

magyarazata annak, hogy a TEV fert6zo6tt novényekben 1év4 si- és miRNS-ek nem metilaltak.

A Hc-Pro egy proteinaz. Van-e ilyen aktivitasa és egyéb szerepe a silencing mellett? A SPMMV

crer

annak,hogy proteinazok valta silencing szuptesszorra?

A virusok a gazdasejt biokémiai apparatusat hasznaljak sikeres miikodésiik érdekében. Mai
tudasunk szerint a virusok altal irdnyitott biokémiai utvonalak szdma nagyobb, mint a virusok
altal kodolt fehérjék szama. Az evolicio sordn feltehetdleg ezért alakultak ki tobb funkcioval
rendelkezd viralis fehérjék. Az RNS virusok genommeérete az 5000-25000 bazisos tartomanyba
esik, ami maximum 20 fehérje megjelenését eredményezi. A HC-Pro is egy multifunkcionalis

fehérje, proteinaz és silencing szupresszor aktivitassal rendelkezik, valamint a TEV



is.

A dolgozatban nem szereplé eredményeim szerint a N. bentamianédban és az E. coli-ban termelt
SPMMV P1 fehérjéje is rendelkezik proteindz aktivitassal. Tobbféle hasitasi terméket
detektaltam, és azt is sikeriilt allapitani, hogy a kb. 25, 40 és 55 kda-os polipeptidek a P1 N-
terminalis végének kiilonb6zd hosszsagl valtozatait reprezentaljak. Tulajdonképpen ez a
megfigyelés adta azt az otletet, hogy kiilonbozd hosszusagu P1 valtozatok RNS silencing gatld
aktivitdsat megvizsgaljam.

A Potyvirideade csaladba tartoz6 virusok kb. 10000 nukleotid hossziisagh genomi RNS-érdl
atlagban egy 3000 aminosavbol alloé poliprotein transzlaloédik, amelyrél 10 érett fehérje
keletkezhet. Az érett fehérjék elméletileg ekvimolaris koncentracidoban lehetnek jelen. A
aktivitasuk altal vagodnak le és nyerik el biologiai aktivitasukat, a poliprotein tovabbi hasitasat
a Nla proteinaz végzi. Az érett strukturdlis és nem-strukturdlis fehérjék kialakuldsanak
dinamikéja jelenleg nem ismert. Azonban a HC-Pro sajat és a P1 proteinaz aktivitasa a Nla
fehérjétdl fliggetleniil biztosithatja az antivirdlis valasz blokkol4dsdhoz és a virus atvitelhez
sziikséges ¢és elégséges HC-Pro koncentraciot. De az SPMMYV esetében ennél is egyszeriibb a
helyzet, a P1 silencing szupresszor fehérje sajat proteinaz aktivitasa éltal alakul aktiv silencing

szupresszor fehérjéve.

Mi indokolta az E29 abran bemutatott kromatogrdfias kisérletet, amikor az E30 abran
bemutatott kisérlettel a kézvetlen kélcsonhatast is kilehetett mutatni a fehérjek kozott?

Annak ellenére, hogy a kiilonb6zd fajokbdl szarmazdé AGO fehérjék szekvenciaspecifikus
endonukledz aktivitasat sikeriilt bebizonyitani in vitro, az irodalmi adatok arra mutatnak r4,
hogy a tobb alegységbdl allo RISC komplex felelds az RNS silencing aktivitdshoz in vivo.
Példaul a Droshophila melanogaster embriobol és az emberi szovettenyészetbdl izolalt RISC
egy 800 kDa-ndl nagyobb molekulatomegli RNS-fehérje komplex. Mindkét fajbol
azonositottak az AGO szekvenciaspecifikus endonukledz mellet a DICER enzimet, valamint
dsRNS koto és helikaz aktivitassal rendelkezd fehérjéket is.

Az AGOl fehérje a Nicotiana benthamiana-ban is egy 800 kDa-ndl nagyobb
fehérjekomplexben van jelen. Bar a tobbi alegységrél egyelére nem rendelkeziink
informaciokkal, a 800 kDa méretli komplexet fogadjak el RISC komplex-ként. Ahogy
opponensem is megjegyezte, az AGO1 és P1 kozotti kdlesonhatast immunoprecipitacidval

kimutattuk. Ezért szerettilk volna megtudni, és bemutatni, hogy a P1 fehérje a ndvényi RISC



komplexhez is kapcsolodik-e. A gélsziirés alkalmazasa lehetdséget biztositott arra, hogy a P1-

el kdlesonhatasba 1épd komplex méretét meghatarozhassuk.

Az in planta kisérletekben 35S promoterrel tranziensen kifejeztetett virdalis géneket hasznalt. Ez
feltehetoen igen magas fehérjeszinteket jelentett a névenyi sejtekben. Mennyire lehet az igy
kapott eredményeket a valos virusfertozes koriilményeire extrapolalni?

Konnyti kivitelezhetdsége és viszonylagos egyszerlisége miatt a tranziens fehérje kifejeztetés
egy széleskorben elterjedt modszer. Birdlomnak igaza van, a tranziens mddon kifejeztetett
fehérjék magas szintet érnek el a novényi sejtekben. Véleményem szerint a tranziens
kifejeztetés nem modellezi az in vivo éallapotokat. Jo példa érre a Sweet potato mild mottle
virus. Az SPMMV gyenge tiineteket okoz a batatan, virulensebb virusokhoz hasonlitva
nagysagrendekkel alacsonyabb virus titert mértek a fert6zott ndvényekben. Ennek ellenére
tranziens rendszerben a Pl silencing szupresszor aktivitdsa Osszemérhetd a nala sokkal
virulensebb ndvényi virusokbdl szarmazd szupresszor fehérjék aktivitasaval. Ugyan nem
vizsgaltak eddig, de nagy valosziniiséggel joval alacsonyabb a P1 mennyisége a virusfertdzott

ndvényben, mint amit a tranziens megkozelitést alkalmazva el lehetett érni.

Az E 36. abran az AGOI DAH és a Pl fehérje egyiittes csendesito hatdsanak magas szintjére
adott magyarazat nem egyértelmii. Nem az, vagy az is, lenne varhato, hogy az AGOI DAH
fehérje kivonja (kititralja) a Pl-et az endogén AGO1-vel valo kélcsonhatasbol?

Az SPMMV a kevésbe virulens virusok csoportjaba tartozik. Az SPMMV legalabb két fajt
képes megfertdzni, mindkét esetben gyenge tiinetek jelentkeznek, majd a ndvény kigydgyul a
fert6zésbol. Ebben a kisérletben azt vizsgéltuk meg, hogy az antiviralis védekezés elsd
vonalédba tartoz6 AGO1 és -2 fehérjék hogyan segitik elé az SPMMYV eliminélasat. Kisérleti
rendszerként az in. ta-siRNS (trans-acting) itvonal néhany elemét hasznaltuk fel. A Taslc egy
nem kodold mRNS, amit az AGO1/miR173 komplex hasit el. A hasitési termékek az RDR6
(RNS fiiggé RNS polimeraz) két szalit RNS-s¢é alakitja, majd a DCL4 hatasara keletkeznek a
ta-siRNS-ek, amelyek szdmos mRNS expresszidjat szabalyozzak. Eredményeink azt mutattak,
hogy az SPMMYV P1 gitolja az AGO1 aktivitasat. Birdlom kérdése az E36. abra A panel 10.
oszlopaban bemutatott egyik kontrol kisérletre vonatkozik. Az AGO1-DAH muténsban a
katalitikus helyet alkotd Asp-Asp-His (DDH) aminosavak koziil a hisztidint alaninra cserélték
(DAH), ezért az AGO1-DAH nem mutat endonukleédz aktivitast, de az AGO1-DAH/miR173
komplex a target RNS-hez hozzékapcsolddik. Az abra 8. oszlopaban bemutattuk, hogy a P1 az
endogén és az exogén (agroinfiltralassal bejuttatott) AGO1 aktivitasat is gatolja. Az ébra 9.

oszlop eredménye azt mutatja, hogy az endogén AGOI1 aktivitdst az AGO1-DAH is gatolja,



valosziniileg megkoti (kititralja), de nem vagja el a Taslc target RNS-t. A P1 és az AGOI-
DAH bejuttatasaval (E36. dbra A panel, 10. oszlop) a 8. és 9. oszlopban bemutatott
eredményhez képest nem additiv, hanem valoszinlileg szinergista hatast értiink el. Birdlom
javaslatat elfogadom. A tranziensen kifejezett AGO1-DAH Kkititralhatja a P1 fehérjét a
rendszerbdl, és ebben az esetben talan még additiv hatast nem eredményezett volna a P1 és az
AGO1-DAH jelenléte.

Az altalunk hasznalt kisérleti rendszerben az elhasitott Taslc-bdl két tovabbi lépésben
keletkeznek a ta-siRNS-ek. Tehat a ta-siRNS-ek mennyisége forditott ardnyban van a Taslc
hasitasaval. A ta-siRNS-ek mennyiségének megallapitdsdval biztosan pontosabb vélaszt
adhatnék Biralém kérdésére.

Véleményem szerint az altalam képviselt elméletet legalabb részben aldtdmasztja az E36. abra
B panelje. Alapesetben a Nicotiana benthamiana levelében az AGO2 aktivitas alacsony, mivel
az AGO1 a mir403-en keresztiil jelentdsen csokkenti az AGO2 mRNS mennyiségét (E36. dbra
A panel, 8. oszlop). Azonban a Pl hatasara az az AGO1/mir403 gatlas megszlinik és
megemelkedik az endogén AGO?2 aktivitas (E36. abra A panel, 9. oszlop). Az E36. dbra A
panel, 13. oszlopaban A P1 hatdsdra megemelkedett az endogén AGO2 aktivitas, de,
véleményem szerint az AGO2-DAD (Asp-Asp-Asp, DDD helyett Asp-Ala-Asp, DAD) mutans
,stabilizalja” a Taslc A388T mRNS-t. Annak ellenére ,,stabilizalodik” a Taslc A388T mRNS,
kititralhatja, mert sajat eredményeim szerint a P1 kapcsoldodhat az AGO2-hez és bar ezt nem

vizsgaltuk, de valdsziniileg az AGO2-DAD mutanshoz is.

Szintén ezen az abran mutatja be, hogy a P1 AGOI-aktivitast gatlo hatdisa mellett az AGO2
transzkripcioja és aktivitasa megnovekszik. Elképzelheto magyardzat lehet-e, hogy a névény a
gatolt AGOI aktivitas kompenzalasakent emeli meg az AGO2 transzkripciot és aktivitast?
Hogyan tudott az endogén és a bevitt AGO?2 gének expresszioja kozott kiilonbséget tenni?

Véleményem szerint a P1 hatdsara az endogén AGO2 poszt-transzkripcionalis regulacioja
valtozik. Alapesetben az AGO1 a miR403 miRNS-en keresztiil alacsonyan tarja a AGO2
mRNS szintjét. P1 jelenlétében az AGO1 aktivitas csokken, ennek kovetkeztében az AGO1
altal szabalyozott mRNS-ek, igy az AGO2 mRNS szintje is megemelkedik. Opponensemmel
egyetértek: a novény a P1 fehérje hatdsara (a P1 bejuttatdsival modelleztik az SPMMV
fert6zést) bekovetkezd AGO1 aktivitas csokkenését probalja meg az AGO2 mRNS és aktivitas
novelésével kompenzalni. Ezért tartjdk az AGO2 fehérjét is az AGOI1 mellet a ndvényi

antiviralis védekezés els6 vonalanak.



Az AGO2 mRNS szintjének relativ emelkedését kvantitativ PCR-rel bizonyitottuk be. Az
endogén ¢és a bejuttatott AGO2 mRNS kozott nem tudtunk kiilonbséget tenni, azonban
eredményeinkbdl jol latszik, hogy P1 hatdsara az endogén AGO2 mRNS a kontrollhoz képest
kb. 11-szeresére novekszik. Az AGO2 mRNS tranziens kifejezése soran az endogén és exogén
AGO2 mRNS szintjét is mértiik. Azonban ehhez a mintdhoz képest is a P1 hatasara 5-szo6ros

mRNS mennyiséget detektaltunk, ami az altalunk levont kdvetkeztetést erdsiti meg.

Meég szintéen az E36 dbraval kapcsolatban azt irja, hogy az AGO2 és Pl egyiittes
expresszaltatasa megnoveli az AGO2 aktivitast, ami az abra alapjan (B rész 9,10,11 oszlopok)
kétséges, hogy szignifikans kiilonbség-e.

Opponensemnek igaza van, a P1 és az AGO2 egyiittes expresszaltatisa nem szignifikans
mértékben noveli meg az AGO2 aktivitast. A kiilonbség ugyan kicsi, de a kisérlet tobbszor

megismételve konzekvensen ezt az eredményt adta.

Az E40 dabra kapcsan: ha az AGO1 DAH fehérje stabilizalja a target RNS-t, akkor nem kellene
a 14 oszlopban transzkriptet latni?

A Kkisérlet célja a P1 fehérje pontos mitkddési mechanizmusanak megismerése volt. Arra a
kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a P1 fehérje megakadalyozza-e a target RNS kapcsolodasat
miRNS-t tartalmazd AGO1 fehérjéhez. A kérdés megvalaszoldsdhoz megvizsgaltuk azt, hogy
a vad tipusu és mutans P1 és AGO1 fehérjékbdl 1étrehozott kiilonbdzd RNS-fehérje komplexek
tartalmazzék-e a target RNS-t. A kiilonboz6 P1-AGO-kis RNS komplexeket a P1 fehérjén
keresztiil izoldltuk immunoprecipitacioval. Birdlomnak igaza van, az AGOI1-DAH fehérje
jelenléte stabilizalja a target RNS-t. Az immunoprecipitdcié input és az elualt frakcidiban RT-
PCR-rel mutattuk ki a target RNS jelenlétét. Véleményem szerint az altalunk hasznalt szemi-
kvantitativ PCR mddszer nem mutatta ki az AGO1-DAH korabban tapasztalt hatasat. Az elualt
frakcioban azonban nem detektaltuk a target RNS-t, mert az a kisérleti kombindcié nem

tartalmazott P1 fehérjét.

A 96. oldalon azt irja, hogy ,,a PI-C884/C1304 mutdins megkoti az AGOI DAH fehérjét,
azonban ez a komplex nem tartalmazza a target RNS-t” ... De az E40 dbra 16. oszlop és az ezt
megelozé mondat alapjan tartalmazza. Ez tehat csak eliras?

Ko6szondm Opponensemnek, hogy felhivta erre az elirdsra a figyelmemet.

Van arra elképzelés, hogy mi a SPMMYV virus P1 fehérje N-termindlis extenziojanak az eredete?
A 86. oldalon emlit egy 383 aminosavas fehérjét, ami a P1 N-terminalis részét tartalmazza. Ez
lehet az eredeti szupresszor, ami a nagyobb 759 aminosavas fehérjére keriilt rekombindacioval



vagy éppen forditva, arrol valt le? Vannak ezzel az N-termindalis szakasszal homolog fehérjék
barmilyen organizmusban az emlitett SPFMYV P1 fehérjén kiviil?

A Potyvirideae csaldd Potyvirus nemzetségbe tobb mint 150 virusfaj tartozik. Ezek koziil a
Sweet potato virus C (SPVC), a Sweet potato virus 2 (SPV2), a Sweet potato virus G- (SPVG)
¢s az SPFMV (Sweet potato feathery mottle virus) fajokban taldltak a Potyvirideae csalad
Ipomovirus nemzetségbe tartoz6 SPMMV Pl-hez hasonld méretli fehérjét kodold régiot.
Filogenetikai vizsgélatok eredménye azt mutatta, hogy az SPMMYV P1 szupresszor aktivitassal
rendelkezd régioja (5° vég) a Potyvirus nemzetségbe tartozo fajok hasonléd szakaszaval, mig a
proteaz domént kodold régid inkabb az Ipomovirus nemzetségbe tartozd fajok megfeleld
régiodival all kdzelebbi rokonsagban. Valdsziniileg SPVC, SPV2, SPVG és SPEFMYV fajok k6zds

Ose ¢és az SPMMYV egyik elddje kozotti rekombindcios esemény hatisara alakult ki a két

crer

crer

eredetiikr6l sem rendelkeziink egyeldére informacidval.

Az SPMMYV P1 fehérjével kapcsolatos munkank korai szakaszaban ismertiik fel, hogy a fehérje
N-terminalis régioja harom, mar bizonyos eukaridta modellél61énybdl is ismert glicin-triptofan
(WG/GW) aminosavakat tartalmazé domént tartalmaz.

A WG/GW fehérjék két nagy csoportra oszthatok:

-Tobb modulbdl all6 fehérjék, amelyekben egy jol behatarolhatod szakaszon, a fehérje N- vagy
C-terinalis régidjaban, akar 30-40 WG/GW domén is megtalalhatd. Ezek a molekuldak az AGO
fehérjéhez kapcsoldodva fontos elemei a transzkripciondlis és poszt-transzkripcionalis RNS
silencing-nek.

-A magasabbrendli névényekben 1évé 1-3 WG/GW domént tartalmazéd fehérjék a ndovényi
miRNS alapt génszabalyozasban jatszanak fontos szerepet.

Azo6ta méar virusokban is azonositottak olyan silencing szupresszor fehérjéket, amelyekben a

WG/GW domén elengedhetetlen az aktivitds szempontjabol.

Veégezetiil, az eredmények lehetséges biotechnologiai alkalmazasaként a transzgen expresszio
stabilizaldasat emliti névenyekben. A virus korokozokkal szembeni védekezéshez hozzajarulhat-
e a silencing szupresszorok kutatdasa?

Ez a tudomanytertilet kb. 20 évvel ezeldtt alakult ki, és az azota eltelt idészakban rendkiviil sok
ismeret halmozddott fel. Megtudtuk, hogy az egyszalit RNS szekvenciaspecifikus degradacigja

részt vesz az ¢l6lények biologiai folyamatainak szabalyozdsdban. Fontos szerepet jatszik a



transzkripcionalis €s poszt-transzkripciondlis szinten a sejtszintli génszabdlyozasban ¢és
megismertiik az antivirdlis védekezésben betoltott szerepét is. Feltérképezték az RNS silencing
utvonalakat és azonositottak az abban részt vevo géneket. Megéllapitottak, hogy a kiilonb6z6
RNS silencing utvonalak hasonld szerkezeti és aktivitasu fehérjék alkotjdk. Példaul, az
Arabidopsis thaliana-ban négy, a kis RNS-t kialakitasaban részt vevo DICER enzimet talaltak.
A DCLI1 a miRNS indukélta génszabéalyozasban jatszik fontos szerepet, a DCL2 és DCL4
fehérjék a viralis siRNS-ek kialakitasaban jatszanak fontos szerepet, mig a DCL3 a sejtmagban
1év0 transzkripcionalis silencing miikddéséhez biztositja a 24-26 nukleotid hosszsagl siRNS-
eket. Hasonl6 a helyzet az Arabidopsis thaliana-ban 1évé tiz AGO fehérje esetében is. Ennek
ellenére a kiilonb6zd RNS silencing utvonalak 4t is fedhetnek. J6 példa erre a ta-siRNS-ek
(trans-acting) altal kozvetitett génszabalyozasi utvonal, amelyben a miRNS indukalta és az
antiviralis silencing utvonal bizonyos elemei egyiitt szerepelnek. Ezzel parhuzamosan
novekedtek ismereteink a virdlis silencing szupresszorokrol. Egyre tobb virdlis silencing
szupresszort azonositottak és jellemeztek és ezek az eredmények azt mutattak, hogy ezek a
virdlis fehérjék az eddig ismert silencing utvonalak szinte minden Iépésébe képesek
beleavatkozni. A RNS silencing alapt génszabalyozasi Gtvonalak at is fedhetnek, pl. egy enzim
tobb utvonalban is szerepet jatszik, vagy a kiilonb6z6 eredetli kis RNS molekuldk hasonlo
szerkezettel rendelkeznek, ezért a ndvényi virusok az antiviralis védekezés mellet mas RNS

silencing utvonalakat is blokkolhatnak.
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