Valaszok Dr. Fehér Attila biralatara.

Szeretném megkoszonni Dr. Fehér Attilanak, hogy elvéllalta a biralat faradsdgos munkajat, az
értekezés alapos, minden részletre kiterjedd elemzését és hogy ramutatott a dolgozatomban

talalhat6 hianyossagokra.

"...A dolgozatban nagyon sok az eliras, pontatlansag...."

A dolgozat formai kivitelezése soran elkovetetett elirdsokra, pontatlansagokra és
kovetkezetlenségekre nincs mentség, csupan elismerhetem a birdld jogos kritikajat. A
dolgozat irdsa soran az angol nyelvii cikkek "visszaforditdsa" magyar nyelvre a vartnal joval
nagyobb gondot okozott a szerzének. Ez azonban csak menteget6zés €s a legtobb amit
tehetek, hogy elnézést kérek a birdloktol az elkovetett formai hibakért, amelyek

megnehezitették a dolgozat olvasésat, biralatat.

"... ,A Felhasznalt anyagok és mddszerek” fejezet a jeldlt teljesen kihagyta és e tekintetben egyszeriien a

megjelent publikaciokhoz irdnyitja az olvasét. Véleményem szerint ez nem szerencsés megoldas...."

A "Felhasznalt anyagok és modszerek" fejezetet szandékosan hagytam ki, mivel Ggy éreztem,
hogy az alkalmazott technikdk nagy szdma miatt ez a fejezet indokolatlanul megnovelné a
dolgozat terjedelmét. A masik indok az volt, hogy az altalunk kidolgozott és hasznalt LNA
alapu kis RNS kimutatd technologia, amely eltérden az altalanos hasznalt molekularis
bioldgiai eljarasokkal szemben ujszerli volt, szamos technikai jellegli kézleményiinkben
részletesen le lett irva. Ezen érvek ellenére elfogadom a kritikat, hogy a "Felhasznalt anyagok
¢s modszerek" fejezett hidnya megneheziti a biralatot, hiszen sziikség esetén az eredeti
publikéciot, illetve az abban szerepld hivatkozast, kell kikeresni és fellapozni. Amennyiben
lehetséges, akkor csatolni fogom a kért mellékletet, amely részletezi a legfontosabb specifikus

modszereket.

Valaszok a birdl6 szakmai megjegyzéseire és kérdéseire:

1. A 13. oldalon tett sommas allitas, miszerint ,,A természetben nem fordul el6 DI RNS” természetesen nem
igaz. Gondolom arra szertett volna utalni a jeldlt, hogy 6nmagukban, helper virus nélkiil, nem fordulnak eld,

nem replikalédnak ezek az RNS-ek az él61ényekben.



A ndvényi virusokkal tobbféle szub-virdlis replikon tarsulhat. A szatellit RNS-ek nem
mutatnak a gazda virussal szekvencia azonossagot. Ezzel szemben a defektiv interferald (DI)
RNS-ek a gazda genomrdl keletkeznek delécidok sorozataval. Tombusvirusok esetében
vizsgaltak DI RNS-ek jelenlétét természetes izolatumokban [1]. A megvizsgalt 50 izolatum
egyikében sem taldltak DI RNS-t azonban satellite RNS-eket képesek voltak kimutatni. Mas
irodalmi adatok sem erOsitik meg tombusvirus DI RNS-ek eldforduldsat természetes
izolatumokban. Természetesen ez valoban nem jelenti azt, hogy tombusvirus DI RNS-ek nem
létezhetnek természetes, szabadfoldi, koriilmények kozott csak azt, hogy jelenlétiik nem volt
kimutathatd az eddig vizsgalt izolatumokban. A tombusvirus DI RNS-ek viszont kdnnyen
generalhatok laboratoriumi koriilmények kozott egymast kovetd atfertézések sorozataval. Egy
masik, a Carmovirusok kozé tartoz6 RNS virus esetében leirtak természetes izolatumban

eléforduld DI RNS-t [2]. A kijelentés igy valoban sarkos és tulsdgosan altalanosito.

2. Az 5., 6., és 7. abrakon mas-és-mas az LNA oligdk hibridizaciés hdmérséklete (37, 42, illetve 45 °C) miért, és

mi az elfogadott, altalanosan alkalmazhaté hémérséklet, ha van ilyen?

Ezek a kisérletek az LNA oligoknukleotidok hibridizalasi paramétereinek beallitasat céloztak.
Az 5. 4dbran az LNA oligoknukleotidok hibridizalasi hatékonysagat akartuk bemutatni a
tradicionalis DNS oligonukleotidokkal Osszevetve, ezért a DNS oligonukleotidok szaméra
optimalasi feltételek (37 °C) mellett hibridizaltunk. A 6. dbran az LNA oligonukleotidok
probak specifikussagat vizsgaltuk olyan modositott LNA oligonukleotidot felhaszndlva,
amely két eltérést hordozott a cél szekvencidhoz képest. A specificitds vizsgalatahoz itt
megemeltiik a hdmérsékletet (42 °C). A DNS oligonukleotid proba ezen a hémérsékleten mar
gyakorlatilag nem adott jelet. A 6. abran a kiilonb6zd eredetli forrasokbol szarmazé RNS
mintak esetleges nem specifikus hibridizacidjat vizsgaltuk. Mivel a hibridizalas jol mikodott
42 °C ezért feljebb emeltiik 45 °C-ra a hdmérsékletet, hogy tovabb fokozzuk a specifitast. A
tovabbi kisérletek tapasztalata alapjan 50 °C-ot javasoljuk a kiindulasi hibridizalasi
hémérsékletnek, de ettdl akar 10 °C -kal plusz és minusz irdnyba is el lehet térni a konkrét

kisérlet igényei alapjan.

3. Szintén ehhez, illetve az Anyag és mddszer fejezet hidnyahoz kapcsolodva: a 8. abra cimében koncentracid
fiiggést emlit, de az abran proba mennyiségek (pmol) szerepelnek. Mik voltak az aktudlis illetve optimalis

koncentraciok?

A 8. abra cime pontatlan. A kisérletben egységnyi hibridizalasi pufferbe (10 ml) tettiink 1
illetve 10 pmol mennyiségi jelolt probat és dsszehasonlitottuk a kapott jeleket. A kisérlet

célja annak a kimutatisa volt, hogy a koltséges LNA oligonukleotid proba mennyiségét a



tizedére csokkentve is lehet hatékonyan a miRNS-eket detektalni. Jelenleg 1-5 pmol proba
hasznalatat javasoljuk a cél RNS abundancidjatol fiiggéen (10ml hibridizal6 folyadékban).

4. A 34. oldalon az miRNS-ek kifejez6désének tér- és idobeli szabalyozasaval kapcsolatban jelzi, hogy ezt mas
csoportok is kimutattak parhuzamosan az altala végzett kisérletekkel, de ezeket nem diszkutalja. Miben rejlettek

a parhuzamok illetve kiilonbségek?

A kiilonb6zé6 miRNS-ek térbeli kifejezodésének vizsgalatakor azt talaltuk, hogy egyes
miRNS-ek a szallitoszoveti rendszerben halmozodnak fel, amely arra utal, hogy esetleg
képesek mozogni a ndvényben igy szabalyozva a cél mRNS-eiket. A citalt irodalmak erre, a
miRNS-ek lehetséges nem sejt-autondm aktivitasara utaltak. Yoo és mtsai. hancs nedvbdl
mutattak ki miRNS-ek jelenlétét [3]. Lin és mtsai. oltassal mutattak ki hogy, a miR399 képes
a transzgénikus miRNS taltermeld ndvénybdl atjutni a vad tipusti ndvénybe [4]. Carlsbecker
¢s mtsai. a gyokeret vizsgalva mutattak, hogy a miR165/166 képes szignalként viselkedni €s

az aktivitasat a keletkezési helyétdl tavolabbi sejtekben kifejteni [5].

5. A 35. oldalon emliti egy mikroRNS in situ hibridizacios adatbazis felallitdsanak megkezdését. Hogyan all ez

az adatbazis ma? Elérhet6-e mas laboratoriumok szdmara is?

Az adatbazis felallitdsa, sajnalatosan kezdeti stadiumban van és nem elérhetd kiilsé
munkatarsak szdmara. Eddig a legaltalanosabb konzervativ miRNS-ek expresszids mintdzatat
hataroztuk meg, illetve elkezdtiik egyes RNS interferencia mutansok vizsgalatat is. Az anyagi
forrasok elapadasaval és a kisérleteket végzd kollega kiilfoldre tavozasaval ezek munkak

lealltak. Uj palyézati forrds megszerzése esetén tudjuk csak folytatni a megkezdett munkat.

6. A 39. oldalon a GapA mRNS kifejezodésének mintazatat a korai virus fejlodési szakaszban is mutatni kellett

volna, hiszen fontos kovetkeztetést von le beldle.

Az eredeti kozleményben szerepel egy abra, amelyben in sifu hibridizalassal vizsgaljuk a
GapA mRNS kifejez8dését a virus fertdézés korai idépontjaban. Ez az adat valoban kimaradt a

dolgozatbdl, helyesebb lett volna bemutatni.
7. Mi alapjan kertiltek kivalasztasra a ,,shut oft” jelenséggel kapcsolatban vizsgalt gének (pl. 14. abra)?

A gének egy részét (GapA, tubulin) mar hasznaltak a virusfert6zés indukalta shut-off jelenség
vizsgalata soran, ezért ezeket mint referencia géneket vélasztottuk a kisérleteinkhez. A gének
masik része stressz kapcsolt gének (HSP90, GST) és kivancsiak voltunk, hogy ezeknek az
altalaban stressz hatdsokra indukciot mutatd géneknek a kifejezddésére milyen hatassal van a

virusfertézés indukalta shut-off jelenség. A tobbi vizsgalt dltalanos haztartasi gént dnkényesen



valasztottuk ki. A kivalasztds sordn tobb olyan gént is vizsgéltunk, amelyeket altaldénosan
hasznalnak qPCR kisérletekben referencia génként (Cph, Cox, Hle, Ef2, GapA, TubA). Az
eredményeink megmutattak, hogy ezeknek a referencia géneknek a tobbsége a shut-off hatasa

ala esik, ezért hasznalatuk qPCR kisérletekben (virusfertdzott ndvényben) torzitod hatdsu lehet.

8. Mi adhatja a ,,shut off” jelenség specifitasit, azaz miért pont az adott gének kapcsolddnak ki? Vizsgaltak-e a

jelenséget Arabidopsisban, és ha igen ki tudtak-e mutatni k6zds szabalyozasi 1épést (pl. azonos transzkripcids
faktor) ezeknek a géneknek a szabalyozasaban? Szerepet jatszhat-e a ,,shut off” jelenségben a kromatin-medialt

géncsendesités mechanizmusa?

Az eredményeink alapjan a shut-off jelenség kialakuldsa fiigg az adott virus-novény
interakcidtol. Arabidopsis esetében két virust (ctTMV, TCV) hasznalva vizsgaltuk a shut-off
kialakulasat. Azt tapasztaltuk, hogy ezek a virusok nem vagy nem markéansan képesek a shut-
off jelenséget eldidézni a virusfert6zott novényben, ezért Arabidopsis-al tovabbi kisérleteket
nem végeztiink. Azonban, Nicotiana benthamiana ndvényeket fertdztliink két erds shut-off
jelenséget indukalo virussal (ctTMV, CymRSV) és egy nem indukald virussal (TCV) majd az
ezeket a novényeket felhaszndlva genom szintli transzkriptom analizist végeztiink. Ezek a
kisérletek és az adatok feldolgozasa jelenleg is folynak. Az elézetes eredmények azt mutatjak,
hogy a shut-off jelenséget mutatd novények esetében transzkripcios faktorok is érintettek,
azonban ezek biologiai szerepének tisztazasa a shut-off jelenség folyamatban még varat
magara. Az RNS interferencia kozvetitett kromatin szintli modositasok valoban lehetnek okai
a megfigyelt shut-off jelenségnek (féleg hogy az adataink alapjan transzkripcionalis szinten
zajlik le a gatlasi folyamat). Azonban kis RNS Northern blot segitségével nem sikeriilt olyan a
cél mRNS-ekre specifikus kis RNS-eket kimutatni, amelyek transzkripiconalis
géncsendesitéshez vezethetnének. Ennek ellenére valamilyen kromatin szinti modifikacid
eredményezheti a cél mRNS-ek eltlinését, ezért a jovében tervezziik a shut-off-ot mutatd

gének metilacios mintdzatdnak vizsgélatat.

9. Az 58. oldalon azt irja, hogy a DI RNS jelenléte nem szoritja vissza a pl19 fehérje ,,mennyiségét”, ami nem
egészen pontos, mert a pl9 mennyiségét a virus RNS mennyiségével egyiitt visszaszoritja, amit a 24. abra B-
része is mutat, a virus RNS:p19 fehérje arany (felteheten a pl9 fehérje szintézis ratdja) az ami valojaban nem

valtozik.

Valoban, a pl9 fehérje és a virus genomikus RNS-ének ardnya nem valtozik DI RNS

jelenlétében illetve hidnyaban.



10. Tobb helyen, igy a 25. abran (58. oldal) is, kvantitativ kdvetkeztetéseket von le in situ hibridizacios
kisérletek eredményeibdl pl. a virus RNS-ek felszaporodasara. Miért ez volt a legmegfelelébb megkozelités erre

a problémara?

A DI RNS-ek jelenléte a virusfert6zott novényben a virus terjedésének gatlasat, a virus
mozaikos felhalmozodasat idézi eld. Az altalanos mintavételi eljards, a fert6zott levelek
begytijtése, ezért nem ad modot a sejtszintli valtozdsok nyomon kovetésére. Ezt a problémat
az in situ hibridizacios eljards hasznalataval lehet megkeriilni. A kisérleteink soran,
sziikségessé valt kvantitativ kdvetkeztetések levondsa az in situ hibridizacios kisérletekbol.
Az in situ hibridizaciot valoban nem fogadjak el valos kvantitativ eljarasként. Azonban a
kisérletek jellege miatt kénytelenek voltunk ezt a rendszert hasznalni, hogy legaldbb durva
kvantitativ becslést tegyiink. Ehhez az in situ hibridizacio technologia soran a szignal el6hivas
sordn kiilonbozé egymast kovetd idopontokban leallitottuk a reakciot €s szignal kialakulds
dinamikajat hasonlitottuk O0ssze az egy lemezen talalhaté kiilonb6z6 mintdk kozott. Ezt a

biralok elfogadtak mint becslést a kvantitativ jellegre.

11. A 26. abran (60. oldal) a relativ siRNS/p19 arany szamszerUsitése bator vallalkozas két eltérd érzékenységii
megkozelitéssel (Western blot, Northern hibridizacid) kapott jelintenzitas alapjan. Pontosabb lett volna az abran
az értékeket pusztan a detektalt jelek intenzitdsanak az aranyaként feltiintetni, ami a tényleges helyzet. Ebbdl

természetesen lehet kovetkeztetni az siRNA/p19 ardnyban meglevo relativ kiilonbségekre.

A 26. dbran egy kozelitd aranyt probaltunk megadni a relativ siRNS/p19 felhalmozodasra. A
mintdkat homogenizaltuk, egyik felébol RNS kivonatot, masik felébdl fehérje prepardtumot
készitettiink igy a mintdk Osszevethetéek voltak. A mintdkat azonos kisérleti eljarasban
(Northern blot és Western blot) analizaltuk. A kialakul6 jelek erdsségét denzitométerrel
meghataroztuk és ezek ardnya (tehat az érték valdban a kapott jelek intenzitdsanak az aranya)

adott egy relativ szamot, ami tiikrozte a sSiRNS/p19 megkdzelitd aranyat.

12. A 30-31. abrakon (64-65. oldal) 15° C-on 7 nappal a fertézés utdn a DI RNS mennyisége joval kisebb
(ellentétben a szoveggel, ahol azt allitja, hogy a DI RNS-ek minden hémérsékleten és iddpontban nagy
mennyiségben halmozoédtak fel), mint a magasabb homérsékleteken, de a genomi RNS mennyisége mégis
csokken. Mi ennek a magyarazata? Nem lehet ennek a csokkent kezdeti DI RNS mennyiségnek a
kovetkezménye, hogy a virus felhalmozdodasa ezen a hdmérsékleten csak atmenetileg gatlodik? Annal is inkabb,
mert a 24. abran a transzfektalt protoplasztok esetében szintén az lathatd, hogy a korai (24 6ras) iddpontban a DI
RNS szintje alacsonyabb 15 °C-on a tobbi hdmérséklettel 6sszevetve, szemben a késébbi (48 oras) idoponttal, és

a genomi RNS szintje is hasonléan valtozik, mint a 30. dbran a teljes ndvények esetében.

Valoban 15 °C-on, virusfertézott novényben és transzfektalt protoplasztban, a kezdeti

idopontban kevesebb DI RNS felhalmozodasat lehet detektdlni mint magasabb



hémérsékleten. Az elgondolasunk az, hogy a virus replikdcidhoz sziikséges faktorokeért
torténd versengésnél is nagyobb szerepet jatszik a DI RNS-ek p19 gatlo hatasa (p19 fehérje
telitése siRNS-ekkel). 15 °C-on a siRNS alapu RNS csendesités erdsen gatolt a ndvényekben,
ezért a DI RNS-ek pl9 keresztiili aktivitdsa nem érvényesiil. Azonban, a replikdcios
faktorkért vald versengés miatt lehetséges az, hogy ezen a hdmérsékleten korai iddpontban
(még a nem hatékony DI RNS felhalmozodas ellenére is), a DI RNS-ek képesek
visszaszoritani a genomikus RNS mennyiségét. A 15 °C-on vett korai mintdknal megfigyelt
csokkent DI RNS felhalmozddashoz szintén az RNS csendesités aktivitasanak a hianya
vezethet. Szittya és mtsai. kimutattdk, hogy a DI RNS-ek képesek hatékonyan indukalni az
RNS csendesitést a fertézott ndvényben, azonban ez nem képes hatékonyan tdmadni 6ket, ami
elényt nyajthat DI RNS-ek felhalmozodasanak a virus genomikus RNS-ével szemben [6].
Mivel 15 °C-on a siRNS alapt RNS csendesités erdsen gatolt a DI RNS-ek ezen eldnye sem
érvényesiil, igy eltérés keletkezhet a DI RNS/genomikus RNS ardnyban. A fertdzés
elérehaladasaval a DI RNS-ek képesek 15 °C-on is nagy mennyiségben felhalmozodni, ennek

ellenére mégsem képesek megakadalyozni a virus elterjedését a novényben.

13. Tobb bemutatott kisérleti eredmény is azt bizonyitja, hogy a DI RNS védo hatasa elsésorban nem a virus
replikacio szintjén, hanem jelentés mértékben a fehérje szinten nyilvanul meg, ugyanakkor a pl19 fehérjének
ebben nincs kdzvetlen szerepe. De mi a helyzet a tiinet megjelenéséért szintén felelés p33 fehérjével? A DI RNS

kolcsonhat-e a p33 fehérjével, befolyasolja-e annak szintjét ¢s/vagy a p19-vel vald kélesonhatasat?

Egyes esetekben, ha egy tombusvirust heterolog DI RNS (masik tombusvirusrol keletkezett
DI RNS) jelenlétben hasznalunk fel fertézéshez, akkor esetenként a heterolog DI RNS annak
ellenére nem képes a novényt megvédeni a nekrozistdl, hogy virus genomikus RNS-ének
felhalmozodasat gatolja. Kiilonb6zo tombusvirus kimérakat és hetererolog DI RNS-eket
felhasznalva sikeriilt megmutatni, hogy a genom 5' része, a p33 kodold részt is beleértve,
hatarozza meg hogy a heterolég DI RNS véd6é vagy nem védd hatast. Ez az eredmény arra
utal, hogy az egyes DI RNS-ek esetleg kapcsolddhatnak a p33-as fehérjéhez ezzel meggatolva
a nekrozis kialakuldst, mig mas heterolog DI RNS-ek erre nem képesek. Burgyan és mtsai.
szerint, kozvetett vagy kozvetlen lehetséges interakcido a pl9 és p33 kozott felelds lehet a
nekrotikus tiinetek kialakuldsaért [7]. Lehetséges, hogy a védé DI RNS-ek ezt az interakciot
akadalyozzdk meg. Ez az interakcid azonban csak hipotetikus, és kisérlettekkel még nem lett

bizonyitva.

14. A DI RNS-ck hatasara elmarado tiineteket okozhatja-e a ,,shut off” jelenség valamilyen szintii gatlasa?



A DI RNS-ek jelenlétében, hasonldan a pl19 defektiv virus fert6zéséhez, elsdsorban a virus
elterjedése gatolt a novényben. A virus csak foltokban, mozaikosan, féleg az erek ¢és
kornyékén jelenik meg a ndvényben, mig a vadtipusu virus az egész novényt gyakorlatilag
egyenletesen elozonli. Mivel a shut-off jelenség csak ott alakul ki ahol a virus jelen van, a DI
RNS-t tartalmaz6 ndvényekben a mRNS hidny sokkal kisseb lefedettséggel jelentkezik, ezért

valdszintisithetd, hogy tobbek kozott a korlatozottan jelentkezd shut-off jelenség is hozzajarul

az enyhébb tlinetek kialakulasahoz.

15. A 83. oldalon nem artott volna hivatkozni arra, hogy miért szolgalhat a virag pozitiv kontrolként az miR168

RNS érése kapcsan.

A virdg RNS kontrollként valasztasanak az oka csupan az, hogy virdgban magas szinten
jelenik meg a miR168, mig a nem fertdzott levelekben csak gyengén detektalhato. A
virusfert6zés soran a levelében a miR168 felhalmozddasa a virdggal dsszevethetd szintre nd.
A virag eredetli RNS igy praktikus kontrollként szolgalt a mikré RNS prekurzoranak érésének

vizsgalatakor.

16. A 49. dbra B részén (94. oldal) a miR168 szint 1ényegesen magasabb a GFP-t tartalmazd, mint az iires

vektorral transzformalt novényekben. Mi ennek az oka?

Azt figyeltik meg, hogy ha iires binerds plazmid helyett, olyan bindris konstrukciot
hasznalunk, amely fehérjét termel (GFP vagy virus eredetli kopenyfehérje) akkor az
agroinfiltralt névényben a miR168 szintje kiss¢é megemelkedik. Ennek az okéat nem tudjuk. A
novény talan stresszként érzékeli a nagy mennyiségli idegen fehérje termelddését és a miR168
indukcio ennek az eredményeként kovetkezik be. Mivel ez konzekvensen eléfordult, a
mostani  kisérleteinkben mar csak fehérjét expresszald konstrukcidkat haszndlunk

kontrollként.

17. Az 50. abran (96. oldal) a C-panelen, a zIl mutansban, mivel a zIl mutacidval érintett AGO10 fehérje az
AGOI1 transzlacid negativ regulatora, megemelkedett AGO1 fehérje szintet varnék, viszont az abra alapjan ez
inkabb alacsonyabb. Kifejezédik-e nem fert6zott levélben az AGO10 fehérje és gatolja-e ott az AGOI1

transzlaciot?

Az abran talalhato kiillonb6zd paneleken megjelend jelek csak a panelen beliil 6sszevethetdk,
mivel ezek fliggetlen kisérletek, meglehetésen nagy technikai szorassal. Mallory és mitsai.
leirtak, hogy az AGO10 az AGOI1 negativ reguldtora, amely transzlacios szinten hat [8].
Kimutattak, hogy hipomorf AGO1 mutansok aktivitasa helyredllt az AGO10 (zll-3) mutans

hattérben és ez az AGO1 fehérje szint megndvekedésével jart egyiitt. A zlI-3 ndvényekben mi



a virusfertdzés hatdsara kialakulo AGO1 fehérje felhalmozodast vizsgaltuk és egyeldre nincs
adatunk arrol, hogy az AGO10/miR168 rendszer hogyan befolyasolja az AGOI1 transzlacios

szabalyozasat normal koriilmények kozott.

18. Szintén ehhez kapcsolodva, a C panelen mutatott fertézott és mock kezelt mintak fehérje mennyiségében
nagyon nagy az eltérés, amit a Ponceau festés és az aktin western is jol mutat. Az abrabdl egyértelmiien gy
tlnik, hogy ha egyforma lenne a fehérje menyiség, akkor az AGO1 fehérje szintje joval magasabb lenne a
fert6zott, mint a mock mintdban, ami jol tiikkr6zné az AGO1l mRNS szintekben meglévd kiilonbséget, azaz a

transzlacids gatlas aldl vald felszabaduldst. Van-e arra adat, hogy virus fertdzés hatasara levelekben az AGO10

s

gatolni?

A panelen lathaté mennyiségi kiilonbség oka, hogy zlI-3 novények rendkiviil fenotipusosak
(kicsik, nehezen nonek, torzak) igy nehéz Oket felnevelni, fertdzni és megfelelé mennyiségii
anyagot beldliikk prepardlni. Nem publikalt eredményeink szerint virusfertézés hatdsara az
AGO10 mRNS expresszigja megnd virusfertézés hatasara és feltehetden igy képes a
megndvekedett AGO1 mRNS szint transzlaciojat gatolni. A fehérje szintrdl antitest hianyaban

nincs adatunk.

19. Végezetiil egy altalanos kérdés: miRNS/AGO rendszer a ndvényi egyedfejlédés szabalyozasaban is alapvetd
szerepet jatszik. Véleménye szerint az evolucid soran mi volt ennek a rendszernek az elsddleges funkcioja: az

¢16skddé RNS-ekkel, virusokkal szembeni védekezés vagy a génkifejez6dés szabalyozasa?

Az RNS csendesités a miRNS szabalyozason keresztiil nélkiilozhetetlen szerepet jatszik a
novényi fejlédésbioldgiai folyamatokban, mig a siRNS ttvonalon keresztiil elsésorban
invaziv nukleinsavak (virusok,traszpozonok) elleni védekezés valosul meg. Ez a két utvonal
nagyban atfed, pl. az AGOI1 fehérje mindkét utvonalban kdzponti szerepet jatszik, de 1éteznek
kiilonbségek is. Tehat az evolicid soran elsésorban az RNS csendesités siRNS ttvonala
specializaloédott az ¢€16sk6dd RNS-ekkel szembeni védekezésre. Ennek az Utvonalnak a
masodlagos jellegét tiikrozi az, hogy mig hidegben a siRNS utvonal erésen gatolt - nincs ra
sziikség az alapvet6 életfolyamatokban - addig a miRNS ttvonal tovabbra is miikodoképes. A
miR168 medialt AGO1 mRNS szabalyozas nélkiilozhetetlen szerepet tolt be a novény
fejlddésében, a miR168 tultermelése, hidnya vagy miR168 szabalyozas gatolt AGO1 mRNS
kifejezése transzgénikus ndvényben sulyos fenotipusos elvaltozdsokat okoz [9]. Mivel a
legtobb miRNS aktivitdsa az AGO1 fehérjén keresztiil torténik ezért érthetd ennek a
rendszernek az érzékenysége. Az AGO1 fehérje azonban a siRNS alapu virus ellenallosag

kulcs molekuldja is. Virusfertézott ndvényekben nagyon gyakran megné az AGO1 mRNS



szintje, fokozando a ndvény ellenallo képességét. A megndvelt AGO1 szint altal kialakult

fokozott ellenallosag csokkentésére alakulhatott ki az evolucid soran, egyes ndvényi virusok

esetén, a miR168 indukcid képessége, ami a legujabb adataink szerint a kiilonb6z6 virus

eredeti RNS csendesités gatlo fehérjékhez kothetd. Tehat a virusok a miR168 elsédleges

génszabalyozasi funkcidjat hasznaljak ki az AGO1 gatlas kivaltasara.
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