Valaszok Dr. Szabados Laszlo biralatara.

Szeretném megkoszonni Dr. Szabados Laszlonak az opponensi munkat, a dolgozatom

részletes értékelésére forditott idejét és faradsagat.

A dolgozat formai kivitelezése sordn elkovetetett elirdsokra, pontatlansdgokra ¢és
kovetkezetlenségekre nincs mentség csupdn elismerhetem a birdlok jogos kritikdjat. A
dolgozat készitése soran az angol nyelvl cikkek "visszaforditdsa" magyar nyelvre a vartnal
nagyobb gondot okozott a szerzonek. Ez azonban csak menteget6zés és a legtobb amit
tehetek, hogy elnézést kérek a birdloktol az elkovetett formai hibdkért, amelyek

megnehezitették a dolgozat olvasasat, birdlatat.

Valaszok a birdl6 szakmai megjegyzéseire és kérdéseire:

" ...Az in situ felvételek inkabb kvalitativ adatokat szolgaltatnak, mennyiségi kiilonbségek kimutatdsara ez a

modszer csak korlatozottan alkalmas...."

Tokéletesen egyet értek a birdloval, hogy az in sifu hibridizalas sordn kapott jelek esdsorban
kvalitativak. Néhany esetben, mas lehetdség hijan, valoban vontunk le kdzelitd mennyiségi
kovetkeztetéseket az in situ hibridizacié soran kapott jelekbdl. Ezekben az esetekben, az in
situ hibridizacié technoldgia soran, a szignal kialakulds folyamatat kiilonbozo, egymast
kovetd, idopontokban leéllitottuk és a szinreakcid kialakuldsanak dinamikéjat hasonlitottuk
Ossze az azonos lemezen taladlhatod kiilonb6zé mintak kozott. Ezt a birdlok elfogadtdk mint

becslést a kvantitativ jellegre.

"... A dolgozatban vizsgaljak a virusfertozés hatasara a gazdandvényben kialakuld génexpresszids valtozasokat,
jellemzik tobb gén szovetspecifikus expressziés mintdzatanak megvaltozasat. Ehhez kapcsolodva kérdezném,
hogy végeztek-e genom szintll transzkript analizist, vannak-e adatok a vizsgalt virusfajtak fert6zése soran fellépo

transzkripcids valtozasokr6l? Ha igen, milyen altalanosabb érvényli konkluziokat lehet ezekb6l levonni. . .."

A virusfertdzés hatasara bekovetkezd génexpresszids valtozasokat elsGsorban véletlenszeriien
kivalasztott gének példajan mutattuk be. A kisérletek logikus folytatasa lett volna a jelenség
transzkriptom szintli vizsgalata. Azonban ezek a vizsgalatok financialis okok miatt késtek.
Laboratériumunkban most késziiltek el az elsé microarray a vizsgéalatok két shut-off

jelenséget indukald (CymRSV, crTMV) és egy nem indukélé (TCV) virus felhasznalasaval.



A kisérletek soran N. benthamiana ndvényeket fertdztiink a virusokkal, majd a szisztemikus
tiineteket mutatd levelekbdl és a kontroll nem fertdzott levelekbdl készitett RNS kivonatokat
haszndlunk fel a microarray kisérletekhez. Az adatok elzetes elemzése alatdmasztotta azt a
megfigyelést, hogy egyes virusok rendkiviil hatékonyan indukdlnak valtozdsokat a gazda
génexpresszids rendszerébe, mig masok képesek azonos szinten replikalédni a ndvényben
anélkiil, hogy erdésen interferdlnanak a gazda génexpresszidjaval. Ha csak azokat a géneket
vessziik alapul, amelyek legaldbb 10x-es valtozast mutatnak a virusfert6zés hatdsara a
kontrollnovényhez képest akkor a shut-off indukald virusok koziil a crTMV 1576 gén esetén
indukal valtozast (amelybdl 1261 mRNS kifejezddés gatlas, 315 pedig mRNS indukcio), a
CymRSV 1469 gén esetén indukal valtozast (amelybdl 1032 mRNS kifejezodés gatlas, 437
pedig mRNS indukcio). Az mRNS kifejezodés gatlasa meglehetdsen nagy atfedést mutatott a
két virus kozott (879 gén esetében kozos). Ezzel szemben a TCV, amely nem indukal shut-off
jelenséget, csupan 40 esetben mutatott legalabb 10x-es valtozast (amelybdl 4 mRNS
kifejezodés gatlas, 36 pedig mRNS indukcid). Ezek az eredmények jol korrelalnak az eddigi
eredményeinkkel, és alatamasztjak, hogy shut-off jelenség kialakulasa a virusfertézés soran
fontos komponense lehet a tiinet kialakuldsnak, hiszen 1000-es nagysagrendii gének esetében
okoz stlyos mRNS hidnyt. Tovabba, a shut-off jelenséget kisérd markans indukcids
valtozasok is befolyasolhatjak a tlinet kialakulas végsé eredményét. Az eldzetes eredmények
azt mutatjak, hogy a shut-off jelenséget mutaté ndvények esetében transzkripcios faktorok is

¢érintettek, azonban ezek bioldgiai szerepének tisztdzasa a folyamatban még varat magara.

"Mi teszi lehetdvé a virusok terjedését az erckben, és a levelekben, mi az oka a megfigyelt kiilonbségnek?

Hogyan torténik a virus sejtrol sejtre torténd transzportja, ez aktiv vagy passziv folyamat?"

A virusok sejtrdl-sejtre torténd mozgasa a ndvényben aktiv folyamat, amelyet a virus altal
koédolt mozgésért felelds fehérje (movement protein) segit. Ez a fehérje segiti el a virus vagy
a virus RNS atjutasat a sejteket 6sszekotd plazmodezmakon, amelyeken egyébként nem férne
at. A virus a novény edénynyaldb rendszerébe lépve mar passziv moédon mozogva jut a
ndvény tavolabbi szoveteibe, majd az edénynyaldb rendszerbdl kilépve jabb teriiletet foglal
el. Tehat a rovid és hosszu tavii mozgas mindségileg kiilonbozik, illetve lehetséges, hogy az
edénynyalab rendszerben az RNS csendesités nem miikodik hatékonyan. Ezek a faktorok
lehetnek feleldsek azért, hogy DI RNS jelenlétében vagy p19 defektiv virus fert6zése esetén a
virus, ha bejut az edénynyaldb rendszerbe, akkor abban képes mozogni. Az edénynyaldb

rendszerbol kilépés utan azonban a virus mozgasa a levéllemez sejtjeiben megakad.



"...Ismertek-e miR168 és AGOI transzkripcios aktivitdsaért felelds faktorok? Ha igen, ezek megegyeznek, vagy

vannak eltéréek? Van-e hasonldsag a két gén promoterjének cisz szabalyozé elemei k6zott?..."

Vaucheret és mtsai. eredményei arra utalnak, hogy ndvényekben az AGO1 homeosztazis
fenntartasahoz sziikséges a miR168 (mint az AGO1 mRNS-t szabalyozé miRNS) és az AGO1
koexpresszidja altal létrehozott szabalyozasi visszacsatolds [1]. Az elképzelés alapjan a
miR168-nak és az AGO1-nek egyiittesen kell megjelenni a sejtekben. Az AGO1 és MIR168a
prométer régidinak GUS riportergénhez torténd kapcsoldsaval valoban meg tudtdk mutatni
hogy, a miR168 és az AGO1 mRNS hasonloan expresszalodik (féleg a merisztémaban és a
vaszkuldris rendszerben). S6t képesek voltak agol hipomorf mutdns ndvény fenotipusat
kimenekiteni olyan transzgénikus konstrukcioval, ahol az AGO1-et MIR168a gén promotere
hajtotta meg. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a két promoter aktivitdsa kdzott nagyfoku a
hasonlosdg. Az AGO1, MIR168a és MIR168b gének promotereinek dsszehasonlitdsa azonban
azt mutatta, hogy ezek nukleotid sorrendje rendkiviil kiilonbozd és nem lehetett nyilvanvaldan
kozos cisz elemeket a promoter régidban meghatarozni. Tovabbi kisérletek sziikségesek a

szabalyoz6 faktoroknak mibenlétnek pontosabb megismeréséhez.

"... Milyen mechanizmus felelhet ezért a gatlasért? Hogyan miikodhet a szerzok altal emlitett transzlacios
gatlas? Van-e¢ olyan mechanisztikus modell (esetleg mas bioldgiai rendszerekbdl) ami a mikroRNS altal

kozvetitett transzlacios gatlast megmagyarazhatja?..."

Allati rendszerekben a miRNS-ek altal elidézet transzlacios gatlas altalanosan és
dominansan eléforduld jelenség. Itt a miRNS-ek altaldban a cél mRNS 3' vég nem-kodold
(feltehetden elsOsorban a transzlacié inicidcidjat). Ez a rendszer azonban nem vonatkoztathatd
automatikusan a névényi rendszerekre, mert novények esetében a miRNS-ek felismerd helye
altalaban egy cél szekvencidra lokalizalodik és a kodold régioban taldlhatd. Brodersen és
mtsai. azonban kimutattak, hogy novények esetében is eléfordul miRNS medialt transzlacios
gatlas, gyakran a miRNS indukalta hasitasi szabalyozas mellett [2]. Kiilonb6zé miRNS cél
gének vizsgalataval kimutattak, hogy az AGO1, AGO10, katanin és VARICOSE gének részt
vesznek transzlacios gatlas eldidézésében. Az AGO1 és AGOI10 aktivitasa korlatozott volt
specifikus miRNS/cél mRNS kapcsolatokra. A transzlacios gatlas molekuldris mechanizmusa,
a transzlacios apparatus és az RNS csendesités kapcsolddasa, jelenleg még pontosan nem
ismert. Biokémiai vizsgalatok kimutattdk, hogy egyes miRNS-ek, koztiik a miR168 is, a
poliszomékkal asszocidlédnak és az AGOI1 jelenlétét is sikeriilt kimutatni a poliszoma

frakcioban [3]. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az AGO1, az mRNS hasitasa mellett,



valéban részt vehet a transzlacid gatlason keresztiil torténd szabélyozésban is. A mi
eredményeink megmutattdk, hogy az AGO1 mRNS-t a miR168, a hasitas mellett, bizonyos
esetekben transzlacios gatlassal is képes szabalyozni, feltehetéen az AGO10 aktivitdsan
keresztiil. Hogy pontosan, hogyan miikodik molekularis szinten a miR168 kozvetitett
transzlacids gatlas, és ennek van-e szerepe normal koriilmények kozott (a ndvény fejlodése
soran) ¢s hogyan valik el a hasitas alapu szabalyozas a transzlacios gatlastol, ez még jelenleg
nem ismert. Reményeink szerint tovabbi kiséreteink ezen a teriileten majd 01j eredményekkel

jérulnak hozz4 a molekuléris mechanizmus mélyebb megértéséhez.

"...Miként szabalyozza a pl9 a miR168 felhalmozddasat? Lehet-e ez kozvetlen transzkripcids aktivalas, vagy

mas mechanizmusroél van sz6?..."

Eldzetes eredményeink alapjan a p19 miR168 indukal6 hatdsa nagyrészt fiiggetlen a fehérje
siRNS kotd képességétol. Ez €és azok az adataink, amelyek megmutattak, hogy kiilonb6zo
virusokkal fert6zott novényekben egy, a miR168 prekurzor érésére jellemzod, RNS termék
magasabb szinten van jelen, mint a nem fert6zott ndvényben arra utalnak, hogy a kiilonb6z6
virusok altal kodolt RNS csendesités gatlo fehérjék a MIR168 gén transzkripcionalis
aktivalasaval fejtik ki hatasukat. Ezek az eredmények, azonban csak attételesen utalnak a p19
¢s mas RNS csendesités gatld fehérjék a MIR168 gén transzkripciojat fokozo hatésara.
Jelenleg olyan transzgénikus ndvények vizsgalatat tervezziik a virusfertézések soran ahol a
MIR168 gének (a és b prekurzorok) promoteréhez a GUS riporter gén van kapcsolva (Herve
Vaucheret laborjabol szarmazo novények). Ezekkel a marker konstrukciokkal -ellatott
novényeket fertdzve é¢s a GUS felhalmozodast vizsgalva reményeink szerint valasz kaphatunk
arra, hogy a virusok valoban a miR168 gén transzkripciondlis aktivalasaval idézik-e eld az

érett miR 168 fokozott felhalmozddasat.
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