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Jacob, Monod és Lwoff

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1965 was awarded jointly to 

François Jacob, André Lwoff and Jacques Monod "for their discoveries 

concerning genetic control of enzyme and virus synthesis".

Génexpresszió szabályozásának alapjai:

Az RNS-ek szerkezeti (rRNS), vagy transzfer (tRNS) vagy hirvivő (mRNS) 

szerepet játszanak



Mit is jelent ez?



Koszupresszió

Chalcone synthase gén pigment képzésért felelős 

transzformánsok

Chs mRNS Northern blot analízis

Chalcone synthase transzgénikus petúnia vonalak

Chalcone synthase gén

Erős promóter

Nem transzformált

Napoli et al. 1990

Terminátor



Citoplazma

Sejtmag ?

?

Hol tűnik el a mRNS?

Poszt-

transzkripcionális 

szinten ?

Transzkripcionális szinten ?



Sejtmag 

tisztítás

Citoplazma
Sejtmag

RNS transzkripció radioaktív

nukleotidok jelenlétében

Run-on analízis

A gén 

sejtmagi 

aktivitásaRun-on 

analízis

mRNS

Poszt-transzkripcionális RNS degradáció
(RNA silencing, RNA interference, PTGS)



Kis RNS alapú szabályozás 

Egy új génszabályozási mechanizmus megismerése !



Mennyire általános az ilyen és ehhez hasonló 

interferencia alapú szabályozás az élővilágban?

Csak növényekre jellemző? 



Állatokban is jelen van?

Negatív kontroll

Nincs benne 

mex-3 fehérje

Kezeletlen kontroll

Mex-3 fehérje

színreakciót ad

mex-3 egyszálú 

RNS-sel kezelt

(sense vagy antisense)

mex-3 kétszálú 

RNS-sel kezelt

C. elegans embriók

RNS intereferencia 

C. elegans-ban



NATURE |VOL 391 | 19 

FEBRUARY 1998 807

2006 Nobel Díj



Az RNS interferencia általános mechanizmusa



ACO transzgénikus

paradicsom vonalak

Kis interferáló RNS-ek (small interfering; siRNA)

Burgonya X vírus fertőzött növény

Hamilton és Baulcombe Science. 1999

Idő

21-25 nt vírus 

eredetű kis RNS-ek

anti-sense

próba

sense

próba

!

RNS interfernciával társult kis RNS-ek 

felfedezése növényekben



21-25 nukleotid

siRNS (small interfering RNA; kis interferáló RNS)

AAAAAAAACAPmRNS

2500 nukleotid

siRNS



-21-25 nt dsRNS-ek, 

-2 nt 3’ túlnyúló véggel

-5’ foszforilált

5’-P OH-3’

3’ 5’

siRNS-ek jellemzői

21-25 nt

(-3’ metilált (növények))



dsRNS

21-25 nt siRNS

mRNS vagy vírus RNSVégrehajtó komplex

RNS alapú szabályozás



mRNS 

szekvenciaspecifikus hasítása

NÖVÉNYEK

a transzláció attenuációja,

ÁLLATOK

Fejlődési folyamatokat és endogén gének

kifejeződését szabályozzák

miRNS-ek 



DICER

A két RN-áz III domén alakítja ki a 

végrehajtó központot, molekulán belül

A PAZ és az RN-áz III domén közti 

különbség adja meg, hogy hány nt-re 

a végtől hasít

PAZ - Felismeri az RNS 3’ végét



DICER



Az ARGONAUTE a RISC komplex központi 

molekulája

Cél RNS hasítás Transzláció gátlás

- A növényekben több Argonaute ortológ működik  – Arabidopsisban 10

rizsben  18 

- Az ortológok specializálódtak a különböző géncsendesítési útvonalakra

AGO

RISC



RISC – AGO fehérje



miRNS

köztestermék

DCICER

CH3

CH3

HEN1

miRNS gének ! (Számuk nagyjából 

megegyezik a transzkripciós faktorok számával)

Transzláció gátlásCél RNS hasítás  /

ArGOnaute (AGO)

HEN1

CH3

CH3

siRNS alapú RNS interferencia

működése növényben

Vírus RNS

Vírus

RdRP

dsRNS

DICER

Aberráns RNS (transzgén)

Növény

RdRp

siRNS

miR locus

pri-miRNA



Szabályozó kis RNS-ek típusai

Osztály                      Biogenezis                Funkció

Elsődleges siRNS-ek kettős szálú RNS, hajtűszerkezet kapcsolódás a cél RNS-

(DICER enzimek processzálják) hez, másodlgos siRNS

szintézis

Másodlagos siRNS-ek RdRp (RNS függő RNS polimeráz) PTGS, hetrokromatin

(DICER enzimek processzálják) kialakítása, fenntartása

Micro(mi)RNS-ek miRNS prekurzorok (miRNS gének) PTGS

(DICER és RNaseIII szerű enzimek) 

Trans-acting(tasi)RNS-ek miRNS hasítás indukálta dsRNS PTGS

(DICER enzimek processzálják) 

Natutral antisense transcript genomból származó dsRNS PTGS,növény

derived siRNS, natsiRNS (DICER enzimek processzálják) (Patogenezis és stressz) 

Piwi-interacting (pi)RNS DICER független, de AGO függő Transzpozonok,retroelemek

szuppressziója

(rovar, emlős)



Fejlődés biológiai folyamatok

Patogén elleni válaszok

Genom stabilitás fenntartása



Micro(mi)RNS-ek

Fejlődés biológiai folyamatok 

szabályozása



Aktivációs tagging

Palatnik et al 2003

jaw fenotipus

miRNS-ek vannak növényekben is

Microarray kísérlet

TCP géncsalád (levél fejlődés) tagjainak mRNS szintje 

jelentősen csökkent a mutánsban



miR319 TCP gének degradációja

Jaw locus  (miRNS prekurzor !!)

jaw növények transzformálva jaw miRNS rezisztens TCP génnel

a növények normális fenotipust mutattak   



ARF10, 16, 17 ARF6, 8target: 

Spatial accumulation of miR160 and miR167 

miR160_LNA miR167_LNA - control 

400

200

200

200

400

200

(Auxin response factor) 

miR160 miR167 miR447

OvOv Ov
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Fu Fu
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Int Int
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Nicotiana benthamiana

Arabidopsis thaliana



miR159 hiánya

Tony Millar honlapja



http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/index.shtm

A genom 2% kódolhat miRNS-eket

A géneknek 30% állhat az RNS csendesítés alapú kontroll alatt 

Homo sapiens (1881 precursors, 2588 mature)

Mus musculus (1193 precursors, 1915 mature)

Arabidopsis thaliana (325 precursors, 427 mature)

http://www.sanger.ac.uk/
http://www.sanger.ac.uk/
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=mmu
http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=ath


Fejlődés biológiai folyamatok

Patogén elleni válaszok

Genom stabilitás fenntartása



ORF1

ORF4

ORF2 ORF3
ORF5

Cymbidium gyűrűsfoltosság tombusvírus (CymRSV)

(19 kD)

Replikáz Köpenyfehérje Sejtről-sejtre mozgásét

felelős fehérje

Nicotiana benthamiana

Kontroll CymRSV fertőzött



ORF1

ORF4

ORF2 ORF3
ORF5

(CymRSV)
(19 kD)

Nicotiana benthamiana

Kontroll CymRSV Cym19Stop

Kigyógyulás

P19 szerepe a vírus fertőzésben



P19 gátolja az transzgén indukált RNS csendesítést

35S-GFP

rRNS

35S-GFP+

35S-P19

GFP mRNS

6 dpi

0 dpi

siRNS

P19 gátolja a helyi és 

szisztemikus

RNS csendesítést is



35S-GFP 

agroinfiltráció

0 dpi

35S-GFP + 35S-P19

agroinfiltráció

0 dpi

GFP expresszáló

növény
6 nap

6 nap



CymRSV -

CymRSV +

21 nt siRNS

3 4 61 5

Cym19stop

CymRSV -

2

G RNS

21 nt siRNS

Vírus felhalmozódás P19 hiányában

Nem a siRNS 

képződés gátolt



Kontroll CymRSV Cym19Stop

Kontroll CymRSV Cym19Stop

Hívási idő

P19 hiányában a vírus terjedése lokalizálódik a 

növényben



P19 specifikusan köti a siRNS-eket

ss siRNA ds siRNAC

P19 G P19 G P19

100X 1000X

ds siRNAC

21mer ds siRNSC

synthetic

Silhavy et al.,2002.EMBO J, 21 3070-380
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21 nt siRNS

P19

fehérje

in vitro siRNS kötés vizsgálata in vivo siRNS kötés vizsgálata



P19 ko-kristályok

21 nt siRNS-kel 

komplexben

Vargason et al., 2003. Cell 115, 799-811.

P19 fehérje szerkezete 



2.4 Å P19-ds-siRNS Komplex kristály szekezet

Vargason et al., 2003. Cell 115, 799-811.



A siRNS 2 nt 3´túlnyúló vége nem szükséges az 

P19 kötéséhez

Vargason et al., 2003. Cell 115, 799-811.

19-mer

21-mer



P19 molekuláris tolómérceként működik

19 bp



CymRSV
Cym19stop

Gélszűrő oszlop

Frakciók

P19 működésének vizsgálata vírusfertőzött

növényekben

Kigyógyult

Nyers kivonat



a-p19

Western -20 kDa

-28 kDa

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
CymRSV

-21 nt siRNS
in

p
u

t

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 M

CymRSV

ORF 1 ORF 2 ORF 3 ORF 4

p19

ORF 1

p19

669 441 158 66 29

in
p

u
t

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

-21 nt siRNS

M

Cym19stop

-kDa

ORF 2 ORF 3 ORF 4

Kigyógyult



Vírus fertőzés iránya

CymRSV

P19

Viral RNA

Vírus RNS P19 dimer Vírus siRNS-ek

RISC

RISC RISC

RISCRISC

Cym19stop

RISC

RISC

Viral RNAs p19 dimers Virus siRNAs

RISC
RISC

RISC

RISC



Botrytis cinerea 



Botrytis cinerea fungal pathogene                         $10 billion to $100 billion in losses 

worldwide.

Fungal Small RNAs Suppress Plant Immunity by Hijacking 

Host RNA Interference Pathways

sRNA libraries 73 Bc-sRNAs could target host genes in both

Arabidopsis and S. lycopersicum under stringent

target prediction criteria ,52 were derived from six retrotransposon

long terminal repeats (LTR) loci in the B. cinerea

genome, 13 were from intergenic regions of 10

loci, and eight were mapped to five protein-coding

genes.

mitogen activated protein kinase, peroxiredoxin, cell wall-associated kinase important in 

defense reaction 

SCIENCE VOL 342 4 OCTOBER 2013



Coexpression of Bc-siR3.2 or 

Bc-siR5 with their host targets 

(HA-tagged) in N. benthamiana

SCIENCE VOL 342 4 OCTOBER 2013



Expression of Bc-siR3.1, BcsiR3.2, or Bc-siR5 in transgenic Arabidopsis (artificial miRNA)

SCIENCE VOL 342 4 OCTOBER 2013



Bc-sRNAs hijack Arabidopsis AGO1 to suppress host immunity genes

Tolerant

Susceptible

SCIENCE VOL 342 4 OCTOBER 2013



B. cinerea dcl1 dcl2 double mutant is compromised in 

virulence

Tomato

Arabidopsis

SCIENCE VOL 342 4 OCTOBER 2013



Fejlődés biológiai folyamatok

Patogén elleni válaszok

Genom stabilitás fenntartása



EPIGENETIKA

A gének olyan öröklődődési formájának vizsgálata (génszabályozás), mely nem jár együtt a DNS 

szekvenciájának megváltozásával.

(genetikai öröklődés felett)

DNS metiláció és a kromatin struktúra szabályozás



A genom 90 % átíródik RNS formába (humán és élesztő)

A

legtöbb RNS termék nem kódoló  régiókról származik

(Heterokromatin)

Nem kódoló kis RNS-ek fontos szerepet játszanak a 

kromatin szerkezet kialakításában és fenntartásában. 



Eukromatin   transzkripcionálisan aktív

Heterokromatin   nem elérhető DNS kötő faktorok számára

transzkripcionálisan inaktív 

Ade2+ white

variegating phenotype in a clonal

population of cells 

(position effect variegation, PEV).



RNAi és a genom - heterokromatinizáció

Eukromatin   transzkripcionálisan aktív

Heterokromatin   nem elérhető DNS kötő faktorok számára

transzkripcionálisan inaktív 

Acetiláció és metiláció

Euchromatin : methylation of lysine4 (H3K4me) and acetylation of lysine 9 (H3K9ac)

Heterochromatin : methylation of lysine 9 (H3K9me)



Transzpozon aktiváció RNS silencing

mutánsokban

mut-7 silencing mutánsGenom stabilitás fenntartása

Retrotranszpozonok a 40% humán

genom   50-80% egyes fűfélék

siRNS-ek a Tc1 transzpozonról  RNA silencing ellenőrzés

Caenorhabditis elegans



Goto and Nakayama Develop. Growth Differ. (2012) 54, 129–141



RNAi rendszer kell H3K9 metilációhoz 

és centroméra heterokromatin szerkezet fenntartásához

RNAi nélkül  az 

inaktív URA transzgén aktiválódik

A centromérikus heterokromatin szerkezete

Dcr1- DICER K.O. 

Rdp1- RdRP K.O. 

Ago1- AGO K.O:

URA transzgén

Szükségesek az RNAi működéshez

Heterokromatin szerkezet

felbomlik

Volpe et al 2002

Élesztő



DNS metiláció növényekben

Kis RNS-függő DNS metiláció

1. Létesítés

2. Fenntartás
A legtöbb esetben transzpozon elemekben 

vagy azok közelében metilált. Ez alapján 

feltételezik, hogy elsődleges funkciója az ilyen 

elemek inaktíválása.

Transcriptional gene silencing TGS

• CG->MET1

tartja fenn, homológ az emlősben leírttal.

• CHG->CMT3 

tartja fenn, ami a H3 Lys 9 met2-t ismeri fel.

• CHH->DRM2 

tartja fenn, ami kisRNS függő metilációt tesz 

lehetővé



Kis RNS alapú 

metiláció

metilált



Director of the Advanced 

Biotechnology and 

Breeding Centre of the 

Malaysian Palm Oil Board 

http://www.cshl.edu/
http://www.cshl.edu/


Oil Palm

Common Name : African oil palm

Genus : Elaeis

Species : guineensis

Abbreviation : E. guineensis

Origin : Africa

• Oil palm is unique in that it produces oil from the mesocarp and kernel .

• The first oil palm was introduced into South East Asia and planted in Bogor Botanical 

Gardens, Java in 1848. 

• The productivity of oil palm is unprecedented, producing ~37% of the total vegetable oil 

on only 5% of the total acreage of vegetable oil crops. 





Oil palm hybrids have 30 % more oils

Sh Sh sh sh

Sh sh



Why are clones succesfull?

Clones maintain HETEROZYGOSITY –

maintain the contribution of both

parents for every gene (hybrid vigor).



Cloning oil  palm trees

• 1970s: successful development of oil palm tissue culture

• mass propagation of 1000s of uniform elite clones with the potential to 

increase oil yield by 30%.

• mid 1980s: the emergence of clonal abnormality



a, normal

b, fertile mantled

c, parthenocarpic mantled

pseudocarpel

kernel



Circos plot of oil palm chromosomes

Genome-wide DNA methylation analysis

To maximize genotypic

diversity, 15 independent

somaclonal lineages

were used from 4

independent sources.



DEF1 is an Arabidopsis AP3 orthologue



Hypomethylation of Karma associated with the mantlad phenotype



24 nt siRNAs lost from Karma in mantled shoots



Könnyű azonosítás



Circulating free xeno-microRNAs



Methylation of plant miRNAs influences negatively the qRT-PCR, and is considered a 

reason for they underrepresentation in screening experiments (Yu et al., 2005), but

could also be a way for selective absorption in the gut.

The authors found rice miR-168a in sera of Chinese subjects, demonstrating how it regulates low-

density lipoprotein receptor adapter protein 1 (LDLRAP1), a gene involved in cholesterol

metabolism, influencing LDL removal from plasma, at least in a mouse model. These data were not 

reproduced by a subsequent

Zhang, L., Hou, D., Chen, X., Li, D., Zhu, L., Zhang, Y., Li, J., 

Bian, Z.,

Liang, X., Cai, X., et al., 2012a. Exogenous plant MIR168a

specifically targets mammalian LDLRAP1: evidence of 

crosskingdom

regulation by microRNA. Cell Res. 22, 107e126.



breast cell lines

plant miRNA miR159 abundance in the serum was inversely correlated with breast cancer 

incidence. 

In breast cancer cells, a mimic of miR159 was capable of inhibiting proliferation by targeting 

TCF7 (Wnt signaling transcription factor),leading to a decrease in MYC protein levels. 

Oral administration of miR159 mimic significantly suppressed the growth of

xenograft breast tumors in mice. 

These results demonstrate for the first time that a plant miRNA can inhibit cancer

growth in mammals.



Felhasználás



Mesterséges miRNS

1. Nem hőérzékeny
2. Nagyon specifikus





Schwab et al. 2006

amiRNAMutantwt

amiR-trichome targets MYB genes, CAPRICE (CPC), 
TRIPTYCHON (TRY) trichome patterning.





wheat dwarf virus (WDV)

Búzatörpülés vírus rezisztens árpa előállítása mesterséges 

miRNS segítségével

WDV törzsek

Árpa promóter Árpa terminátor

Árpa miRNS gerincek

1                    2                     3

2       3 Érett vírus specifikus miRNS-ek1



Második trükk  



ARGONAUTE1 (AGO1)

Az RNS csendesítés központi végrehajtó molekulája

AGO1 fehérjeARGONAUTE1 (AGO1)

miR168 MIR168 génDICER1

Transzkripcionális

szabályozás

AGO1 génAGO1 mRNS

miR168

szabályozás



Több, az utóbbi években megjelent közlemény 

bemutatta, hogy vírusfertőzött növényekben az 

AGO1 mRNS és a miR168 szintje megemelkedett. 
(Csorba et al, 2007; Havelda et al, 2008; Zhang et al, 2006….) 



AGO1 mRNS és miR168 együttes indukciója 

vírusfertőzött növényekben

N. benthamiana
CymRSV

AGO1 mRNA

miR168

Cymbidum ringspot 

tombusvirus

FertőzöttKontro

l



CymRSV

miR168

miR159

miR449

N. benthamiana A megemelkedett miR168 

szint térben átfed a vírus 

által

elfoglalt területekkel

Közvetlenül a vírus replikáció 

vagy egy vírus eredetű fehérje 

indukálja



N. benthamiana

miR168

AGO1 mRNS

AGO1 fehérje

Vírus 

RNS

AGO1 fehérje felhalmozódás gátolt a vírusfertőzött növényekben



ORF1

ORF4

ORF2 ORF3
ORF5

CymRSV
(19 kD; p19)

p19 RNS csendesítés gátló fehérje

siRNS kötés

Interferencia a miRNS útvonallal (miR168 indukció) ? 

(Silhavy et al., 2002; Lakatos et al., 2004)



miR168

Kontroll CymRSV Cym19Stop

CymRSV

AGO1 mRNS

Cym19Stop
Kontro

ll

AGO1 fehérje

Vírus RNS

N. benthamiana

Cym19Stop (Silhavy et al, 2002)

p19

p42p92

p33

p22

Transzlációs gátlás 

p19 felelős a miR168 

indukcióért



Arabidopsis thaliana-ban létezik egy mutáns, amelyben 

feltételezhető az AGO1 és más miRNS célgének transzlációs 

gátlásnak az inhibíciója. 

zll-3 (ago10) 

(Mallory et al. 2009; Brodersen et al 2008)

A CymRSV nem fertőzi  az A. thaliana-t.



crTMV fertőzés A. thaliana-án a CymRSV fertőzéshez 

hasonló jelenségeket okoz az AGO1 szabályozás szintjén

WT

rRNS

AGO1 mRNS

Ponceau festés

AGO1 fehérje

miR168

rRNS

actin fehérje



crTMV fertőzött A. thaliana-ban az AGO1 gátlás közvetlenül a 

miR168 aktivitáshoz köthető 

WT 4mAGO1

rRNS

AGO1 mRNS

Ponceau festés

AGO1 fehérje

miR168

rRNS

actin fehérje

4mAGO1

Herve Vaucheret

Olyan AGO1 transzgént 

tartalmaz, amelynek a miR168 

felismerő helye el van rontva



AGO1 gátlás nem működik hatékonyan transzláció gátlás 

deficiens mutánsokban

WT
Zll-3 (ago10)4mAGO1

rRNS

AGO1 mRNS

Ponceau festés

AGO1 fehérje

miR168

rRNS

actin fehérje




