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Zarogjelentés OTKA T38313

Kisérleteink soran célul thztiik ki, hogy megértsiik a virus fertdzés hatdsara indukalodo
transzkripciot kovetd RNS interferencian (post-transcriptional gene silencing (PTGS)) alapul6
védekezési rendszer miikodését. Analizaljuk a virus fert6zés €s a tlinetek kialakulasa soran

indukalodo génexpresszios valtozasokat és vizsgaljuk az un. ,,shut off” mechanizmust.

1. Kisérleteinkben beallitottuk az in situ hibridizalas technikajat virus fertézott novényekre. In
situ hibridizalassal illet immunofestéssel vizsgaltuk a vad tipust és PTGS szuppresszor (a
virus p19-es fehérjéje, amely képes az RNS interferencia miikodéssét gatolni) mutans virussal
fertozott novényekben a virus eredetli fehérjék és RNS felhalmozodast. Eredményeink
megmutattak, hogy szuppresszor hianyaban a fertdzott névényben aktivaloddé PTGS képes a
virus elterjedését megakadalyozni de nem képes a virus replikdcot géatolni azokban a
sejtekben ahova a virus mar bejutott (Havelda és mtsai., 2003). Eredményeink arra utaltak,
hogy a virus fertdzés esetén a virus replikacié hatasara a PTGS szignal molekuldkat general
amelyek a virus fertézési frontot megeldzve felkészitik a nem fertdzott sejteket a virus
invaziéra specifikusan aktivalva a PTGS-t. Az ilyen sejtekbe jutd virust a sejt azonnal
lebontja megakadalyozva a replikacid beindulasat. A virus altal kodolt szuppresszor fehérje
feladata feltehetéen a mobil szignal elfogasa ezzel megakadéalyozva a PTGS szisztemikus
aktivalodast, igy a virus képes az egész novényt elozonleni. A kapott eredmények azt
mutatjak, hogy a virusfertdzés lefolyasaban a tiinetek kialakulasédban és feltehetdleg a gazda
génexpresszios rendszerében lezajlo valtozasokban a fertdzés hatasara aktivalodo
szignalizacios események dontd szerepet jatsszanak. A tovabbiakban kisérleteket allitottunk
be e szignalizacios események megértésre illetve a szignal természetének megismerésére. Az
eredményeink tehdt arra utaltak hogy a virus fert6zés soran szignalizacids események
jatszodnak le a fert6zott és a virus altal még nem fertézott szovet részek kozott. A virus
fert6zés sikere dontden attol fiigg, hogy a virus képes e megakadalyozni a ndvény RNS
csendesitésen alapuld védekezési rendszerének aktivalodasat. Eredményeink az mutattak,
hogy tombusvirusok esetében a virus altal kodolt RNS csendesités gatld fehérje (pl19)
megakadalyozza egy szignal molekula kialakuldsat/mozgasat, amely képes lenne szekvencia

specifikusan aktivalni az RNS csendesités mechanizmusat a virus fert6zési frontot megeldzve.
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A fertézési front el6tt aktivalodd RNS csendesitési mechanizmus képes megallitani a fertézési
csendesités gatlo fehérje hidny mutdns virus fertézése esetén. Adataink azt mutatjak, hogy
virus fertdzés hatasara lezajlo szignalizacios jelenségek megértése alapvetd a fertdzésben és a
védekezésben szerepet jatszo gazda komponensek azonositishoz és megértéséhez. A
kisérleteink eredményeit egy hipotetikus szignal molekula mikodésével tudtuk magyarazni.
Azonban a szignal fizikai természetérél nincsenek informdacidink. A kutatocsoportban
intenziven vizsgaljuk a virus altal kodolt RNS csendesités gatld fehérje miikodését. Az
altalunk vizsgalt jelenség alapvetd jelentéségli a virusok altal indukalt gén expresszios
valtozasok azonositdsdban és értelmezésében is ezért tovabbi erdfeszitéseket tettiink a RNS
csendesités szignalizacid és a tiinetek kialakulasa kozotti kapcsolat tovabbi vizsgalatara. Az
RNS csendesités mechanizmusanak megértéséhez fontos adatokat szolgaltathat egy masik
rendszer. A tombusvirusok tarsulhatnak defektiv interferalo (DI) RNS-ekkel, amelyek
jelenlétében a fertdzott novény a RNS csendesités gatld fehérje hiany mutans virus
fert6zéséhez hasonlo tiineteket mutat, vagyis a kezdeti fertézés soran kialakulo tiinet egyiittes
megjelenése utan a novény mintegy kigydgyul a fert6zésbdl és tlinetmentesen vagy csak
enyhe tlineteket mutatva tovabb fejlddik. Ezzel a jelenséggel ellentétben a vadtipusu
virusfertézés nekrozishoz és a novény pusztulashoz vezet egy héten belil. In situ
hibridizaciés kisérleteink megmutattak, hogy ez a hasonldsag igaz szoveti szinten is.
Reményeink szerint ennek a rendszernek a vizsgalata tovabbi adatokat szolgaltathat az RNS
csendesités mechanizmusanak és a DI RNS-ek tiinet modositd hatdsanak miikodésére.
Adataink arra utaltak hogy a virus fert6zés soran szignalizacids események jatszodnak le a
fert6zott €s a virus altal még nem fertézott szovet részek kozott. A virus fertézés sikere
dontden attdl fiigg, hogy a virus képes e megakadalyozni a névény RNS csendesitésen alapuld
védekezési rendszerének aktivalodasat. Eredményeink az mutattdk, hogy tombusvirusok
esetében a virus altal kodolt RNS csendesités gatlo fehérje megakadéalyozza egy szignal
molekula kialakulasat/mozgasat, amely képes lenne szekvencia specifikusan aktivalni az RNS
csendesités mechanizmusat a virusfertézési frontot megelézve. A hipotetikus szignal
molekula mindsége azonban rejtve maradt. Az RNS csendesitéssel tarsult szignal molekula
azonositasdhoz a tombusvirusokkal tarsult defektiv interferaldo (DI) RNS-ket hasznaltuk fel. A
DI RNS-ek jelenlétében a fert6zott ndvény az RNS csendesités gatld fehérje hiany mutans
virus fertdzéséhez hasonld tiineteket mutat. In situ hibridizacios kisérleteink megmutattak,
hogy ez a hasonlosag igaz szdveti szinten is. Biokémiai vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a DI

RNS-ek az RNS csendesités gatlo fehérje gatlasaval érik el tiinetcsokkentd hatasukat.



Eredményeink arra utalnak, hogy a szignalizacidért felelds molekula az RNS csendesités
mechanizmusaval tarsult 21-23 nt hosszagu rovid interferald (si) RNS molekula (1. Abra).

Eredményeinket a szakteriilet vezet6 folyo irataban kozoltiik le (Havelda és mtsai., 2005).
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1. Abra Novényben virus fertézésre aktivalodé PTGS alapu védekezés modellje.

A. A vad tipust virus fert6zés soran a sejtben sok siRNS keletkezik a gazda PTGS alapu rendszere altal. A
keletkezett siRNS-eket azonban rogton megkati a virus p19-es PTGS szuppresszor fehérjéje igy a siRNS-ek nem
képesek elmozdulni a sejtb6l. B. A pl9 mutans virus fertdézés esetén a pl19-es fehérje hidnyaban a keletkezett
siRNS-ek atjutnak a még nem fert6zodott sejtetekbe és aktivaljak a PTGS-t, amels a virus elterjedésének
megakadalyozasdhoz vezet. C. DI RNS jelenlétében a DI RNS-r6l olyan nagy mennyiségii siRNS keletkezik,

amely teliti a p19-et és a maradék szabad siRNS a p19 defektiv mutanshoz hasonl6 jelenségeket indukal.

A munkénk iddszertiségét tiikrozi, hogy eredményeinket attekintd publikdcoként (review) is

publikalhattuk (Simon és mtsai., 2004).

2. A kisérletek masodik csoportjaban kisérletet tettiink szinkronizalt fert6zés megteremtésére.
Szinkronizalt virus fertézési rendszer megteremtése alapvetd fontossagu, hogy
elkiilonithessiik a sejtszintii és szignalizaci6 altal indukalt gazda valaszokat. Létrehoztuk a
kisérleteinkhez sziikséges binaris vektorba klonozott fertdzoképes vad tipust és mutans (post-

transcriptional silencing (PTGS) szuppresszor defektiv) virust hordoz6 konstrukcidkat. Az



elkészitett konstrukciokkal agroinfiltraciéo segitségével szinkronizalt fertézéseket hoztunk
létre Nicotiana benthamiana levelekben. Az infiltracids kisérletek eredményei megmutattak,
hogy ez az eljards alkalmas nagy tomegli szinkronizalt fert6zést mutatd kisérleti anyag
létrehozasara. Az eljaras hatranyaként mutatkozott, hogy az agroinfiltralasi eljaras egyiitt jar a
PTGS rendkiviil erés aktivalédasaval az infiltralt szovetben, ami a virus replikacios
folyamatdnak elnyuldsdhoz vezetett, szemben a természetes rendszerekre jellemzd gyors
invaziv replikacioval. Ezt a jelenséget mérsékelni tudtuk az infiltracids kisérletek alacsonyabb
hémérsékleten torténd végrehajtasaval, ugyanis alacsonyabb hémérsékleten a PTGS kevésbé
hatékonyan miikddik. Osszefoglalva az agroinfiltracios fertézés alkalmas a szinkronizalt
fert6zés létrehozasdhoz, azonban az emlitett hatrany hatasanak kisziirésére egy alternativ a
protoplasztok transzfekcidjan alapulo alternativ szinkronizalt fertézési rendszer kidolgozast is
megkezdtik. N. benthamiana protoplasztokat fertztiink vad és mutans virusokkal, majd
kiilonb6z6 idopontokban mintat vettiink. Az egész novény szintli valaszok vizsgalatdhoz vad
¢s mutans virusokkal fert6zott szovetekbdl mintdkat vettiink és ezeket a mintdkat cDNS
AFLP-vel vizsgaltuk. A két rendszerbdl nyert adatok 6sszehasonlitasa lehetdvé teszi a kapott
adatok pontosabb értelmezését. A N. benthamiana rendszer hatranya, hogy nem all adatbazis
a hattérben, amely lehetévé tenné a kapott adatok gyors és megbizhatd azonositdsat.
Sajnalatos modon a c¢DNS AFLP rendszerben kapott eredményeink rendkiviil
megbizhatatlanok voltak, sok nem valos eredményt kaptunk. A cDNS AFLP technika
problémai miatt az alternativ protoplaszt transzfekcion alpuld technoldgiat kiterjesztettiik
Arabidopsis thalianna protoplasztokra is, és beallitottuk a hatékony transzfektalasi rendszert
(2. Abra).
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2. Abra Turnip crincle virus (TCV) felhalmozodasa Arabidopsis protoplasztokban. Mar 6 ora elteltével is jol

lathato az EtBr-dal festett gélen a virus felhalmozodasa.



Az Arabidopsis alapu rendszer nagy el6nye, hogy a genom szekvenalasi programoknak
koszonhetden van informatikai hattér a kapott adatok feldolgozasahoz. Az MBK-ban
hamarosan egy DNS chip labor fog felallni, amely lehetdvé teszi mintaink microarray chippen
torténd vizsgalatat, és igy valoban atfogd képet kaphatunk a génexpresszids valtozasokrol. A
szinkronizalt fertézés masik lehetdségeként 1étrehoztunk egy olyan konstrukciot, ahol alkohol
indukalhat6 promoéter mogé épitettiik a virus bioldgiailag aktiv klonjat majd ezzel a
konstrukcioval N. benthamiana novényeket transzformaltunk. Azonban feltehetéen a
prométer ,leaky” volta miatt nem tudtunk transzformans novényeket eldallitani. A
novényben, virusfertdzés hatasara kialakuld komplex valtozasok azonositasahoz vad tipusu €s
mutans virus cDNS klonjarol nyert in vitro RNS-el N. benthamiana leveleket fert6ztiink majd
a levelekbdl mintékat szedtiink, amelyeket a tovabbi vizsgalatok soran fel fogunk hasznalni a
cDNS AFLP kisérletekhez. A kisérleteink soran azonositottunk egy endogén gént (glicerin-
aldehid foszfat dehidrogenaz, GAPDH), amely gyakorlatilag teljes ,,shut off” jelenséget
mutatott tombusvirussal fertézott N. benthamianaban. Ez a felfedezés nagyban
megkonnyitheti a ,,shut off” molekularis hatterének feltarasat. Eldzetes eredményeink arra
utalnak, hogy a PTGS-nek kulcs szerepe van a ebben a mechanizmusban mert a virus fert6zés
hatasara a PTGS-el asszocidlodo un. kis interferald (siRNS) RNS-eket sikeriilt kimutatnunk a

GAPDH m RNS-éré1 (3. Abra).

3. A virusok altal okozott tiinetek molekularis hatterének felderitése szintén célkitlizéseink
koz¢é tartozik. A DI RNS rendszer és kiilonboz6 helper virusok (kiilonb6z6 a Tombusviridae
nemzetségbe tartozo virusok) segitségével kiilon tudtuk vélasztani a PTGS illetve a DI RNS
masodlagos szerkezetéhez kothetd, a nekrdzis kialakulasaért felelds, funkciokat (Hornyik és
mtsai. 2005). A legjabb irodalmi adatok megmutattak, hogy a virus fert6zés hatasara
kialakulo tiinetek megjelenésében a micro RNS-ek (miRNS) expresszids szintjének
megvaltozasa illetve miRNA biogenezis utvonal megzavarésa alapvetd szerepet jatszik. Mivel
a miRNS-ek rendkiviil rovidek (21-26 nukleotid) és kimutatasuk rendkiviil nehéz, kisérleteink
soran célul thztik ki egy hatékony egy hatékony miRNS detektalé rendszer kialakitast
(Véaloczi és mtsai., 2004). Ezzel a rendszerrel tervezziik a virusfert6zés hatasara a miRNS
expresszioban indukalodd megvaltozasok megfigyelését mind Northern blot hibridizacioval
mind in situ hibridizacioval. Ezek a kisérletek reményeink szerint fontos adatokat fognak

nyujtani a virusfertdzés és tiinet kialakulas hatterérol.
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3. Abra GAPDH mRNS teljes ,,shut off”’-t mutat virus fertdzott novényekben. Virus fert6zott novényekben

megjelenik a GAPD specifikus siRNS. V; virus fert6zott, M; mock.
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