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»Poszt-transzkripcionalis géncsendesités (PTGS) és szupresszid6 molekularis
mechanizmusanak feltarasa novényekben” OTKA pélyazat zard jelentése

Az RNS silencing, egy géninaktivacios mechanizmus, amely szinte az 6sszes
eukariota szervezetben miikédik, és magaba foglalja az allati RNS interferencia €s a
néveényi poszt-ranszkripcionalis géncsendesités (PTGS) jelenségét. Az RNS silencing
kutatasa és eredmenyei forradalmasitottak ismereteinket az eukaridta szervezetek
génszabalyzasarol. Ezért nem véletlen, hogy a 2006-0s orvosi Nobel-dijat az RNS
interferencia jelenségenek felismeréséért adtak. Az RNS silencingnek kis 21-26
nukleotid hosszi RNS molekulak a foszerepl6i, amelyek felelések az adott
génexpresszio szekvenciaspecifikus gatlasaért. A mikro (mi) es Kis interferalo (si)
RNS-eken alapuld RNS silencing mechanizmusa felelés szamos alapvetd
génexpressziot szabalyzo funkcidért, valamint virusok elleni védekezésért. A palyazat
megirasakor 2003-ban még igen korlatozottak voltak ismereteink a az RNS silencing
miikodésének molekuléris hatterérél. Az alabbiakban tdmdren 6sszefoglalom, hogy
kutatdcsoportunk milyen (j ismeretekkel jarult hozza az RNS silencing
megismerésehez. Kutatdsaink célja elsésorban a névényi virusok és transzgének altal
indukalt Poszt-transzkripcionalis géncsendesités (PTGS) és annak szupresszidja volt.
Kutatasainkkal szamos fontos Iépését ismertiilk meg a PTGS jelenségének elsésorban
a virus-néveény kapcsolatban.

PTGS aktivacidja virusfert6zott névényben

2003-2004. ev folyaman vélaszt kerestink arra, hogy a virus indukalta PTGS
aktivalodasaban kulcsszerepet jatszé DICER komplex képes-e az RNS virusok
replikativ formajat képez6 duplaszalu (ds) RNS-t darabolni 21-25 nt ds kis interferald
(si) RNS-re, és/vagy képes-e hasitani az er6s méasodlagos szerkezettel bird egyszald
virus RNS-t is. Elézetes eredményeink szerint a Cymbidium ringspot tombusvirus
(CymRSV) virusfert6zte ndvényben olyan 21 nt siRNS-eket talaltunk, amelyek féleg
a pozitiv szalrol szarmaztak. Ez arra utalt, hogy a pozitiv RNS szal 6nmagaval
képezett er6s mésodlagos szerkezettel bird régiokat, amit a DICER is képes
felismerni. A kérdés pontos megvalaszolasanak érdekében a virusfert6zott
novényekbdl tisztitottuk a virus-specifikus siRNS-eket. A kapott siRNS frakciot
molekularisan klénoztuk és meghataroztuk a siRNS-ek szekvenciajat.
Megaéllapitottuk, hogy a siRNS-ek eredete a virus genomon nem mutat egyenletes
eloszlast, hanem Ugynevezett “hotspot”-okat tudtunk azonositani, amely azt mutatta,
hogy ezeknek a hotspot helyeknek Kitiintetett szerepik van a virus eredetii SIRNS-ek
generdlodasaban. Eredményeink alapjan, valdszindsitheté, hogy ezekben a
“hotspotokban” az egyszall virus genom er6s maéasodlagos szerkezettel bir, és
ugynevezett hajtastruktuarak alakulnak ki, amelyeket a névény kodolta DICER enzim
felismer, és ds siRNS-ekre darabolja fel. Ezzel az eredménylnkkel céafoltuk azt az
altalanosan elfogadott modellt, hogy a virus indukalta PTGS-t a virus kettés szalu (ds)
replikativ intermedier RNS molekuldja indukélja. Ezen tulmenéen eredményiink
egybe vag azokkal a virus replikaciés modellekkel, amelyek feltételezik, hogy a virus
replikacio sordn a virus genom csak a replikéciés komplexben és csak rovid
szakaszon létezik ds RNS formaban. Tovabba az is valoszinisithetd, hogy ezt a
dsRNS format a replikacios komplex védi, és nem teszi lehetévé, hogy a DICER
hasito enzim hozzaférjen. A rovid kis RNS-ek klonozdsa és szekvencidinak
meghatarozasa egyértelmtien bizonyitotta a modellink helyességét, vagyis azt, hogy
az egyszali virus genom erés masodlagos szerkezettel bir, és Ugynevezett
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hajtiistrukturak alakulnak ki, amelyeket a novény kddolta DICER enzim felismer és
21 nt ds siRNS-ekre darabolja fel. Eredményeinket 2005-ben a J. Virology
tudomanyos folydiratban kézoltik.

A PTGS szupresszidja és molekularis mechanizmusa

A PTGS egyik fontos szerepe a novényekben, hogy antivirdlis mechanizmusként
mikodik a virusfertozte novényben. Az antiviralis valasz maga a replikal6do virus
indukalja. Azonban a virusok igen sikeresen fert6zik a novényeket, mivel képesek
elnyomni az RNS silencinget a virus kddolta silencing szupresszor fehérjékkel.
Rendszerlinkben a tombusvirusok kddolta p19 RNS silencing szupresszor fehérje
molekularis és strukturélis jellemzését tiztik ki, és a vilagon elsoként sikerlt feltarni
a silencing szupresszié molekularis hattereét.

A pl9 fehérje egy igen er6s silencing szupresszor, ami képes gatolni a virus és
transzgen indukalta silencing reakcidt. In vitro és in vivo vizsgalataink igazoltak,
hogy a pl19-es fehérje specifikusan koti a 21-22 nt hosszi ds siRNS-eket - az RNS
silencing kézponti molekulajat- és ez altal gatolja az RNS silencing mechanizmusat.
Kimutattuk, hogy a CymRSV Aaltal fert6zott névényben a siRNS-ek a p19-es fehérje
altal kotott formaban inaktivan vannak jelen, mig a p19 mutans (Cym19stop) virus
fert6zott ndvényben a siRNS-ek szabad formaban vannak jelen. Demonstraltuk, hogy
a p19 fehérje heteroldg Drosophila in vitro rendszerben is gatolja az RNS silencinget
azéltal, hogy nem engedi kialakulni az aktiv RISC komplexet. A p19-es virus fehérje
hianyaban a virusrdl szarmazé siRNS-ek felhalmozodnak a ndvényben és aktivaljak
az RNS silencinget, ami a ndvény kigydgyuldsahoz (recovery) vezet.

A pl9-siRNS complexet sikerilt kristalyositanunk és  kristalyszerkezetét
megismernlink. A p19-siRNS complex szerkezete teljes mértékben alatdmasztotta a
korabbi eredmeényeinket. Vizsgalataink szerint a p19 fehérje egy homodimert alkot a
C-terminalis részben lévé dimer interfész kapcsolodasa kovetkeztében. A pl9-es
homodimer kot egy ds SiRNS molekulat. A strukturalis és a SiRNS kotési
vizsgalataink igazoltdk, hogy a pl9 méretspecifikusan ismeri fel a ds SiRNS
molekulat. A ds siRNS meéret specifikus felismereseben kulcsszerepe van az N-
terminalis régidban 1évé triptofan “cap” szerkezetnek, amelyek, mint egy olvaso fej, a
mérete alapjan ismerik fel a 19 bazisparral rendelkez6 ds siRNS-t. Az RNS
felismerésnek ez a mddja egyedilallé az ismert RNS koto fehérjék kozott.
Eredményeinket igen rangos tudomanyos folydiratokban (Cell és EMBO J) kozoltuk.

A célmolekula (RNS) inaktivacioja a PTGS altal

Ebben a kisérletsorban célunk a PTGS mechanizmusénak a siRNS-ek keletkezését
koveto l1épés megismerése volt, vagyis hogy megtudjuk, a virus siRNS programozta
RISC komplex milyen modon inaktivalja a target virus RNS-t. Erre a CymRSV virus
egyedilalléan kilonleges tulajdonsagai adtak lehetoséget, vagyis, hogy a virusban
mutanst- anélkil, hogy a virus elvesztené alapveté bioldgiai funkcidit. A Cym19stop
muténssal fert6zott ndvények az elsédleges erés virustinetek kialakulasa utan a
kigyogyulas jelenséget mutatjak, ami azt jelenti, hogy a fertézést koveto 14-16 nappal
kifejlodott levelek mar nem mutatnak virus tiineteket, de mint azt kordbbiakban
leirtuk, rezisztensek egy olyan masodlagos virusfertézéssel szemben, amely CymRSV
szekvencidkat hordozott. Valo6szintsithetéen azért, mert ezekben a levelekben
CymRSV specifikus siRNS-ekkel programozott RISC végrehajtd komplexek
alakultak ki, amelyek géatoljdk a CymRSV szekvenciat tartalmazé6 RNS-ek
expresszidjat. Az ilyen RISC komplexek meglétének direkt igazolasara ugynevezett



érzékelé konstrukciokat fejlesztettiink ki, amelyeket tranziensen expresszalunk a
tinetmentes, de virus rezisztens levelekben. Amennyiben valdban vannak virus
SiRNS-sel programozott RISC komplexek, azok meggatoljak a sensor fehérje
expresszidjat. A sensor konstrukcidkat ugy épitettik fel, hogy GFP ORF-hez
kapcsoltunk révid virus szekvenciat plusz és minusz orientacidban, és ezeket a
konstrukcidkat agrobaktériummal expresszaltuk a kigyogyult levelekben. Azt
tapasztaltuk, hogy azok a konstrukciok, amelyek CymRSV szekvenciat is hordoztak,
sokkal alacsonyabb GFP expressziot mutattak a Kigyogyult levelekben, mint azok a
kontroll konstrukciok, amelyek mas heteroldg virus szekvenciat hordoztak a GFP
ORF utan. A kontroll nem fert6z6tt névenyben minden vizsgalt konstrukcié magas
GFP expressziot mutatott, alatamasztva azt, hogy a vizsgélatba vont konstrukcidink
azonos madon expresszaljak a GFP-t, ha nincs PTGS-en alapul6 gatlas..

Ahhoz, hogy el tudjuk donteni, hogy a virus indukalta PTGS degradalja-e a sensor
RNS-t, vagy csak transzlacidsan gatolja, tovabbi vizsgalatokat végeztink. Mértik a
sensor konstrukcidkrol irodott mRNS-t és az expresszalt GFP fehérjét Northern és
Western analizissel. Megallapitottuk, hogy virus siRNS-ekkel t6ltétt RISC komplexek
szekvenciaspecifikusan hasitjdk a sensor konstrukcidkat, tehat a csokkent
génexpresszio a szenzor molekuldk RISC hasitasanak kovetkezménye. Tovabba
megéllapitottuk, hogy 190 nt hossz( virus szekvenciak nem minden régidban
vagodtak el, hanem egy 40 nt hosszu szakaszon azonositottuk a RISC vagasokat. Ezt
Ugy tudtuk meghatarozni, hogy sikerilt klénozni a vagasterméket, majd a szekvencia
meghatarozassal azonositottuk a vagasi pontokat. Azt is igazoltuk, hogy a vagasi forrd
pontok kialakulasaért feltehetéen a target RNS masodlagos szerkezete a felelés.
Ismert ugyanis, hogy a RISC medialta hasitast a target RNS eré6s masodlagos
szerkezete nagyban gatolhatja. A target virus RNS hasitasat természetes virus RNS-en
is meghataroztuk, az elhasitott virus genom klonozasaval es szekvenalasaval. A
szenzor RNS-ek hasitasi helyei megegyeztek a természetes virusfert6zésben
azonositott hasitasi helyekkel, igazolva a szenzor RNS-ekkel végzett vizsgalatainkat.
Az eredményeket 0sszegezve megallapitottuk, hogy a virus indukalta RNS silencing a
virus RNS hasitasaval gatolja a virus genom expressziojat. Eredményeinket a Journal
Virology-ban kdzoltik.

A PTGS hémérséklet fliggése

Régen ismert az a jelenség, hogy bizonyos virusok esetében a jarvanyok a hiivosebb
években gyakrabban fordulnak elé, és a virusok okozta tlinetek és karok sokkal
sulyosabbak htivosebb id6jaras esetén. Vizsgalataink igazoltdk, hogy a PTGS
hatekonysaga dontéen fligg a homérséklettél. Ennek az oka, hogy CymRSV virussal
fert6zott névényben a virus specifikus siRNA-ek generalddasa és akkumlacioja
erosen fugg a kdrnyezet hémérsékletétol. Ennek kdvetkeztében egyes virusok sokkal
erésebb tineteket és karokat okoznak alacsonyabb hoémérsékleten (15-18 °C) mint
magasabbon (22-24 °C). Ez annak kdvetkezménye, hogy PTGS hatékonysaga erésen
homérséklet figgé. Ez igaz nem csak a virus indukalta PTGS esetében, hanem igaz
sense és antisense transzgén indukélta PTGS esetében is. GFP sense transzgent
expresszaltattunk Nicotina benthamina novényekben, és a GFP transzgén a
hémérséklet fliggvényében inaktivalédott a magasabb hémersékleten, és ezzel
parhuzamosan GFP specifikus siRNS-ek is felhalmozodtak.

Vizsgélataink azt is felderitették, hogy a virus és transzgén csendesitésben kulcs
szerepet jatsz0 RNS fuggé RNS polimeraz (RDR6) expresszioja is homérséklet
fligg6. RDR6 promoter —GUS konstrukcoval Arabidopsis ndvényt transzformaltunk
és transzformans novények GUS expresszidja szintén hémerséklet fiiggést mutatott.



Amennyiben a PTGS-t inverted repeat konstrukciéval indukaljuk, akkor a RDR6-nak
nincs jelentds szerepe a PTGS kialakulasaban, amit visszaigazolt az az eredményink

is, vagyis az IR konstrukciokrol Kkeletkezett siRNS akkumlécidja nem volt
hémérséklet fliggo.



